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(57) Resumo: DNA COM ATIVIDADE DE PROMOGCAO DE EXPRESSAO GENICA EM FOLHAS MADURAS DE PLANTAS, DE
INDUCAO A FORMAGAO DE BOTAO DE FLOR, DE FLORESCIMENTO DE ESPIGA E RAMIFICACAO DE PLANTA, VETOR E
METODO PARA PRODUCAO DE PLANTA TRANSFORMADA. A presente invencédo fornece DNA para uso em uma eficiente
reproducgdo cruzada de plantas, como plantas de cana-de-aclcar e espécies de planta proximamente relacionadas a isso.
Particularmente, o DNA de acordo com a presente invengao apresenta atividade de promocao de expressao génica em folhas
maduras de plantas, de inducdo a formacao de botdo de flor, de florescimento de espiga e ramificacdo de planta. Ainda, a
presente invengdo fornece um vetor recombinante compreendendo o referido DNA, bem como um método de producéo de planta
transformada através do uso do referido DNA no processo de transformacgéo, onde a planta particularmente pertence a familia
Gramineae.
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Relatorio Descritivo da Patente de Invencdo para "DNA
COM ATIVIDADE DE PROMOCAO DE EXPRESSAO GENICA EM
FOLHAS MADURAS DE PLANTAS, DE INDUCAO A FORMACAO DE
BOTAO DE FLOR, DE FLORESCIMENTO DE ESPIGA E
RAMIFICACAO DE PLANTA, VETOR E METODO PARA PRODUGAO
DE PLANTA TRANSFORMADA".
CAMPO DA TECNICA
[0001] A presente invencao refere-se a DNA compreendendo DNA
de regulacdo de expressao de gene que tem atividade de promover
expressdo de gene especificamente em folhas maduras e um gene de
inducdo a formacéo de botdo de flor e que tem funcdes de promover a
formacéao de botdo de flor ou florescimento de espiga e/ou ramificacao
de uma planta. Também, a presente invencao se refere ao uso desse
DNA.
ANTECEDENTES DA TECNICA
[0002] A cana de acucar é cultivada sobre uma area que totaliza
aproximadamente 20.000.000 de hectares no Brasil, india e outras
regides, sendo que a mesma € uma planta de recurso usada para
producédo de acucar e producdo de etanol. Através da popularizacéo de
biocombustiveis no futuro, o crescimento continuo de demanda para a
cana de acUcar é antecipado e, consequentemente, € esperada a
producao intensificada da mesma.
[0003] Com o objetivo de fornecimento ndo dispendioso e estavel
de plantas de cana de acucar como matéria-prima, tém sido tentado
ativamente o aprimoramento e reproducéo de variedades de cana de
acucar. Até agora, o aprimoramento e reproducdo de variedades de
cana de acucar tem sido realizado através de reproducdo cruzada
(Documento de N&o-Patentario 1).
[0004] Entretanto, as plantas de cana de acUcar tém raizes nos

tropicos, e florescimento e florescimento de espiga s&o impossiveis no
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Japéo, cuja maior parte fica na "zona temperada". Adicionalmente,
devido a complexidade genémica estrutural, tem sido muito dificil obter
aprimoramento e reproducéo de variedade eficaz.

[0005] No passado, a reproducdo cruzada foi realizada entre espécies
de planta determinadas com base em experiéncia ou intuicido e muitas
plantas de progénie foram avaliadas e selecionadas extensivamente. A fim
de realizar cruzamentos, em geral, € necessario um processo de inducao
formacado de botdo de flor, florescimento, polinizacdo, promocédo de
viabilizacéo, e producdo de semente. No caso da cana de acucar, esse
processo pode ser implantado apenas uma vez por ano mesmo em um
campo que seja adequado para o cultivo. Portanto, o desenvolvimento de
uma unica variedade de planta foi muito demorado.

[0006] Adicionalmente, foi muito dificil realizar cruzamentos como
desejado em casos em que variedades da planta a serem submetidas a
cruzamentos tinham dificuldade de florescimento ou em casos em que
o tempo de florescimento de uma variedade da planta era diferente
daquele de outra variedade da planta.

[0007] Consequentemente, tem havido uma forte demanda para o
desenvolvimento de um método para reproducéo cruzada eficiente de
cana de aguUcar na técnica.

[0008] Até agora tem sido reportado que a formacao de botdo de
flor (florescimento da espiga) tem sido induzido através de
superexpressao de genes de inducéo a formacéo de botéo de flor, tais
como genes FT ou OsHd3a, em Arabidopsis thaliana ou Oryza sativa
(Documentos de Patente 1 a 3; e Documentos Nao de Patente 2 e 3).
Adicionalmente, tem sido verificado que os genes FT ou OsHd3a
exercem efeitos similares em muitas outras espécies de planta.

[0009] Infelizmente, ndo tem havido nenhum relato relativo a canas
de acucar recombinantes superexpressando 0s genes como descrito

acima.
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DOCUMENTOS DA TECNICA ANTERIOR

DOCUMENTOS DE PATENTE

Documento de Patente 1: JP 2000-139250 A

Documento de Patente 2: JP 2002-511270 A

Documento de Patente 3: JP 2002-153283 A

DOCUMENTOS NAO DE PATENTE

[00010] Documento N&o de Patente 1: Kiyomatsu Miyasato,
"Satoukibi to sono saibai" ("Sugarcane and Cultivation thereof"), 1986,
Nihon Bummitsuto Kogyokai.

[00011] Documento N&o de Patente 2: Kardailsky, I. et al., Science,
3 de dezembro de 1999; 286 (5446): 1962 a 1965.

[00012] Documento Nao de Patente 3: Kojima, S. et al., Plant Cell
Physiol., Outubro de 2002; 43 (10): 1096 a 1105

SUMARIO DA INVENCAO

OBJETIVO A SER ATINGIDO PELA INVENCAO

[00013] E um objetivo da presente invencéo fornecer uma técnica
gue habilite reproducéo cruzada eficiente de plantas, a, em particular,
plantas de cana de acuUcar e espécies de planta intimamente
relacionadas as mesmas.

MEIOS PARA ATINGIR O OBJETIVO

[00014] Os presentes inventores tém conduzido estudos concentrados
a fim de atingir o objetivo acima. Como resultado, os mesmos descobriram
que a formacéo de botéo de flor (florescimento da espiga) poderia ser
promovida em plantas e plantas interférteis poderiam ser obtidas
eficazmente expressando-se um gene de indugéo a formacéo de botdo de
flor sob a regulacdo de DNA regulacado de expressdo de gene tendo a
atividade de promover expressao de gene especificamente em folhas
maduras. Isso tem levado a realizagdo da presente invengéo.

[00015] Especificamente, a presente invencao abrange as seguintes

caracteristicas [1] a [5].
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[1] DNA compreendendo qualquer um dos DNAs (a) a (d)
abaixo:

(a) DNA gue consiste da sequéncia de nucleotideos como
mostrada em SEQ ID NO: 1;

(b) DNA que consiste de uma sequéncia de nucleotideos que
tem eliminacdo, substituicdo, adicdo, ou insercdo de 1 ou uma
pluralidade de nucleotideos na sequéncia de nucleotideos como
mostrado em SEQ ID NO: 1 e que tem atividade de promover expressao
de gene especificamente em folhas maduras;

(c) DNA que consiste de uma sequéncia de nucleotideos que
tem 90% ou maior identidade de sequéncia com a sequéncia de
nucleotideos como mostrado em SEQ ID NO: 1 e que tem atividade de
promover expressao de gene especificamente em folhas maduras; e

(d) DNA hibridacdo em condicdes severas para DNA que
consiste de uma sequéncia complementar a sequéncia de nucleotideos
como mostrado em SEQ ID NO: 1 e que tem atividade de promover
expressdo de gene especificamente em folhas maduras e
[00016] DNA que codifica qualquer um de polipeptideos (e) a (g)
abaixo:

(e) um polipeptideo que consiste da sequéncia de
aminoacido como mostrado em SEQ ID NO: 7;

() um polipeptideo que consiste de uma sequéncia de
aminoacido que tem eliminacao, substituicdo, adi¢do, ou insercéo de 1
ou um pluralidade de aminoacidos na sequéncia de aminoacido como
mostrado em SEQ ID NO: 7 e que tem atividade de promover formagéao
de botao de flor ou florescimento de espiga; e

(g) um polipeptideo que consiste de uma sequéncia de aminoa-
cido que tem 90% ou maior identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminoacido como mostrado em SEQ ID NO: 7 e que tem atividade de

promover formacao de botéo de flor ou florescimento de espiga,
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em que o DNA tem uma funcdo de promover formacao de botdo de flor
ou florescimento de espiga e/ou ramificacdo de uma planta.

[2] Um vetor recombinante que compreende a DNA de acordo
com [1].

[3] Uma planta transformada em que o DNA de acordo com [1] ou o
vetor recombinante de acordo com [2] é introduzido.

[4] A planta transformada de acordo com [3], que pertence a familia
Gramineae.

[5] A planta transformada de acordo com [4], que pertence ao género
Saccharum, Sorghum ou Miscanthus.

[00017] Esta descricdo inclui parte ou todo o conteudo conforme
revelado na descricdo e/ou nos desenhos do Pedido de Patente n° JP
2012-140231, que é um documento de prioridade do presente pedido.
EFEITOS DA INVENCAO

[00018] A presente invencdo pode fornecer uma técnica que
possibilita a reproducéo cruzada eficaz de plantas e, em particular,
plantas de cana-de-aclUcar e espécies de planta proximamente
relacionadas as mesmas.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[00019] A Figura mostra a sequéncia de nucleotideos (SEQ ID NO:
4) de ecc0002 EST derivado de Saccharum officinarum (pesquisado
para usar o DFCI Sugarcane Gene Index).

[00020] A Figura 2 mostra os resultados de andlise de expressao de
ecc0002 EST para tecidos individuais de Saccharum spp. cv. NiF8. O
nivel de expressdo mais alto confirmado para folhas maduras é
designado como 100%.

[00021] A Figura 3 mostra a sequéncia de nucleotideos (SEQ ID NO:
5) da regido reguladora de expressao de gene do gene ecc0002 em que
uma sequéncia de reconhecimento de enzima de restricao de Hindlll e

uma sequéncia de reconhecimento de enzima de restricdo de Blnl foram
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inseridas nas terminacdes 5' e 3', respectivamente.

[00022] A Figura 4(A) mostra a sequéncia de nucleotideos (CDS: 153
a 692) (SEQ ID NO: 6) do gene Hd3a derivado do grupo Oryza sativa
Japonica e a Figura 4(B) mostra a sequéncia de aminoéacidos (SEQ ID
NO: 7) de um polipeptideo codificado por tal gene.

[00023] A Figura 5 mostra esquematicamente um vetor de expressao
de gene que contém a regido reguladora de expressao de gene do gene
ecc0002 gene e o0 gene B-glucuronidase ligados entre si.

[00024] A Figura 6 mostra os resultados de analise de nivel de
expressdo de gene GUS para tecidos individuais de uma cana-de-
acucar transgénica em que a expressao do gene B-glucuronidase €
regulada pelo DNA regulador de expressdo do gene ecc0002. O nivel
de expressao mais alto confirmado para folhas maduras da cana-de-
acucar transgénica € designado como 100%.

[00025] A Figura 7 mostra a sequéncia de nucleotideos (SEQ ID NO:
3) de DNA que compreende DNA regulador de expressdo do gene
ecc0002 e o gene Hd3a de arroz inserido em um vetor de expresséao de
gene; em que uma letra em caixa alta representa o DNA regulador de
expressdo do gene ecc0002 e uma letra em caixa baixa representa o
gene Hd3a de arroz.

[00026] A Figura 8 mostra esquematicamente um vetor de expressao
de gene que contém a regido reguladora de expressao de gene do gene
ecc0002 gene e o gene Hd3a de arroz ligados entre si.

[00027] A Figura 9 mostra os resultados de analise de nivel de
expressao de gene Hd3a de arroz para tecidos individuais de uma cana-
de-acucar transgénica em que a expressao do gene Hd3a de arroz é
regulada pelo DNA regulador de expressdo do gene ecc0002, uma
cana-de-acUcar transgénica em que a expressao do gene Hd3a de arroz
é regulada pelo promotor CaMV 35S e uma cana-de-agUcar do tipo

selvagem. Na tabela, "ecc0002 transgénico pro." refere-se a uma cana-
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de-acucar transgénica em que a expressao de gene Hd3a de arroz é
regulada pela regiao reguladora de expressao de gene do gene ecc0002
e "35SCaMV transgénico pro." refere-se a uma cana-de-acucar
transgénica em que a expressao de gene Hd3a de arroz é regulada pelo
promotor CaMV 35S.

[00028] A Figura 10 mostra os resultados da analise da capacidade
de introduzir ramificacdo de uma cana-de-acucar transgénica em que a
expressdo do gene Hd3a de arroz é regulada por DNA regulador de
expressdo do gene ecc0002. O numero de ramificacdo € a média do
namero de ramificacdo para canas-de-acgUcar transgénicas (n = 5) e
aquele para canas-de-acgucar do tipo selvagem (n = 3).

[00029] A Figura 11 mostra os resultados da anélise da capacidade
de introduzir emergéncia de espiga de uma cana-de-agucar transgénica
em que a expressdo do gene Hd3a de arroz é regulada por DNA
regulador de expressao do gene ecc0002. O numero de emergéncia de
espiga € a média do niumero de emergéncia de espiga para canas-de-
acucar transgénicas (n = 5) e aquele para canas-de-acUcar do tipo
selvagem (n = 3).

MODALIDADES PARA EXECUTAR A INVENCAO

[00030] Adiante, a presente invencédo é descrita em detalhes.
[00031] DNA de acordo com a presente invencdo que tem uma
funcdo de promover formacéo de botéo de flor ou emergéncia de espiga
e/ou ramificacdo de uma planta compreende DNA regulador de
expressao de gene que tem atividade de promover expressao de gene
especificamente em folhas maduras e um gene indutor de formacé&o de
botao de flor.

[00032] Na presente invencéo, uma funcéo de "promover a formacao
de bot&o de flor ou emergéncia de espiga de uma planta" € uma funcao
de promover a diferenciagéo e/ou formacéo de botdes de flor ou 6rgdos

de flor ou uma formacdo de promover a emergéncia de espiga e/ou
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florescimento de uma planta em que DNA que tem tal funcdo foi
introduzido (isto €, uma funcdo de encurtar o periodo até a emergéncia
de espiga e/ou florescimento).

[00033] Na presente invengéo, uma funcao de "promover ramificagao
de uma planta” € uma funcéo de promover a formacgéo de ramos laterais
a partir de um ponto na proximidade da base, encurtar o periodo até a
iniciagdo da formacdo de ramo e/ou aumentar o numero de ramos
laterais de uma planta em que DNA que tem tal funcéo foi introduzido.
[00034] No inicio, o DNA regulador de expressao de gene que tem
atividade de promover a expressao de gene especificamente em folhas
maduras é descrito. Adiante, o termo "DNA regulador de expressao de
gene que tem atividade de promover a expressao de gene
especificamente em folhas maduras" € também referido com "DNA
regulador de expressdo de gene" e esses termos sao usados ho
presente documento de modo intercambiavel.

[00035] O DNA regulador de expressdo de gene de acordo com a
presente invencao compreende qualquer um de DNAs (a) a (d) abaixo:
(a) DNA que consiste na sequéncia de nucleotideos, conforme mostrado
na SEQ ID NO: 1;

(b) DNA que consiste em uma sequéncia de nucleotideos que tem
eliminacéo, substituicdo, adicdo, ou inser¢cdo de um ou uma pluralidade
de nucleotideos na sequéncia de nucleotideos, conforme mostrado na
SEQ ID NO: 1 e que tem atividade de promover expressédo de gene,
especificamente em folhas maduras;

(c) DNA que consiste em uma sequéncia de nucleotideos que tem 90%
ou maior de identidade de sequéncia com a sequéncia de nucleotideos,
conforme mostrado em SEQ ID NO: 1, e que tem atividade de promover
expresséo de gene especificamente em folhas maduras; e

(d) DNA que hibridiza em condicGes rigorosas para DNA gue consiste

em uma sequéncia complementar a sequéncia de nucleotideos,
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conforme mostrado na SEQ ID NO: 1, e que tem a atividade de
promover expressao de gene especificamente em folhas maduras.
[00036] O DNA regulador de expressdo de gene da presente
invencdo pode ser obtido da seguinte maneira: genes candidatos
expressos especificamente em folhas maduras séo obtidos por analise
de expressdo de gene com o uso de RNAs totais derivados de tecidos
de cana-de-acucar individuais (de talos, folhas maduras, folhas jovens,
e similares) ou cDNAs derivados de tais RNAs; caracteristicas de
expressao dos genes candidatos sao avaliadas; genes avaliados como
sendo expressos de maneira especifica de folha madura sao
especificados com base nos resultados de avaliacéo; e a sequéncia de
nucleotideos da regido a montante de 5 de cada gene candidato é
identificada com base em cDNA ou DNA gendémico do gene
especificado relevante. Aqui, a analise de expressdo de gene pode ser
realizada com o uso de técnicas de analise meticulosa de expresséao de
gene conhecidas por uma pessoa versada na técnica, como um chip de
DNA e um método de exibicéo diferencial.

[00037] Especificamente, a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID
NO: 1 existe na regido a montante de 5’ do gene (doravante no presente
documento referida como "ecc0002") que € especificamente expressa
em folhas maduras de cana-de-acUcar. Exemplos de plantas de "cana-
de-acucar" descritas no presente documento incluem, sem limitacdo
particular a, plantas que pertencem ao género Saccharum, como
Saccharum officinarum, Saccharum sinense, Saccharum barberi,
Saccharum robustum, Saccharum spontaneum, Saccharum edule, e
Saccharum spp. hibridos cv. NiF8; e plantas que pertencem a um
género/espécie estreitamente relacionado ao género Saccharum
espécie, como Sorghum, com Saccharum spp. hibridos cv. NiF8 sdo
preferenciais.

[00038] O DNA na regido a montante de 5’ pode ser isolado por um
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método conhecido pela pessoa versada na técnica sem limitacdo
particular. Por exemplo, o DNA pode ser isolado por uma técnica
convencional que compreende clonar uma regido desconhecida, que é
a regiao a montante de 5 no presente documento, com base na
sequéncia de nucleotideos (SEQ ID NO: 4) do gene ecc0002. Em tal
método, o DNA genémico que contém a regidao a montante de 5’ do gene
ecc0002 é submetido a tratamento de enzima de restricdo de modo que
um adotante que consiste em uma sequéncia de nucleotideos
predeterminada € ligada ao DNA. Iniciadores sdo designados para a
sequéncia de nucleotideos do gene ecc0002 e o adaptador, seguido por
PCR. Consequentemente, uma sequéncia de nucleotideos
desconhecida adjacente a regido a montante de 5 da sequéncia de
nucleotideos do gene ecc0002 pode ser amplificada. Apos a sequéncia
de nucleotideos amplificada ser determinada, outro par de iniciadores é
designado com base na sequéncia de nucleotideos determinada.
Assim, outra sequéncia de nucleotideos desconhecida adjacente a
sequéncia de nucleotideos determinada pode ser amplificada de
maneira similar. Esse método pode ser realizado com o uso de um Kit
de clonagem comercialmente disponivel, como o kit RightWalk® (BEX
Co., Ltd.). Além disso, um método a base de PCR inverso pode ser
implantado. Em tal caso, um par de iniciadores é designado com base
nas informac¢des de sequéncia de nucleotideos do gene ecc0002. PCR
é realizado com o uso do par de iniciadores e um fragmento de DNA
gendmico obtido por meio de tratamento com certa enzima de restricao
e autoligacao. Assim, a regido a montante do gene ecc0002 pode ser
amplificada. Adicionalmente, outro meétodo para isolar a regido a
montante do gene ecc0002 de uma biblioteca de DNA genémico pode
ser sugerida. Em tal caso, uma biblioteca de DNA gendmico que foi
preparada em conformidade com a técnica convencional é triada com o

uso de cDNA que compreende o gene ecc0002 como uma sonda para
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obter DNA gendmico que compreende o gene ecc0002. Entdo, a
sequéncia de nucleotideos de DNA gendmico obtido por triagem é
determinada. Consequentemente, a regido a montante de 5’ presente
na regido a montante do gene ecc0002 pode ser especificada.
Adicionalmente, a regido a montante de 5’ pode ser seletivamente
amplificada por PCR ou outros meios.

[00039] Conforme descrito acima, sequéncias de nucleotideos
desconhecidas localizadas a montante do gene ecc0002 sao
sequencialmente amplificadas ou triadas para determinar a sequéncia
de nucleotideos em conformidade com a técnica convencional.
Consequentemente, a sequéncia de nucleotideos, conforme mostrado
na SEQ ID NO: 1, pode ser especificada. Uma vez que a sequéncia de
nucleotideos, conforme mostrado na SEQ ID NO: 1, seja determinada,
torna-se possivel obter a sequéncia de nucleotideos, conforme
mostrado na SEQ ID NO: 1 por PCR com o uso de DNA gendémico
extraido de cana-de-acucar como um modelo e iniciadores designados
com base na sequéncia de nucleotideos conforme mostrado na SEQ ID
NO: 1.

[00040] A sequéncia de nucleotideos, conforme mostrado na SEQ ID
NO: 1, funciona como uma regiao reguladora de expressao de gene com
capacidade para induzir expressao de gene especificamente em folhas
maduras. Uma regido reguladora de expressdo de gene contém
sequéncias de nucleotideos envolvidas em controle de transcricdo de
gene, como uma regiao de promotor, uma regiao de intensificador, uma
TATA box, e/ou uma CAT box (embora os teores da regido ndo sejam
particularmente limitados aos mesmos).

[00041] O termo "especificamente" usado no presente documento
refere-se as condicdes a seguir: uma funcéo induzivel por expressao de
gene esta exclusivamente presente no tecido de folha madura dentre

varios tipos de tecidos que constituem uma planta; e a funcéo induzivel
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por expressdo de gene no tecido de folha madura € notavel, estatistica
ou significantemente maior (por exemplo, cercade 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10 ou mais vezes maior) do que a funcao induzivel por expressdo de
gene em tecidos diferentes do tecido de folha madura (por exemplo, um
tecido de folha jovem, seiva de talo, epiderme de talo, raiz ou
meristema).

[00042] O termo "folha madura" usado no presente documento
refere-se a uma folha que contém cloroplastos que se acumulam nas
células para a fotossintese e tem, assim, uma cor verde. O mesmo
também se refere a uma folha diferente de uma folha jovem que nao
contém nenhum cloroplasto para a fotossintese.

[00043] Uma funcédo induzivel por expressdo de gene pode ser
confirmada por ensaio repoérter ou outros meios conhecidos por um
versado na técnica. Mediante o ensaio repoérter, um vetor é preparado
no qual varios genes reporteres (por exemplo, o gene da pB-
glucuronidase (GUS), o gene da luciferase (LUC) e o gene de proteina
fluorescente verde (GFP)) séo ligados a regido a jusante de uma
sequéncia de nucleotideo a ser examinada em termos da funcéo
induzivel por expressao de gene. A introducéo de gene (ou introducgao
de gene transiente) no genoma de um hospedeiro é executada com o
uso do vetor. Entdo, o nivel de expressdo de cada gene repérter é
determinado. Assim, a funcéo induzivel por expressdo de gene pode ser
confirmada. O gene reporter ndo é particularmente limitado, desde que
a expressdao do mesmo seja detectavel. Os exemplos de tal gene
repoérter incluem genes reporteres convencionalmente usados por um
versado na técnica tal como o gene CAT, o gene lacZ, o gene da
luciferase (doravante denotada por "LUC"), o gene da B-glucuronidase
(doravante denotada por "GUS") e o gene de proteina fluorescente
verde (doravante denotada por "GFP").

[00044] O nivel de expressao de gene reporter pode ser determinado
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por um método conhecidos por um versado na técnica, dependendo do
tipo de gene reporter. Quando o gene repérter é o gene CAT, por
exemplo, o nivel de expresséo de gene reporter pode ser determinado
detectando-se a acetilagéo de cloranfenicol com o produto de gene. O
nivel de expressao de gene repoérter pode ser determinado pela técnica
a seguir. Quando o gene reporter € o gene lacZ, o desenvolvimento de
cor de um composto de corante induzido pela agéo catalitica do produto
de expresséo de gene é detectado. Quando o gene repdrter € 0 gene
LUC, a emisséao de fluorescéncia de um composto fluorescente induzido
pela acdo catalitica do produto de expressdo de gene € detectada.
Quando o gene reporter é o gene GFP, a emissao de fluorescéncia da
proteina GFP é detectada. Quando o gene reporter € GUS, por exemplo,
a atividade de GUS é determinada como sendo uma atividade de
promotor em uma célula hospedeira em concordancia com: (i) um
método que envolve marcacao histoquimico para GUS (EMBO J. 6,
3.901 a 3.907, 1987) e/ou (ii) o método de Castle & Morris que envolve
0 uso de um substrato fluorescente (Plant Molecular Biology Manual,
B5, 1 a 16, 1994; S. B. Gelvin & R. A. Schilperoort, Kluwer Academic
Publishers). Ademais, a quantidade da proteina é determinada pelo
método de Bradford (Anal. Biochem. 72, 248 a 254, 1976) e a atividade
de GUS é convertida com base na quantidade da proteina em unidades
de nmol 4-MU/min/mg de proteina. Assim, a funcdo induzivel por
expresséo de gene pode ser confirmada.

[00045] Quando um gene diferente do acima € usado como um gene
reporter, adicionalmente, o nivel de transcricdo de gene é determinado
por hibridizacdo Northern, RT-PCR, tecnologia de arranjo de DNA ou
outros meios. Alternativamente, o nivel de expressdo da proteina
codificada pelo gene é determinado por eletroforese tal como SDS-
PAGE, transferéncia por Western blotting ou outros meios.

[00046] O DNA regulador de expressdo de gene da presente
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invencdo ndo € limitado a sequéncia de nucleotideos conforme
mostrado na SEQ ID NO: 1. Conforme descrito em (b) acima, 0 mesmo
pode ser uma sequéncia de nucleotideos que tem delecao, substituicéo,
adicdo ou insercdo de um ou uma pluralidade de nucleotideos na
sequéncia de nucleotideos conforme mostrado na SEQ ID NO: 1, desde
gue o mesmo tenha uma atividade de promocao da expressao de gene
especificamente em folhas maduras.

[00047] Por exemplo, mesmo uma sequéncia de nucleotideos que
tem uma delecdo, uma substituicdo, uma adicdo ou uma insercdo de 1
a 100 nucleotideos, de preferéncia 1 a 50 nucleotideos e de maior
preferéncia 1 a 10 nucleotideos na sequéncia de nucleotideos conforme
mostrado na SEQ ID NO: 1 € incluida no DNA regulador de expresséo
de gene da presente invencao, desde que o mesmo exiba uma atividade
de promocéao da expressédo de gene em folhas maduras.

[00048] Adicionalmente, o DNA regulador de expressao de gene da
presente invencao ndo € limitado ao DNA que consiste na sequéncia de
nucleotideos conforme mostrado na SEQ ID NO: 1. Conforme descrito
em (c) acima, 0 mesmo pode ser uma sequéncia de nucleotideos que
tem 80% ou maior, de maior preferéncia 90% ou mais, de preferéncia
adicional 95% ou mais e de preferéncia maxima 99% ou mais de
identidade de sequéncia para a sequéncia de nucleotideos conforme
mostrado na SEQ ID NO: 1, desde que o mesmo exiba uma atividade
de promocdo da expressdo de gene especificamente em folhas
maduras. As sequéncias de nucleotideos podem ser comparadas em
concordancia com uma técnica convencional. A comparacéo pode ser
realizada com o uso de, por exemplo, BLAST (Ferramenta Basica de
Busca de Alinhamentos Locais do Centro Nacional para Informacdes
Biologicas nos EUA) na configuracdo padréao.

[00049] Ademais, o DNA regulador de expressdao de gene da

presente invencdo nédo € limitado ao DNA que consiste na sequéncia de
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nucleotideos conforme mostrado na SEQ ID NO: 1. Conforme descrito
em (d) acima, o mesmo pode ser uma sequéncia de nucleotideos que
hibridiza sob condicbes severas ao DNA que consiste em uma
sequéncia complementar a sequéncia de nucleotideos conforme
mostrada na SEQ ID NO: 1, desde que o mesmo exiba uma atividade
de promocdo da expressdo de gene especificamente em folhas
maduras.

[00050] Em "condicbes severas", de acordo com a presente
invencdo, um assim chamado hibrido especifico é formado, mas um
hibrido ndo especifico ndo é formado. Por exemplo, a hibridizacdo é
realizada em uma solugéao contendo 2-6 x SSC (composi¢cao 1 x SSC:
0,15 M de NaCl, 0,015 M de citrato de sodio, pH 7,0) e 0,1% a 0,5%
SDS a42 °C a 55 °C, e lavagem é realizada em uma solucéo contendo
0,1a0,2xSSC e 0,1% a 0,5% SDS a 55 °C a 65 °C.

[00051] Ademais, o DNA regulador de expressdo genética da
presente invencao pode ser um fragmento de DNA que tem eliminagéo
de 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300,
1400, 1500 ou mais nucleotideos consecutivos a partir da terminacao 5'
e/ou terminacdo 3' na sequéncia de nucleotideo conforme mostrado na
SEQ ID NO: 1, desde que o mesmo exiba atividade de promover
expressdo genética especificamente em folhas maduras. Os
nucleotideos podem ser eliminados através de um método conhecido
por uma pessoa versada na técnica (por exemplo, tratamento de enzima
de restricdo ou PCR). O fragmento de DNA pode ser uma regiao
promotora do DNA regulador de expressdo genética da presente
invencdo. Uma regido promotora de um DNA regulador de expresséao
genética predeterminado pode ser pesquisada para usar uma
ferramenta de analise de promotor conhecida por uma pessoa versada
na técnica (por exemplo, Biolnformatics and Molecular Analysis Section

(http://lwww-bimas.cit.nih.gov/molbio/proscan/); Prestridge, D. S., 1995,
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Predicting Pol Il Promoter Sequences Using Transcription Factor
Binding Sites, J. Mol. Biol. 249: 923-32). Um exemplo de tal fragmento
da sequéncia de nucleotideo conforme mostrado na SEQ ID NO: 1 € um
DNA gue consiste da posicdo 869 a 1119 de nucleotideos da sequéncia
conforme mostrado na SEQ ID NO: 1. A funcao induzivel de expressao
genética do fragmento obtido pode ser investigada através do ensaio de
repérter acima ou outros meios.

[00052] Uma vez que a sequéncia de nucleotideo do DNA regulador
de expressao genética da presente invencao for determinada, se torna
possivel obter o DNA regulador de expressdo genética da presente
invencao através de sintese quimica, PCR com o uso de DNA gendmico
como um modelo, ou hibridizacdo com o uso de um fragmento de DNA
gue tem a sequéncia de nucleotideo como uma sonda. Além disso, uma
sequéncia de nucleotideo que tem uma mutacdo na sequéncia de
nucleotideo, conforme mostrado na SEQ ID NO: 1 pode ser sintetizada
através de mutagénese de sitio direcionado ou outros meios. A mutacao
pode ser introduzida na sequéncia de nucleotideo, conforme mostrado
na SEQ ID NO: 1 através de uma técnica convencional, tal como o
método Kunkel ou o método duplo Gapped, ou uma técnica de acordo
com os mesmos. Por exemplo, a mutacédo pode ser introduzida com o
uso de um kit de mutagénese com o uso de mutagénese de sitio
direcionado (por exemplo, Mutante-K ou Mutante-G (TAKARA Bio)) ou
um kit em série de Mutagénese de LA PCR in vitro (TAKARA Bio).
[00053] Subsequentemente, o gene de inducao a formacéo de botéo
de flor é descrito.

[00054] O termo "gene de inducdo a formacdo de botdo de flor"
usado no presente documento refere-se a um gene que codifica uma
proteina que tem atividade de promover formacéao de botéo de flor ou
emergéncia de espiga de uma planta e é associado com formacéo de

botéo de flor ou emergéncia de espiga de uma planta.
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[00055] Os genes de inducdo a formacdo de botdo de flor séo
conhecidos, e tais genes ja foram identificados como o gene FT ou o
gene OsHd3a em Arabidopsis thaliana ou Oryza sativa (JP 2000-
139250 A, JP 2002-511270 A, JP 2002-153283 A, Kardailsky, I. et al.,
conforme acima, Kojima, S. et al., conforme acima). Esses genes podem
ser usados na presente invencao. Os genes de inducado a formacéo de
botdo de flor podem ser pesquisados a partir de bancos de dados
disponiveis ao publico (por exemplo, GenBank). Por exemplo, a
sequéncia de nucleotideo do gene Hd3a derivada a partir do grupo
Oryza sativa Japonica (Figura 4, SEQ ID NO: 6) e a sequéncia de
aminoacido do mesmo (Figura 4, SEQ ID NO: 7) sao registrados sob o
namero de acesso AB052944.1 com o GenBank.

[00056] Os genes de inducéo a formacéo de botdo de flor podem ser
obtidos através de uma técnica de clonagem, que é bem conhecida no
campo de biologia molecular. Por exemplo, uma biblioteca de genoma
derivado de planta ou uma biblioteca de cDNA pode ser triada com o uso
de sondas ou iniciadores projetados com base em sequéncias gene
conhecidas (por exemplo, a sequéncia registrada sob o numero de
acesso AB052944.1 com GenBank). Um gene derivado de uma planta
com informacdes de sequéncia desconhecidas pode ser obtido através
de triagem de uma biblioteca gendmica ou uma biblioteca cDNA derivada
da planta com o uso de sondas ou iniciadores projetados com a utilizacao
de um gene de planta com uma sequéncia conhecida. Mediante
isolamento de sequéncia, o DNA é amplificado por uma técnica de
amplificacdo padrao, tal como reacéo de cadeia de polimerase (PCR), e
os genes (DNAs) podem ser obtidos em quantidades adequadas para
transformacao (isto €, transferéncia de gene).

[00057] Preferencialmente, o gene de inducéo a formacao de botéo
de flor compreende DNA que codifica um polipeptideo selecionado a

partir dos polipeptideos (e) a (g) abaixo:

Petica0 870210054052, de 16/06/2021, pag. 20/43



18/34

(e) um polipeptideo que consiste na sequéncia de
aminoacido, conforme mostrado na SEQ ID NO: 7;

() um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de
aminoacido que tém eliminacao, substituicdo, adicdo ou insercdo de 1
ou uma pluralidade de aminoacidos na sequéncia de aminoécido,
conforme mostrado na SEQ ID NO: 7 e que tem atividade de promover
formacao de botdo de flor ou emergéncia de espiga; e

(g) um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de
aminoacido que tem 90% ou mais identidade de sequéncia com a
sequéncia de aminoacido, conforme mostrado na SEQ ID NO: 7 e que
tem atividade de promover formacgao de botéo de flor ou emergéncia de
espiga.

[00058] A sequéncia de aminoéacido, conforme mostrado na SEQ ID
NO: 7 € uma sequéncia de aminoacido da proteina Hd3a derivada do
arroz.

[00059] Na presente invencao, um polipeptideo codificado pelo o
gene de inducdo a formacdo de botdo de flor ndo é limitado a um
polipeptideo que consiste na sequéncia de aminoacido conforme
mostrado na SEQ ID NO: 7. Conforme descrito em (f) acima, tal
polipeptideo pode consistir em uma sequéncia de aminoacido que tem
eliminagéo, substituicdo, adicdo ou insercao de 1 ou uma pluralidade de
aminoacidos na sequéncia de aminoacido conforme mostrado na SEQ
ID NO: 7 e tem atividade de promover formacao de botdo de flor ou
emergéncia de espiga.

[00060] Por exemplo, uma sequéncia de aminoacido que tem
eliminacdo, substituicdo, adicdo ou insercdo de 1 a 20,
preferencialmente 1 a 10, e mais preferencialmente 1 a 5 aminoacidos
na sequéncia de aminoacido conforme mostrado na SEQ ID NO: 7 pode
ser utilizada na presente invencdo, contanto que a mesma tenha

atividade de promocéo de formacé&o de bot&o de flor.
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[00061] Na presente invencédo, um polipeptideo codificado pelo gene
de inducédo a formacéo de botdo de flor ndo é limitado a um polipeptideo
gue consiste na sequéncia de aminoacido conforme mostrado na SEQ
ID NO: 7. Conforme descrito em (g) acima, a mesma pode ser uma
sequéncia de aminoacido que tem 80% ou mais, mais preferencialmente
90% ou mais, adicionalmente preferencialmente 95% ou mais, e a mais
preferencialmente 99% ou mais de identidade de sequéncia em relagao
a sequéncia de aminoacido conforme mostrado na SEQ ID NO: 7,
contanto que a mesma tenha atividade de promoc¢éao de formacéo de
botédo de flor. Sequéncias de nucleotideos podem ser comparadas como
uso, por exemplo, da BLAST nos ajustes padrdes, conforme descrito
acima.

[00062] Um exemplo de tal gene de inducéo a formacao de botéo de
flor € DNA que consiste na sequéncia de nucleotideos conforme
mostrado na SEQ ID NO: 2. O DNA que consiste ha sequéncia de
nucleotideos conforme mostrado na SEQ ID NO: 2 codifica a proteina
Hd3a derivada de arroz.

[00063] O gene de inducdo a formacdo de botdo de flor de acordo
com a presente invencdo ndo € limitado a um gene que consiste na
sequéncia de nucleotideos conforme mostrado na SEQ ID NO: 2. Tal
gene pode ser um gene que consiste em uma sequéncia de
nucleotideos que tem eliminacéo, substituicdo, adicdo ou insercdo de 1
ou uma pluralidade de nucleotideos na sequéncia de nucleotideos
conforme mostrado na SEQ ID NO: 2, contanto que a mesma codifique
uma proteina que tem a atividade de promocao de formacéo de bot&o
de flor ou emergéncia de espiga.

[00064] Por exemplo, uma sequéncia de nucleotideos que tem
eliminacédo, substituicdo, adicdo ou insercdo de 1 a 50 nucleotideos e
preferencialmente 1 a 10 nucleotideos na sequéncia de nucleotideos

conforme mostrado na SEQ ID NO: 2 pode ser utilizada na presente
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invencdo, contanto que a mesma codifique uma proteina que tem a
atividade de promocéo de formacé&o de bot&o de flor.

[00065] O gene de inducédo a formacao de botdo de flor de acordo
com a presente invencdo ndo € limitado a um gene que consiste na
sequéncia de nucleotideos conforme mostrado na SEQ ID NO: 2. A
mesma pode ser uma sequéncia de nucleotideos que tem 80% ou mais,
mais preferencialmente 90% ou mais, adicionalmente preferencialmente
95% ou mais, e a mais preferencialmente 99% ou mais identidade de
sequéncia em relacdo a sequéncia de nucleotideos conforme mostrado
na SEQ ID NO: 2, contanto que a mesma codifiqgue uma proteina que
tem a atividade de promocdo de formacdo de botdo de flor ou
emergéncia de espiga. Sequéncias de nucleotideos podem ser
comparadas com uso, por exemplo, da BLAST nos ajustes padroes,
conforme descrito acima.

[00066] Além disso, o gene de inducédo a formacao de botédo de flor
de acordo com a presente invencdo ndo € limitado a um gene que
consiste na sequéncia de nucleotideos conforme mostrado na SEQ ID
NO: 2. Contanto que a mesma codifique uma proteina que tem a
atividade de promocéao de formacao de botdo de flor ou emergéncia de
espiga, a mesma pode ser uma sequéncia de nucleotideos que hibridiza
em condi¢cdes severas para o DNA que consiste em uma sequéncia
complementar a sequéncia de nucleotideos conforme mostrado na SEQ
ID NO: 2.

[00067] As "condicOes severas" sdo conforme descrito acima.
[00068] Subsequentemente, um vetor recombinante que compre-
ende o DNA regulatério de expressdo de gene e o gene de inducao a
formacao de botéo de flor é descrito.

[00069] O vetor recombinante da presente invencdo pode ser
construido introduzindo-se o DNA que compreende o gene de inducgéo

a formacao de botéo de flor ligado de modo operavel ao DNA regulatério
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de expressdo de gene acima em um vetor apropriado. O termo "ligado
de modo operavel" utilizado no presente documento se refere a
condicbes em que o vetor acima contém o DNA regulatorio de
expressdo de gene e o gene de inducdo a formacdo de botdo de flor
ligado entre si, de modo que o gene de inducéo a formacéo de botdo de
flor € corretamente expressado sob a regulacdo do DNA regulatério de
expressao de gene em uma célula hospedeira transfectada com o vector
acima. O DNA regulatério de expressao de gene e o gene de indugéo a
formacdo de botdo de flor podem ser "ligados" entre si direta ou
indiretamente por meio de um espacador com um comprimento
adequado e uma sequéncia adequada. Preferencialmente, o DNA
regulatério de expressdo de gene € ligado ao gene de inducdo a
formacéao de bot&o de flor com o uso de "ATG" localizado na terminacéo
3' da sequéncia de nucleotideos conforme mostrado na SEQ ID NO: 1
como "ATG" que codifica a primeira do gene de inducdo a formacéo de
botéo de flor. Um exemplo de tal DNA inclui um DNA que consiste na
sequéncia de nucleotideos conforme mostrado na SEQ ID NO: 3 em
que o DNA regulatério de expressdo de gene € ligado ao gene de
inducado a formacéo de botédo de flor com o uso de "ATG" localizado na
terminacéo 3' da sequéncia de nucleotideos conforme mostrado na SEQ
ID NO: 1 como "ATG" localizado na terminagao 5' da SEQ ID NO: 2.

[00070] Os exemplos de vetores que podem ser, preferencialmente,
usados na presente invencgdo incluem os vetores pBl, vetores pBll,
vetores pPZP (Hajdukiewicz, P., Svab, Z., Maliga, P.: The small,
versatile pPZP family of Agrobacterium binary vectors for plant
transformation, Plant Mol. Biol., 25: 989 a 994, 1994), vetores pCAMBIA
(http://www.cambia.org/main/r_et_camvec.htm) e vetores pSMA
através dos quais um gene funcional pode ser introduzido em uma
planta com o uso de Agrobacterium. O uso dos vetores binarios pBl e

pBIl ou vetores intermediarios é particularmente preferencial e os
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exemplos dos mesmos incluem os vetores pBIlI221, pBI121, pBI101,
pBI1101.2, pBI101.3 e pIG121. Um vetor binério € um vetor carregador
gue pode se replicar em Escherichia coli e Agrobacterium. Quando uma
planta é infectada com Agrobacterium que contém um vetor binério, o
DNA que corresponde a uma regido entre as sequéncias de borda (a
sequéncia LB e a sequéncia RB) presentes no vetor pode ser
incorporado no DNA nuclear da planta (EMBO Journal, 10 (3), 697 a
704, 1991). Em quanto isso, um gene pode ser diretamente introduzido
em uma planta com o uso de um vetor pUC. Os exemplos de um vetor
pUC incluem pUC18, pUC19 e pUC9. Além disso, os vetores de virus
de planta, tais como os virus de mosaico de couve-flor (CaMV), virus de
mosaico dourado de feijdo (BGMV) e virus de mosaico de tabaco (TMV)
podem ser usados.

[00071] Para facilitar a ligacdo e/ou insercdo em um vetor, o DNA
regulador de expresséo de gene e/ou o gene de inducao da formacéao
de botdo de flor pode ser adequadamente modificado através da
substituicdo, insercdo ou adicdo de uma sequéncia de enzima de
restricdo. Para a insercdo em um vetor, é possivel usar, por exemplo,
um método que compreende a clivagem do DNA purificado que
compreende o DNA regulador de expressao de gene e o gene de
inducdo a formacdo de botdo de flor com uma enzima de restricao
adequada e inserindo cada fragmento obtido no sitio de reconhecimento
de enzima de restricdo ou no sitio de multiplas clonagens do DNA de
vetor adequado para a ligacéo ao vetor.

[00072] Se for necessario, um intensificador, um intron, um sinal de
adicao poli-A, uma sequéncia 5-UTR, um gene marcador de selecao ou
similares podem ser ligados a um sitio a montante, no interior ou a
jusante o DNA regulador de expressédo de gene e/ou gene de indugéo a
formacéao de botéo de flor no vetor.

[00073] Um intensificador € usado, por exemplo, para aprimorar a
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eficacia de expressdo dos genes de inducdo a formacéo de botédo de
flor. Um exemplo dos mesmos é uma regido de intensificador que
contém uma sequéncia localizada a montante em um promotor
CaMV35S.

[00074] Um terminador pode ser uma sequéncia que pode terminar
a transcricdo de um gene gerada pelo promotor acima. Os exemplos do
mesmo incluem um terminador de gene de nopalina sintase, um
terminador de gene de octopina sintase e um terminador de gene RNA
de CaMV 35S.

[00075] Os exemplos de um gene marcador de selecéo incluem um
gene resistente a higromicina, um gene resistente a canamicina, um
gene resistente aos bialafos, um gene resistente a blasticidina S e um
gene de acetolactato sintase. Um gene marcador de selecao pode ser
ligado juntamente com um gene de inducédo a formacéo de botéo de flor
para um plasmideo idéntico conforme descrito acima para a preparacao
de um vetor recombinante. Alternativamente, um vetor recombinante
obtido através da ligacdo de um gene marcador de selecdo a um
plasmideo e um vetor recombinante obtido através da ligacdo de um
gene de inducdo a formacgéo de botdo de flor a um plasmideo podem
ser preparados separadamente. Quando 0s mesmos sao preparados
separadamente, um hospedeiro é co-transfectado com ambos os
vetores.

[00076] Um transformante pode ser produzido com o uso do vetor
recombinante, assim, preparado.

[00077] Quando uma planta transformada € preparada, varios
métodos que foram reportados e estabelecidos podem ser
adequadamente usados. Os exemplos preferenciais de tais métodos
incluem um método de Agrobacterium, um método de fosfato céalcico de
PEG, um método de eletroporacdo, um método de lipossomo, um

método arma de particula e um método de microinjecdo. O método de
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Agrobacterium é executado com o uso de um protoplasto, uma secao
de tecido ou uma planta em si (isto €, um método in planta). Quando um
protoplasto é usado, tal protoplasto é submetido a co-cultura com
Agrobacterium que tem um plasmideo de Ti ou & fusdo com esferoplasto
de Agrobacterium (isto €, um método de esferoplasto). Quando uma
secéo de tecido é usada, uma sec¢dao de folha de cultura asséptica (disco
de folha) ou calos de uma planta-alvo podem ser infectados com
Agrobacterium. Quando um método in planta que envolve o uso de uma
semente ou planta (isto é, um sistema que nao realiza cultura de tecido
com a adicdo de um horménio de planta) é empregado, as sementes de
absorcdo de agua, uma planta jovem (muda jovem), uma planta em
vaso e similares podem ser diretamente tratadas com Agrobacterium.

[00078] A possibilidade de um DNA que compreende o DNA
regulador de expressédo de gene e p gene de inducdo a formacéo de
bot&o de flor ter sido incorporado em uma planta pode ser confirmada
através de PCR, hibridizacdo Southern, hibridizacdo Northern, Western
blotting, ou outros conjuntos de procedimentos. Por exemplo, o DNA é
preparado a partir de uma planta transformada, os iniciadores
especificos de DNA séo projetados e o PCR €, entdo, executado. Em
seguida, um produto de amplificacdo é submetido a eletroforese em gel
de agarose, eletroforese em gel de poliacrilamida, eletroforese capilar
ou outro meio, seguido pela coloracdo com brometo de etidio, liquido
Verde de SYBR ou similares. Detectando-se um produto de
amplificacdo sob a forma de uma Unica banda, a transformacéo de
planta pode ser confirmada. Além disso, um produto de amplificacédo
pode ser detectado por PCR com o uso de iniciadores identificados
preliminarmente com um corante de fluorescéncia ou similares.
Ademais, o produto amplificado pode se ligar a uma fase sélida, tal
como uma microplaca e o produto ampliado pode, entéo, ser detectado

atraves, por exemplo, de uma reacdo de enzima ou fluorescéncia.
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[00079] Os exemplos de plantas usadas para a transformacédo na
presente invencdo incluem, ndo sem limitacdes especificas, plantas que
pertencem as familias Gramineae, Solanaceae, Brassicaceae, Legumi-
nosae, Rosaceae, Asteraceae, Liliaceae, Apiaceae, Caryophyllaceae,
Cucurbitaceae, Convolvulaceae e Chenopodiaceae. Os exemplos
preferenciais dos mesmos incluem plantas que pertencem a familia
Gramineae, tal como cana de acgUcar, arroz, cevada, trigo, mais, zoysia,
Sorghum, pain¢o, painc¢o japonés, erva de Napier e painco amarelo.
[00080] Os exemplos dos materiais de planta submetidos a
transformacgéao na presente invencéao incluem tecido de planta da raiz, talo,
folha, semente, embrido, Gvulo, ovario, apice de muda (um ponto de
crescimento na ponta de um broto de planta), antera, polen, ou similares,
uma secao desse tecido de planta, calo ndo diferenciado, e células de
planta cultivadas como protoplastos obtidos submetendo-se os exemplos
acima ao tratamento enzimatico para remocéao de parede celular. Quando
um método em planta é empregado, adicionalmente, sementes
absorvedoras de agua e um corpo de planta completo podem ser usados.
[00081] O termo "planta transformada” utilizado na presente
invencao se refere a um corpo de planta completo, um érgéo de planta
(por exemplo, uma raiz, talo, folha, pétala, semente ou fruto), um tecido
de planta (por exemplo, epiderme, floema, parénquima, xilema, ou feixe
vascular), ou uma célula de cultura de planta.

[00082] Quando células de cultura de planta séo utilizadas, um 6rgao
de planta ou uma propria planta pode ser regenerada por um método de
cultura conhecido, com a finalidade de regenerar uma planta
transformada a partir das células transformadas obtidas. Uma pessoa
versada na técnica pode implantar prontamente esse procedimento de
acordo com uma técnica convencional para regeneragéo de uma planta
a partir de células de planta. Por exemplo, uma planta pode ser

regenerada a partir de células de planta na forma descrita abaixo.
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[00083] Quando um tecido de planta ou protoplasto € utilizado como
um material de planta alvo para a transformacdo, o mesmo é cultivado
em um meio de formacdo de calo esterilizado complementado com
elementos inorganicos, vitaminas, uma fonte de carbono, acucar
utilizado com uma fonte de energia, um regulador de crescimento de
planta (por exemplo, um horménio de planta como auxina ou citocina),
e similares para a formacdo de um calo indiferenciado que tem a
capacidade de crescer adventicamente (doravante denominado
"inducdo de calo"). O calo assim formado € transferido para um meio
fresco que contém um regulador de crescimento de planta como auxina
para crescimento adicional (subcultura).

[00084] A inducédo € executada em um meio solido como agar. A
subcultura é executada por meio de, por exemplo, cultura liquida.
Nesse caso, cada cultura pode ser executada de forma eficaz e em
uma larga escala. Subsequentemente, o calo crescido através da
subcultura descrita acima € cultivado sob condi¢cdes adequadas para
a inducdo de rediferenciacdo de o6rgado (doravante denominada
“inducdo de rediferenciacdo”). Isso resulta eventualmente na
regeneracao de uma planta completa. A inducdo de rediferenciacao
pode ser realizada determinando-se os tipos e quantidades de um
regulador de crescimento de planta, como auxina ou citocinina, e
componentes diferentes, como uma fonte de carbono, para ser
adicionada a um meio, e ajustar adequadamente luz, temperatura, e
outras condicdes. Essa inducdo de rediferenciacdo resulta na
formacdo de um embrido, raiz, broto, talo, folha, ou similares
adventicios, seguido pela cultivacao adicional de uma planta completa.
Alternativamente, um produto rediferenciado pode ser preservado no
estado que esta antes do mesmo ser tornar uma planta completa (por
exemplo, como uma semente artificial encapsulada, embrido seco, ou

célula ou tecido de liofilizagao ou).
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[00085] De acordo com a presente invencdo, o termo "planta
transformada” se refere a uma "planta de geracao T1" obtida como uma
planta de primeira geracao apoés a transformacéo. O termo também se
refere a uma "planta de geragao T2" obtida como uma planta da geragao
subsequente de sementes da planta de geracdo T1 e uma planta de
progénie como uma planta de proxima geracéo (geracao T3) obtida por
meio de autopolinizacdo de uma flor de uma planta de "geracdo T2", a
gual observou-se ser uma planta transgénica por meio de, por exemplo,
selecdo de farmaco ou andlise Southern.

[00086] A entdo produzida planta transformada expressa o gene
indutor de formacdo de botdo de flor especificamente em folhas
maduras.

[00087] Na planta transformada de acordo com a presente invencéo,
a formacédo de botdo de flor ou surgimento de espiga é promovida, e a
diferenciacdo e/ou formacdo de botdes de flor ou 6rgéaos de flor,
surgimento de espiga, e/ou floragcdo acontecem mais cedo do que 0s
mesmos em plantas de tipo selvagem. Especificamente, o periodo de
semeadura para o0 surgimento de espiga e/ou floragdo da planta
transformada de acordo com a presente invencao é mais curto do que
0 mesmo das plantas de tipo selvagem.

[00088] Na planta transformada de acordo com a presente invencéo,
além disso, a ramificacdo € promovida, e a ramificacdo acontece mais
cedo e/ou o numero de ramificacdo aumenta além do mesmo em
plantas de tipo selvagem.

[00089] O DNA de acordo com a presente invengao que compreende
o DNA regulador de expresséo de gene que tem a atividade promover
a expressao de gene especificamente em folhas maduras e o gene
indutor de formacéo de botdo de flor tem a funcdo de promover o
surgimento de espiga e/ou ramificagdo das plantas, e em particular,

plantas de cana de aclUcar e plantas intimamente relacionadas as
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mesmas. O DNA de acordo com a presente invencéo tem a capacidade
de induzir o surgimento de espiga em uma variedade de planta que
geralmente ndo é passa pelo surgimento de espiga, encurtando o
periodo até o surgimento de espiga, encurtando o periodo até a
ramificacdo, e/ou aumentando o numero de ramificagcdo. Por conta dos
recursos conforme descritos acima, o nimero de ramificacdo que tem a
capacidade de surgimento de espiga; isto é, o numero de ramificacao
efetivo, pode ser aumentado em uma planta transformada na qual o
DNA de acordo com a presente invencao foi introduzido. Portanto, a
reproducao cruzada pode ser executada de forma eficaz, independente-
mente do tempo necessario para o surgimento de espiga e a capacidade
para o surgimento de espiga. Além disso, uma planta transformada na
gual o DNA de acordo com a presente invencéo foi introduzido tem um
tempo de geracdo que € 1/2 a 1/5, e de preferéncia 1/3, daquele de uma
planta de tipo selvagem. Isso pode acentuar a eficacia para a
reproducéo cruzada.

EXEMPLOS

[00090] Posteriormente, a presente invengao € descrita em maiores
detalhes com referéncia aos exemplos, embora o escopo técnico da
presente invengao nao seja limitado a esses exemplos.

[Exemplo 1] Clonagem de gene especifico de folha madura

[00091] O RNA total foi extraido e purificado de tecidos de folha
madura, folha jovem e talo de cana-de-acUcar (Saccharum spp. cv.
NiF8) que usam RNeasy Plant Mini Kits (QIAGEN). Uma biblioteca de

cDNA foi construida de acordo com uma técnica convencional e usada

para analise de expressado de gene. A analise de expressao de gene foi
realizada com o uso de um Arranjo de Genoma de Cana-de-Acucar
(Affimetrix) de acordo com as instru¢des do fabricante.

[00092] Como um resultado da andlise de expressdo de gene, um

gene expresso em um nivel particularmente alto em folhas maduras de
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Saccharum spp. cv. NiF8 foi identificado e designado como o gene
"ecc0002". A sequéncia de nucleotideos do gene ecc0002 derivado de
Saccharum spp. cv. NiF8 € idéntica a sequéncia de nucleotideos de EST
ecc0002 derivado de Saccharum officinarum mostrada na Figura 1. O
RNS foi extraido e purificado a partir de folhas maduras, folhas jovens,
medula de talo, epiderme de talo, raizes e meristema de Saccharum
spp. cv. NiF8. O cDNA foi preparado de acordo com uma técnica
convencional. O nivel de expressédo de gene ecc0002 em cada tecido
foi analisado através de um método SYBRGreen que usa um sistema
PCR em tempo real ABI7500 (Applied Biosystems).

[00093] A Figura 2 mostra os resultados (em que o maior nivel de
expressdo de gene em folhas maduras € designado como 100%). Os
resultados revelaram que a expressdo do gene ecc0002 é fortemente
induzida em folhas maduras de Saccharum spp. cv. NiF8.

[Exemplo 2] Aquisicao de promotor especifico de folha madura

[00094] O DNA gendmico (aproximadamente 300 ng) foi extraido e
purificado a partir de 0,5 g de tecido de folha madura de cana-de-acucar
(Saccharum spp. cv. NiF8) que usa DNeasy Plant Mini Kits (QIAGEN).
A regiao reguladora de expressao de gene localizada a montante 5' do
gene ecc0002 gene foi obtida a partir do DNA genémico acima com
base na sequéncia de nucleotideos do gene ecc0002 obtido no Exemplo
1 que usa RightWwalk Kits (BEX Co., Ltd.)). Uma sequéncia de
reconhecimento de enzima de restricdo Hindlll (AAGCTT) e uma
sequéncia de reconhecimento de enzima de restricdo BInl (CCTAGG)
foram usadas como sequéncias de ligante. O anterior foi introduzido no
5'-terminal da regido reguladora de expressao de gene obtida e o Gltimo
foi introduzido no lado 3' do local de iniciacdo de traducao (ATG) do
gene ecc0002 localizado no 3'-terminal da regido reguladora de
expressdo de gene. Desse modo, o DNA que codifica a regiao

reguladora de expressdo do gene ecc0002 foi preparado (Figura 3)
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(SEQ ID NO: 5).

[00095] A sequéncia de DNA acima foi analisada com o uso de
uma ferramenta de analise de promotor convencional (Biolnformatics
e Molecular Analysis Section) (http://www-bimas.cit.nih.gov/mol-
bio/proscan/). Como um resultado, presumiu-se que uma regiao que
serve como um promotor existe na regido que compreende 0s
nucleotideos 875th a 1.125th na SEQ ID NO: 5.

[Exemplo 3] Construcio de vetor de expressao de gene B-glucuronidase

[00096] Um vetor de expresséao de gene que compreende o DNA que
codifica a regido reguladora de expressao de gene obtida no Exemplo 2
ligada ao UidA cDNA que codifica o gene B-glucuronidase (GUS) foi
construido. Um vetor de transformacédo de planta (pBll221) foi usado
para o vetor de expressao de gene. O DNA que codifica uma regiao
reguladora de expressdo de gene foi ligado ao UidA cDNA de tal
maneira que a sequéncia ATG codifica a primeira metionina localizada
no lado 5'- do UidA cDNA se alinharia com a sequéncia ATG que
codifica a primeira metionina do gene ecc0002 gene localizado no lado
3'-terminal do DNA que codifica uma regiédo reguladora de expressao de
gene (tipo de fusdo de traducédo). A Figura 5 mostra esquematicamente
0 vetor de expressao de gene.

[Exemplo 4] Producdo de planta recombinante de gene de expressao GUS

[00097] O vetor de expressédo de gene produzido no Exemplo 3 foi
introduzido em uma planta hospedeira (Saccharum spp. cv. NiF8) pelo
método Agrobacterium. Desse modo, uma cana-de-acucar transgénica
na qual a expressao de gene GUS foi regulada pelo DNA de regulacéo
de expressao do gene ecc0002 foi produzida.

[00098] O RNA foi extraido e purificado a partir de folhas maduras,
folhas jovens, medula de talo, epiderme de talo, raizes e meristema da
cana-de-acucar transgénica. O cDNA foi preparado de acordo com uma

técnica convencional. O nivel de expressdo de gene GUS em cada
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tecido foi analisado por um método SYBRGreen que usa um sistema
PCR de tempo real ABI7500 (Applied Biosystems).

[00099] Para comparacéo, os niveis de expressdo de gene GUS em
folhas maduras e folhas jovens da cana-de-acuUcar transgénica na qual
a expressao de gene GUS foi regulada por um promotor de virus do
mosaico da couve-flor (CaMV) 35S e o nivel de expressao de GUS no
meristema de cana-de-acUcar ndo transgénica (controle) foram
analisados da maneira acima.

[000100] A Figura 6 mostra os resultados. Os niveis de expressao dos
tecidos individuais sdo expressos em valores relativos em referéncia ao
nivel de expressao de gene GUS mais alto confirmado em tecidos de folhas
maduras dentre os tecidos analisados de cana-de-acUcar transgénica (nas
guais a expressao de gene GUS foi regulada pelo DNA de regulacdo de
expressao de gene ecc0002), que foi designado como 100%.

[000101] Os resultados acima revelaram que o DNA regulador de
expressdo de gene ecc0002 pode induzir a expressao de gene
especificamente em folhas maduras a uma extensao aproximadamente
17 vezes maior que o nivel de expressao de gene de GUS regulado por
um promotor CaMV35S.

[Exemplo 5] Construcdo de vetor de expressao de gene Hd3a de arroz

[000102] Um vetor de expressao de gene que compreende DNA que
codifica a regiao reguladora de expressao de gene obtida no Exemplo 2
ligada ao cDNA que codifica Hd3a de arroz (chamado de cDNA "Hd3a")
foi construido. Um vetor de transformacéo de planta (plG121-Hm) foi
usado para o vetor de expressao de gene. O DNA que codifica a regiao
reguladora de expressao de gene foi ligado ao cDNA Hd3a de tal
maneira que a sequéncia de ATG codifica a primeira metionina
localizada no lado 5'-terminal de cDNA Hd3a se alinharia com uma
sequéncia de ATG que codifica a primeira metionina do gene ecc0002,

localizada no lado 3'-terminal do DNA que codifica a regido reguladora
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de expressao de gene (tipo de fusdo de traducéo). A Figura 7 mostra a
sequéncia que compreende o DNA que codifica a regiao reguladora de
expresséo de gene ligada ao cDNA Hd3a (SEQ ID NO: 3). Além disso,
a Figura 8 mostra esquematicamente o vetor de expressao de gene.

[Exemplo 6] Producdo de planta transgénica gue expressa Hd3a de

arroz

[000103] O vetor de expressdo génica produzido no Exemplo 5 foi
introduzido em uma planta hospedeira (Saccharum spp. cv. NiF8) através
do método de Agrobacterium. Dessa forma, uma linhagem de cana-de-
acucar transgénica em que expressdo génica de Hd3a de arroz seria
regulada pelo DNA regulatério de expressdo do gene ecc0002 foi
produzido.

[000104] Para comparacdo, uma cana-de-acucar do tipo selvagem e
uma cana-de-acucar transgénica em que a expressao génica de Hd3a
de arroz seria regulada por um promotor CaMV 35S foram preparados
e usados.

[000105] O total de RNAs foi extraido e purificado a partir de calos,
tecidos rediferenciados e folhas maduras de canas-de-agucar
transgénicas, os cDNAs foram preparados de acordo com uma técnica
convencional, e os niveis de expressdo génica de Hd3a de arroz em
tecidos foram analisados através do método SYBR Green com o uso do
aparelho de PCR em Tempo Real ABI7500 (Applied BioSystems). Deve
ser observado que o termo "tecido rediferenciado” se refere a tecido
obtido através da inducéo de calor a rediferenciagcdo, mas o termo nao
se refere a um tecido ou 6rgdo de uma planta que foi completamente
regenerada. O nivel de expressdo génica de actina foi analisado da
mesma maneira conforme usado para o padrao interno.

[000106] Os resultados sdo mostrados na Figura 9.

[000107] Os genes Hd3a de arroz que foram introduzidos nas

linhagens de cana-de-agucar transgénica em que a expressao génica
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de Hd3a de arroz seria regulada pelo DNA regulatorio de expresséo do
gene ecc0002 foram expressados especificamente nos tecidos de folha
madura rediferenciados.

[000108] Em contraste, as linhagens de cana-de-acUcar transgénicas
nas quais a expressao génica de Hd3a de arroz seriam reguladas pelo
promotor CaMV 35S foram introduzidas em um meio para rediferenciacao
de calos recombinantes. Tais calos se tornaram marrons em aproxima-
damente 2 semanas, e todos 0s calos recombinantes morreram
posteriormente. Diferentemente de outras plantas tais como Oryza sativa
e Arabidopsis thaliana, concluiu-se que o gene Hd3a possui efeitos letais
no estagio de rediferenciacdo de cana-de-agucar.

[Exemplo 7] Capacidade de induzir emergéncia de espiga e ramificacao

em planta transgénica gue expressa gene Hd3a de arroz

[000109] A capacidade de induzir emergéncia de espiga e ramificacao
em uma planta transgénica que expressa o gene Hd3a de arroz
preparado no Exemplo 6 foi investigada.

[000110] Os resultados sdo mostrados nas Figuras 10 e 11.

[000111] Em relacdo a planta transgénica que expressa o gene Hd3a
de arroz, a ramificacdo foi observada no estagio de crescimento inicial,
que € aproximadamente 20 dias apés a semeadura de mudas
preparadas a partir de botdes laterais em desenvolvimento (Figura 10),
e a emergéncia de espiga foi observada aproximadamente 2 meses
apos a semeadura de mudas preparadas a partir de botdes laterais em
desenvolvimento (Figura 11).

[000112] Em contraste, o periodo de semeadura das mudas
preparadas a partir de botbes laterais em desenvolvimento até a
observacédo de ramificacdo para plantas do tipo selvagem foi maior
longo que para a planta transgénica com o uso do gene Hd3a de arroz
(Figura 10), e a emergéncia de espiga nédo foi observada 3 meses apos

a semeadura das mudas preparadas a partir de botdes laterais em

Petica0 870210054052, de 16/06/2021, pag. 36/43



34/34

desenvolvimento (Figura 11).

[000113] Os resultados demonstram que as plantas transgénicas de
cana-de-aclUcar nas quais a expressdo génica de Hd3a de arroz é
regulada pelo DNA regulatério de expressao do gene ecc0002 podem
ser suficientemente induzidas para se submeterem a ramificacéo e a
emergéncia de espiga. Além disso, tais plantas transgénicas de cana-
de-acUcar sédo capazes de emergir a espiga adicionalmente a partir
de talos ramificados, o0 que, por sua vez, permite a manutencao de
talos de emergéncia de espiga por um longo periodo de tempo (isto
€, varios meses).

APLICABILIDADE INDUSTRIAL

[000114] De acordo com a presente invencao, a emergéncia de espiga
e/ou a ramificagcdo podem ser promovidas em plantas e, em particular,
plantas de cana-de-acucar e plantas proximamente relacionadas a isso.
Isso permite eficiéncia em reproducdo cruzada, independentemente do
tempo necessario para emergéncia de espiga e da capacidade de
emergéncia de espiga, e também concretiza um tempo de geracdo mais
curto de uma planta. Dessa forma, a eficiéncia de reproducédo cruzada
pode ser notavelmente aprimorada. Consequentemente, espera-se que
a presente invencao realize uma contribuicdo notavel para a reproducao
cruzada de plantas e, em particular, plantas de cana-de-aclUcar e
plantas proximamente relacionadas a isso.

[000115] Todas as publicacbes, patentes e pedidos de patente citados
na presente invenc¢ao sdo incorporados na presente invencao a titulo de

referéncia em sua totalidade.
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REIVINDICACOES

1. DNA, caracterizado pelo fato de que consiste na
sequéncia de nucleotideos conforme mostrada em SEQ ID NO: 1
operavelmente ligado a uma sequéncia de nucleotideos conforme
mostrada em SEQ ID NO: 2 ou uma sequéncia de nucleotideos
degenerada da mesma que codifica a SEQ ID NO: 7,

em gue o DNA direciona a expressao de uma sequéncia de
nucleotideo ou o nucleotideo degenerado especificamente de uma
maneira especifica para folha madura e promove a formacéo de botéao
de flor ou emergéncia de espiga e/ou ramificacdo de uma planta.

2. Vetor recombinante, caracterizado pelo fato de que
compreende o DNA, como definido na reivindicacao 1.

3. Método para producdo de uma planta transformada,
caracterizado pelo fato de que compreende transformar uma planta pela
introducao do vetor recombinante, como definido na reivindicacao 2.

4. Método de acordo com a reivindicacdo 3, caracterizado
pelo fato de que a planta pertence a familia Gramineae.

5. Método de acordo com a reivindicacdo 4, caracterizado
pelo fato de que a planta pertence ao género Saccharum, Sorghum ou

Miscanthus.
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Locus
Contagem base 740 a

Origem
1 ATCARACTCG
6l CTTCGCGCTT
121 TCGACGCGD A
181 ACGCCCTGOT
241 GCGRATTIGT
301 COARGCTGGG
361 TGGCGAGCTC
421 CGCACCGCOG
431 CCACCGAGTC
hal AGGAGGTGTT
B0l COGCAGTCCGE
Bl AGCTGAGTGO
TE1 GAGAGATCCA
781 ATGARAATGCG
841 TTTIGCGCCG
401 ATGTITCCTICT
61 TARACTCCGGA
1021 ACATCGATCA
1081 TTCGTGCTCG
1141 ACATAGAATT
1201 TRAGGGACHE
1261 CTGAEATITC
1321 TATGCTACKHS
1381 ACCTCCTGCG
1441 AGTCGGAGCG
1501 ACCGCTCGTG
1561 GGCCGCTGCT
1621 TGCACGTCCT
1621 CAGCCCCCTC
1741 CGOTIGCCCGT
1801 TGGAGCGGCT
1861 TGGTCGGGTA
1921 ACGTIGGCGCA
1981 TCCACGGGCG
2041 CCCAGCCGLC
2101 AGTTCATGTT
2161 CGCTGGAGCH
2221 AGGAGATGGE
2281 TCGTCGAGTA
2341 GCCGGCCAGE
2401 TCTICTCGTG
2461 TCAAGTGOGE
2521 AGTGGCCATT
25381 CTGGCATIGE
2641 AGCAGCTCAG
2701 AGGATATTCT
2761 TCACCACCCT
2821 AGGTGACGCC
28381 TGGTGRAGCT
2941 CCATGARAGH
2001 CTGOAGAGTA
3061 GGATGGARAT
3121 CCTCGGCTTT
3181 GGCUATCTTAA
3241 TTAATCTATC
3300 ACCATGATGC
d361 GCCTGGCAAT

1007 ¢

CAGCAGTAGA
COOGCGLCTT
GCTCCGIGLC
COCCGACCGT
COAGGAGTGE
CGAGCTRGGE
CATCCTGCAC
COGLAACAGD
GGACATCGAG
COAGGCGCTC
CAGGAGGTCG
CAAGGACGTC
RGCAGCTTIC
CTATGGGATG
TGTGGATACH
CATTAAGTTC
GGTGACAAGA
GGTCGARAGAC
BGCCGAAGAR
CTGGAAGCAR
GITATACAAC
TGTGGACTCG
ATCCCTGTRT
COAGGTRTTC
GCACACCGAC
GCCCGAGGAC
GCCCCCGGAC
COCGGAGCTE
CGACGTGCTC
GGTGCCGCTG
CTTCTCCACT
CTCCGACTCC
GGAGGAGATG
COGCGGLACT
GGACACCATC
COGLGAGGAT
COGCATGCAC
AGTCGTGGCO
CTTCAGATCG
CRAGAGGAAG
GACCCAGACG
CATCGACAAG
CTTCAGGGTC
COGOTTGTAT
GGACHAATAC
TGARGGCGAT
GRACGTGTTG
GCAGCCGCCG
GRACCCGGEG
TATCGCCGCD
CTGCACGGOA
GOTGRARACT
GGCCTCTTTA
BCATATTGTA
TGGCAGGGAR
TAGTICAACC
ATATGTTACC

111

Fig. 1

968 &

GCAGCACGAG
GCCGCCGCGE
CTGGCCCCTG
TTCCTCGACH
TACGAGGTGT
ACCAAGCTCA
ATGCTCAACC
BAGCTCAAGC
GAGACGCTCA
AAGARCCAGH
CTICCTGCAGH
ACGLACGACG
AGAACTGATG
AGCTACATCC
GCCCTGAAGH
TGGTCTTGGA
GRAGTATGOT
CTGATGTTTG
GICCAGAGTA
ATTCCTCCAR
ACACGCGAGC
GTATTTACCA
GACTGCGGLG
ACGTTCGGGE
GIGATCGACG
BAGCGGATGG
CTTCCCATGA
COGTCGLACH
GCCGTGGAGC
CTCGAGAGGC
GACTGGTACT
GLOCAAGLACG
GCCAAGGTGG
GIGGGCAGGG
BACGGGTCARL
CACCTGTGOT
COGLCGGTGT
ACGGAGGAGT
GCTACCCCTG
COGLGLGGLG
AGGTTCCACC
GACATCAAGA
ACCOTGRGACT
GACTTGCTGE
GTGGRAGACAG
COTTACCTGA
CAGGCOTACA
CTGICCRAGE
AGCGAGTACC
GGOATGCAGA
ATRATRATCA
GACRCCTTCT
TATTTICACT
ATRATGHACH
AATGTCACTT
ATCCTCTTTT
GRTTGAATC

674 t

CAACACGCCG
COGCCATGGE
GCARGGTCTC
TCCTCCAGGA
CGGCCGATTA
CGLOGCTGGE
TGGCCRACCT
ACGGGLACTT
AGCGCCTCGT
GOGTCGACCT
AALACGCCAG
ACRAGRAGGA
AGATCCGGAG
ATGAAACTGT
ATATCGGCAT
TGGGTGGTGA
TGCTGICCAG
AGCTCTCTAT
CTCCAGCTIC
ACGAGCCOTA
GTGCACGCCA
ATATCGAAGH
ACRAGGCCAT
TCTCCCTGGT
CCATCACCAC
AGTGGCTGGT
COGAGGAGAT
GCTTCGGECC
TCCTGCAGCG
TGGCCGACCT
TCGACCACAT
CCGLCCGECT
COARGARATA
GTGGCGGGCC
TCCGCGTGAC
TCCAGTCTCT
CTCCCARGCD
ACCGCTCOGT
BGACTGAGTA
GCATCACCAC
TCCCCGTIGTG
BCTTCCAGAA
TGOTGGAGAT
TTGTCGCOGA
BGAAGCTTCT
BGCAGGGGCT
CGOTGARGOG
BGTTCGCOGA
CGCCCGGGET
BCACCGGCTA
GOTTCOGGAT
GITTTCACTA
CTIGTTGTIGA
TCATACRATC
TATATCCCAG
GATTGTGCTA

CLGCCGCTCCA
GICCGAGCGG
CLAGGAGCTC
CCTCCATOGE
CLAGGGLAAG
GCCCGCCGAC
GLRCCGAGGAR
CTCCGACGAG
GICGCTGGGE
CGICTTCACT
GATCCGGAAT
GLTCGACGAG
BGCACKACCC
ATGGAAGGGT
CAATCAGCGD
COGTGATGGA
EATGACGGCT
GIGGCGCTGE
BAAGASAGTT
COGGLTGATA
TCTGCTGGCA
GTTCCTTGAG
CLCGGACGGG
GRAGTTGGAC
GTACCTTGGE
GICGGAGCTG
CLRCCGACGTC
CTACATCATC
CGAGTGTGGE
GCAGGCGLEG
CHAGGGLAAG
GICCGLGLEG
CLGCGTGAAG
GACGCACCTG
GGRTGCAGGGT
GCAGCGCTTO
CLAGTGGLGD
CRICGTCAAG
CLGAGAAGATG
CCTGCGCGCT
GCTGGGAGTC
GCTCAKAGAG
GGTTTTCGCE
CGATCTCAMG
CCTACAGATC
GCGGCTACGD
GATARGGGAT
CRAGRACAAG
GGAAGACACG
GGCCGCTTCO
GGIGTCGTTT
TGTTTATGTT
AGTCCRAGTG
TACRABTTTA
COCATTGGAT
AACRATTICT

ACCATCTCAG
CACCACTCCH
ATCCAGTACG
COTAGDCTTC
AAGGACACGT
GCCATOCTGE
GTGGAGCTGE
GGCTCOGOCHA
AAGACCCCCG
GCGCACCOCA
TGTCTGACGE
GOTCTGCAGH
ACCCCACAGG
GIGCCTAAGT
CTTCCCTACH
AATCCRAGRG
GCARACTTGT
AATGATGAAC
ACCAAGTATT
CTTGGTGOTG
ACTGGATTIT
CCCOTTGAGE
AGCCTCCTGG
ATCCGTCAGG
ATCGGGTCGT
AARGGCAAGE
ATCGGRGLGA
TCCATGTGCA
ATTCGCCAGH
CCOGCGTCCG
CAGCAGGTGH
TGGCAGCTGT
CTGACCTTGT
GCCATCCTGT
GAGGTCATCG
ACGGCCGLCHA
AAGCTCATGG
GAGCCGAGAT
BACATCGGC A
ATCCCCTGGA
GGCGCCGCCT
ATGTACAACG
AAGGGAGATC
CCCTTTGGGA
GCTGGGCACH
BATCCCTACH
CCGAGCTTCA
CCCGLCGGAC
CTCATCCTCA
CTTCACTCAC
TGTCAGTTIT
TATGTAATTT
GRAARATCTT
CTATTTTGTA
GGACTTTTTT
GRAATCAAAT
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GTTTCTTTGA
TCTTTTTGCA
TTTATATGCG
AGTCATACGT
TATGGGAAAT
AATGCAAACA
GCGGTGTGGT
CATTTCCTAA
TGTATATTTA
TGGAGGTCCG
GCAGATCTTC
CTGGGTTTTG
ACACCCTTAT
AGCCCATCTT
AATTTTATTT
AGGCTCCCTC
CGAATCCAGC
ACGGAATAAC
GCCAAAATGG
CGCTAGCAAA
GTACGTCCAC
AGCGTTACCG
ACACCGACCA
CATTGATCAA
TCAGCTTCGC

AACGCAATGC
CTTTTCACAA
TCGTCATCTA
GACAACTACT
TGGGAATTCT
TGCATGTTGA
ACTAAATGCA
TTTTTAATTG
AGCATATATA
CGACGATGCA
ACCACCAGCA
GCAGCGCCTG
CCCTACGGCA
CTTAACCACA
TCACAATTTA
TCCTCCACAT
CTTGACTGCA
AGAAGAAGGC
AGCCAGGAGG
CGCCCCTCTC
AGCAGCGAGC
CCGATCACAT
CACACTCGCC
CTCGCAGCAG
GCTTCCCGCG
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TGGTACTAAA
CACATCTTTC
GAATGTACAA
TTCACCTAAA
GTTTTTGAAA
TTCTTGCCAT
TAGCAAGCTG
AGGTCAAAAT
TGATAACTAA
TATATATACA
AGTTGCTCCC
GCTACACATC
AATGCAGTAC
GCCATGTATA
AGTTCATTTT
TATGGATATA
ACATCGCGTG
AACAGACGCC
GAGTGAGCAG
AAGCCGCGGC
CACATCCTGC
CAAGCCAAAA
GCATGCCTTT
AACTCCCCAT
TAGAGCAGCA
CCCCGCCGCC

TGCAAGGTCC
TTTAAAGTAA
CTGAAAATAT
CTCACTGATA
GTGAACATTT
GGCTGATCCA
AGGATCTAGA
TCGCATGCTTT
TGCATCGAGC
GTTTACATTT
AACGCAAATT
GTATTGTGTC
AGGCAGCTGT
AGCGTTATGC
AAATTTCCGG
GGATAATCTA
CAAGCATTCC
CCTCTGCACA
TGACAAAGCA
CGCAGCTCTC
AACACAAGGA
GGAGCTCAGC
CCAAACGCCA
CCCTATTTGA
CGAGCAACAC

AAATTCAATG
GAACTGAGGG
CATGAAACAT
GGATTGATGC
GTAGTGCTAC
GATCTCGACGC
GATATAAGGT
TTCGATGCTC
CATATATAAT
CTAATTCTTC
AATGCACGCTC
GGCTTGACCG
ATGGTGCGCT
CTACGGCAGC
CCGGTCTCTT
TGTTCCTAAC
TCCAAACTCT
TGGTGCACAC
CGTCAACAGC
CCGGTCCCCC
GGCAAGTGCG
CACAGCCGCA
AGGGCCGCGC
AGGCACCGGC
GCCGCGCCGE

GCGCCCGCCA_TG| CCTAGG

Codon de iniciaggo Bln |

CTTTTTCCAT
GTCCCATGTT
CATTAGCCTC
ACTTCAGTAC
TATTTGCATG
TGCTTGATCT
GTTAGGAGAT
AATTACCTAG
TCAGTAAATA
TTTTTTTGTG
TCTTAAATCC
CATGTGCGCG
TGGTAGAGTA
CATGTATTGT
GAGGAAATCA
AGTGGCTAAC
TCCGATCCGC
CCATCAGCCA
AGCGAGCCAA
TTGCGGTTAC
CAGTGACAAA
GCTCTCGGCT
AATGCCGTGC
CCGCGCACTG
TCCAACCATC
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177

tgcaccacac
tatttgctce
actataaacc
ctettgtggt
tcaaggtcac
tcacccacca
tgatggtaga
gottggtcac
acgagagcce
tgggecgtca
ccgagctcta
caggcteegg
atgctcacta
tcgacacaca
ctaaggt

Met
Val
Thr
Met
Thr
Asp
Gly
Pro
GIn
Asn
Ala
Val

Ala
Gly
Tyr
Val
Phe
Pro
Thr
Arg
Leu
Thr
Val
Tyr

Gly
Asp
Gly
Thr
Tyr
Asn
Thr
Pro
Gly
Lys
Tyr
Pro

acagttcage
ctgcaacttg
ttcagggttt
tggtaggett
ctatggctce
goctagggte
cccagatgea
tgatattcct
aaggccaacc
gacagtgtac
caacctecgge
cggcaggagg
tcatcatcca
acatatatat

Gly
Leu
Lys
Gln
Leu
Arg
Ala
Met
Gln
Phe
Asn

Ser
Val
Ser
His
Thr
Leu
Ala
Thr
Arg
Asp
Phe

Arg
Asp
Thr
Pro
Val
Glu
Ser
Gly
Thr
Ala
Cys
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tagcagatca
ctgctgetee
tttgcaagat
gtgggtgate
aagaccgtgt
gaggteggeg
ccaageccaa
getactactg
atggggatce
gegeeegget
tcgeocggteg
gtctacccct
gcatgetata
gatggtgtaa

Arg
Phe
Ser
Val
Val
Leu
Gly
His
Tyr
Leu
Arg

Asp
Ala
Val
Arg
Met
Tyr
Phe
[le
Val
Glu
GIn

Asp
Val
Asn
Glu
Asp
His
Gln
Arg
Ala
Tyr
Glu

4

cctagctaga
aatagctage
cgatggeegg
tgctggacge
ccaatggetg
gcaatgacat
gtgaccctaa
cagecgteatt
accggetget
ggcgtcagaa
ccgecgteta
agctaacgat
cattgcaggt
ttaattatgc

Leu
Ser
Cys
Gly
Asp
Leu
Val
Val
Gly
Leu
Gly

Pro
Arg
Gly
Val
Pro
Trp
Glu
Leu
Pro
Asn
Ala

tagctgecte
agctgecaget
aagtggcagg
gttcgteegg
cgagctcaag
gaggacattc
ccttagggag
tgggcaagag
gttegtgetg
cttcaacacc
cttcaactgc
gatcccgate
tcagacaatt
aattaaatag

Val
Thr
Glu
Gly
Ala
Val
Met
Phe
Trp
Gly
Ser

Val
Asn
Leu
Asn
Pro
Thr
Cys
Val
Arg
Ser
Gly

Gly
Leu
Lys
Asp
Ser
Asp
Tyr
Leu
Gln
Pro
Gly

tatcacagta
agtaagcaaa
gacagggace
agcaccaacce
ccgteccatgg
tacacccttg
tatctacatt
gtgatgtgct
ttccagcage
aaggacttcg
cagcgegagg
gatctgetgce
gaaatgattc
ctgagcaagg

Val
Val
Ser
Arg
Ser
Pro
Ser
Gln
Phe
Ala
Arg

Arg
Lys
Pro
Met
Pro
[le
Glu
Phe
Asn
Val
Arg
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Hindlll Binl Sacl

ecc0002. DNA regulatério de expresséo génicaﬁj UidA cDNA iﬁ NQOS ter.
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TTTATATGCG
ACTCATACGT
TATGGGAAAT
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GCGGTGTGGT
CATTTGCTAA
TGTATATTTA
TGGAGGTCCG
GCAGATCTTG
CTGGGTTTTG
ACACCCTTAT
AGCCCATCTT
AATTTTATTT
AGGCTCCCTC
CGAATCCAGC
ACGGAATAAC
GCCAAAATGG
CGCTAGCAAA
GTACGTCCAC
ACCGTTACCG
ACACCGACCA
CATTGATCAA
TCAGCTTCGC
agggacccte
accaacctca
tccatggtcea
acccttgtea
ctacattggt
atgtgctacg
cagcagetgg
gacttcgecg
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AGATGCGGTG
AACGCAATGC
CTTTTCACAA
TCGTCATCTA
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CGACGATGCA
ACCACCAGCA
GCAGCGGCTG
CCCTACGGCA
GCTTAACCACA
TCACAATTTA
TGGTGCACAT
CTTGACTGCA
AGAAGAAGGC
AGCCAGGAGC
GGCGGCCTCTG
AGCAGCGAGC
CCGATCACAT
CACACTCGCGC
GTCGGCAGCAG
GCTTCCCGCG
ttgtggtieg
aggtcaccta
cccaccagec
tggtagacce
tggtcactga
agagcccaag
ggcgtcagac
agctctacaa
gctceggegs
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TGGTACTAAA
CACATCTTTC
GAATGTACAA
TTCACCTAAA
GTTTTTGAAA
TTCTTGGCAT
TAGCAAGCTG
AGGTCAAAAT
TGATAAGTAA
TATATATACA
AGTTGCTCCC
GCTACACATC
AATGCAGTAC
GCCATGTATA
AGTTCATTTT
TATGGATATA
ACATCGCGTG
AACAGACGCC
GAGTGAGCAG
AAGCCGCGGC
CACATCCGTGG
CAAGCCAAAA
GCATGCCTTT
AAGTCCCCAT
TAGAGCAGCA
CCCCGCCGCC
tagggttgtsy
tggctccaag
tagggtcgag
agatgcacca
tattcctggt
gccaaccatg
agtgtacgcg
ccteggetog
caggagggtc

TGCAAGGTCC
TTTAAAGTAA
CTGAAAATAT
GTCACTGATA
GTGAACATTT
GGCTGATCCA
AGGATCTAGA
TCCATGCTTT
TGCATCGAGC
GTTTACATTT
AACCCAAATT
GTATTGTGTC
AGGCACCTGT
ACCCTTATCC
AAATTTCCGG
GGATAATCTA
CAAGCATTCC
CCTCTCCACA
TGACAAAGCA
CGGAGCTCTC
AACACAAGGA
GGAGCTCAGC
CCAAACGCCA
CCCTATTTGA
CGAGCAACAC
GCGCCCGCCa
ggtgatgtec
accgtgtcca
gtoggoggca
agcccaagtg
actactgcag
gggatccace
ccogggteggce
ccggtegeceg
tacccctag

AAATTCAATG
GAACTGAGGG
CATGAAACAT
GGATTGATGC
GTAGTGCTAG
GATCTCGACC
GATATAAGGT
TTCCATGCTG
CATATATAAT
CTAATTCTTC
AATCCACCTC
GGCTTGACCG
ATGGTGCCCT
CTACGGCAGC
CCGGTCTCTT
TGTTCGTAAC
TCCAAACTCT
TCCTGCACAC
CGTCAACAGC
CCGGTGCCCC
GGCAAGTGCG
CACAGCCGCA
AGGGCCGCGC
AGCCACCGGC
GCCGCGCCGC
tggccggaag
tggacgegtt
atggctgega
atgacatgag
accctaacct
cgtcatttgg
ggctggtgtt
gtcagaactt
cegtctactt

GTTTTTCCAT
GTCCCATGTT
CATTACCCTC
ACTTCAGTAC
TATTTGCATG
TGCTTGATCT
GTTAGGAGAT
AATTACCTAG
TCAGTAAATA
TTTTTTTGTG
TCTTAAATCC
CATGTGCGCG
TGGTAGAGTA
CATGTATTGT
GAGGAAATCA
AGTGGCTAAC
TCCGATCCCC
CCATCAGCCA
AGCGAGCCAA
TTGCGGTTAC
CAGTGACAAA
GCTCTCGGCT
AATCCCGTGC
GCGCGCACTG
TCCAACCATC
tggcagggac
cgtcoggage
gotcaageceg
gacattctac
tagggagtat
gcaagaggtg
cgtgctgtte
caacaccaag
caactgccag
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Hindlll Sacl

ecc0002. DNA regulatorio de expressdo génical_l Hd3a cDNA ﬁ NOS ter,
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Fig. 11

—&@— Planta transgénica

—{J— Planta de ocorréncia natural
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