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(57) Resumo: METODOS PARA PRODUZIR SEMENTE HiBRIDA.
A presente invengédo refere-se a métodos para a produgédo de uma
semente hibrida ndo natural. Sdo também descritos mMIRNAs
especificos e sitios de reconhecimento de miRNA uteis para conferir
esterilidade induzida em uma plantagdo, e construto de DNA
recombinante incluindo tais sitios de reconhecimento de miRNA
exégeno.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "METODOS
PARA PRODUZIR SEMENTE HiBRIDA".
REIVINDICACOES DE PRIORIDADE E REFERENCIA A PEDIDOS RELA-
CIONADQS

Esse pedido reivindica o beneficio de prioridade dos Pedidos de
Patente Provisérios U.S. No. 60/726.106, depositado em 13 de outubro de
2005, e 60/836.246, depositado em 7 de agosto de 2006, que estao incorpo-

rados por referéncia na sua totalidade. ,
INCORPORACAO DE LISTAGENS DE SEQUENCIA
As listagens de seqliéncia contidas nos arquivos "38-21(54232)A.

pt" (tamanho de arquivo de 61 kilobytes, gravado em 12 de outubro de

2005, e depositado com o Pedido Provisério U.S. 60/726.106 em 13 de ou-
tubro de 2005), "38-21(54232)B.rpt" (tamanho de arduivo de 68 kilobytes,
gravado em 7 de agosto de 2006, e depositado com o Pedido‘Provisério U.
S. 60/836.246 em 7 de agosto de 2006), e "38-21(54232)C.rpt" (tamanho de
arquivo de 70 kilobytes, gravado em 19 de setembro de 2006, e depositado
com o Pedido Provisério U.S. xx/xxx.xxx em 20 de setembro de 2006) estdo
incorporadas aqui por referéncia nas suas totalidades.

CAMPO DA INVENCAO ‘

A presente invengao refere-se a métodos para produzir semente
hibrida, e plantas transgénicas indutivamente estéreis e constructos molecu-
lares uUteis em tais métodos.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Semente hibrida, isto €, semente produzida por hibridizagéo ou

fertilizagdo cruzada de plantas intimamente relacionadas, pode ser cultivada

em plantas hibridas de progénie que possuem um "vigor hibrido" ou uma
combinagdo desejavel de caracten’sti_cés nao possuidas por nenhuma de
suas plantas progenitoras (que s&o tipicamente plantas naturais). Plantas
hibridas podem apresentar caracteristicas de desempenho agronémico su-
periores,'in'cluindo melhoria do tamanho da planta, rendimento, composicdo
nutricional, resisténcia a doenga, tolerancia a herbicida, tolerancia ao estres-
se (calor, frio, seca, nutriente, sal), adaptagéo climatica, e outras caracteris
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ticas desejaveis.

| Produgdo eficaz de semente hibrida requer que a polinizagdo
cruzada predomine sobre a autopolinizagdo. Uma limitagdo importante na
produgdo de semente hibrida para muitas espécies de cultivo é a falta de
métodos simples, confidveis e econémicos de gerar esterilidade em pelo
menos um progenitor (especialmente no progenitor macho, para resultar em
macho-esterilidade enquanto se deixa os gametas femininos intactos e a-
cessiveis para polinizagdo por um doador de pdlen adequado). Macho esteri-
lidade também e dtil onde o espalhamento de pdlen ndo é desejavel, por
exemplo, a partir de uma planta doméstica aos seus parentes selvagens, ou
onde a fertilizagdo da flor ndo é desejavel, por exemplo, no caso de flores
ornamentais que deterioram em condigdo apds polinizagao.

Macho esterilidade pode ser obtida, por exemplo, por remogéo
fisica dos 6rgdos que contém os gametas masculinos. Em algumas espé-
cies, isso € um processo direto embora trabalhoso e, portanto caro (por e-
xemplo, despendoafnento em milho). Em outras espécies, tal emasculagao.
fisica e dificil por causa da anatomia da planta. Técnicas alternativas que
nédo envolvem emasculagdo manual ou fisica poderiam fornecer economias
substanciais. |

Gametocidas quimicos também foram descritos como um méto-
do de gerar plantas macho-estéreis. Tipicamente, tal gametocida quimico é
um composto herbicida que quando aplicado auma planta em um estagio do
desenvolvimento apropriado ou antes da maturidade sexual é capaz de ma-
tar ou exterminar eficazmente o desenvolvimento de gametas masculinos de
uma planta enquanto deixa os gametas femininos, ou pelo menos uma por-
cao significatiVa deles, capazes de sofrer polinizagdo cruzada. Por exemplo,
toleréncia ao glifosato foi manipulada geneticamente em milho (Patente U.S.
Nudmero 5.554.798), e uso do herbicida glifosato (N-fosfonometilglicina) co-
mo um gametocida, e plantas transgénicas que sdo vegetativamente- e fé-
mea-tolerantes ao glifosato, mas macho-sensiveis ao glifosato, é descrito na
Patente U.S. Numero 4.735.649 e na Publicagcdo de Pedido de Patente In-
ternacional PCT WO99/46396A2. Entretanto, os niveis de glifosato necessa-
rios para matar a maioria dos gametas masculinos enquanto deixa um nu-
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mero suficiente de gametas femininos ainda capazes de fertilizagdo resultou
freqlientemente em atrofia ou clorose das plantas. Dessa forma, um obsta-
culo importante de usar glifosato como um gametocida, como é geralmente
verdadeiro com a maioria dos gametocidas quimicos, sdo os efeitos colate-
rais fitotoxicos que resultam da falta de seletividade suficiente para gametas.

Produgdo comercial de semente hibrida usando gametocidas
quimicos é limitada primariamente por sua falta de seletividade por gametas
em geral. Compostos que possuem alguma seletividade em atingir gametas
em uma quantidade maior do que tecidos vegetativos sdo geralmente nio-
discriminativos com relagdo ao sexo dos gametas destruidos. Dessa forma,
métodos para melhorar a seletividade de um gametocida quimico seriam
altamente desejaveis. Ainda mais desejaveis seriam métodos que fornecem
uma primeira planta parental que é macho-estéril, e uma segunda planta
parental que é fémea-estéril, garantindo assim que as sementes produzidas
sejam o resultado de hibridizagido as duas plantas parentais, e ndo de auto-
fertilizagao. ,

Essa invencao fornece métodos de produzir semente hibrida, e
fornece adicionalmente constructos de DNA recombinantes, cromossomos
de planta, células, plantas e sementes transgénicas, que contém tais cons-
tructos uteis nesses métodos. Os constructos de DNA recombinantes, cro-
mossomos de planta, células, piantas e sementes transgénicas e métodos
para seu uso ao fazer semente hibrida fornecem uma forma grandemente
melhorada de usar herbicidas como gametocidas quimicos. Os constructos
de DNA recombinantes dessa invengao incluem um sitio de reconhecimento
de microRNA exdgeno, que permite que a expressdo de um RNA mensagei-
ro que codifica uma proteina que confere tolerancia a um herbicida seja con-
trolada por um microRNA enddgeno para uma planta na qual o constructo de
DNA recombinante é transcrito.

MicroRNAs (miRNAs) sdao RNAs nao codificantes de proteina,
geralmente de cerca de 19 a cerca de 25 nucleotideos (comumente cerca de
20 - 24 nucleotideos em plantas), que guiam a clivagem in trans de transcri-
tos alvo, regulando negativamente a expressado de genes envolvidos em va-
rias vias de regulagdo e desenvolvimento (Bartel (2004) Cell, 116:281-297).



10

15

20

25

30

Em alguns casos, miRNAs servem para guiar processamento in phase de
transcritos primarios de siRNA (vide Allen et al. (2005) Cell, 121:207-221).
Alguns genes de microRNA (genes MIR) foram identificados e
tornados disponiveis ao publico em uma base de dados ("miRBase", dispo-
nivel na rede em microrna.sanger.ac.uk/sequences). Os requerentes des-
creveram novos genes MIR, miRNAs maduros, e sitios de reconhecimento

- de miRNAs no Pedido de Patente U.S. 11/303.745, depositado em 15 de

dezembro de 2005. Genes MIR adicionais e miRNAs maduros também séo
descritos nas Publicagdes de Pedido de Patente U.S. 2005/0120415 e
2005/144669A1. Genes MIR foram relatados ocorrer em regibes intergéni-
cas, tanto isolados como em grupos no genoma, mas também podem estar
localizados inteiramente ou parcialmente dentro de introns de outros genes
(codificanfes de proteina ou ndo codificantes de proteina). Para uma revisido
recente de biogénese de miRNA, vide Kim (2005) Nature Rev. Mol. Cell Bi-
ol., 6:376-385. A transcricdo de genes MIR pode estar, pelo menos em al-
guns casos, sob o controle promocional de um promotor do préprio gene
MIR. A transcrigdo do gene MIR é provavelmente geralmente mediada pela
RNA polimerase |l (vide, por exemplo, Aukerman & Sakai (2003) Plant Cell,
156:2730-2741; Parizotto et al. (2004) Genes Dev.,18:2237-2242), e portanto
poderia ser sensivel a abordagens de silenciamento génico que foram usa-
das em outros genes transcritos por RNA polimerase 1l. O transcrito primario
(que pode ser policistrénico) chamado um "primRNA", uma molécula precur-
sora de miRNA que pode ser bem grande (varios quilobases) e contém uma
ou mais regides locais de duplo filamento ou "alga" assim como o usual
“cap" 5 e cauda poliadenilada de um mRNA. Vide por exemplo, Figura 1 em
Kim (2005) Nature Rev. Mol. Cell Biol., 6:376-385.

Em células de planta, acredita-se que moléculas precursoras de
microRNA sejam basicamente processadas no nucleo. Em plantas, miRNAs
e siRNAs sao formados por enzimas do tipo DICER (DCL) distintas, e em
Arabidopsis acredita-se que uma enzima DCL nuclear seja necessaria para
a formagcdo de miRNA maduro (Xie et al. (2004) PLoS Biol., 2:642-652). Re-
visdes adicionais sobre a biogénese e funcdo de microRNA sao encontra-
das, por exemplo, em Bartel (2004) Cell, 116:281-297; Murchison & Hannon
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(2004) Curr. Opin. Cell Biol., 16:223-229; e Dugas & Bartel (2004) Curr. O-
pin. Plant Biol., 7:512-520. MicroRNAs podem assim ser descritos em termos
de RNA (por exémplo, sequéncia de RNA de um miRNA maduro ou uma
molécula de RNA precursora de miRNA), ou em termos de DNA (por exem-
plo, sequéncia de DNA que corresponde a uma sequéncia de RNA de miR-
NA maduro ou uma sequéncia de DNA que codifica um gene MIR ou frag-
mento de um gene MIR ou um precursor de miRNA). |
Familias de gene MIR sdo estimadas ser responsaveis por 1%

de pelo menos alguns genomas e capazes de influenciar ou regular a ex-

pressao de cerca de um terco de todos os genes (vide, por exemplo, Tomari
et al. (2005) Curr. Biol., 15:R61-64; G. Tang (2005) Trends Biochem. Sci.,
30:106-14; Kim (2005) Nature Rev. Mol. Cell Biol., 6:376-385). Pelo fato dos
miRNAs serem elementos regulatérios importantés em eucariotos, incluindo
animais e plantas, a supressdo transgénica de miRNAs poderia, por exem-
plo, levar ao entendimento de processos bioldgicos importantes ou permitir a
manipulagéo de certas vias (por exemplo, regulacdo da diferenciagao celu-
lar, proliferacao e a‘poptose) uteis, por exemplo, em aplicagGes biotecnoldgi-
cas. Vide, por exemplo, O'Donnell et al. (2005) Nature, 435:839-843; Cai et
al. (2005) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 102:5570-5575; Morris & McManus
(2005) Sci. STKE, pe4t (stke.sciencemag.org/cgi/reprint/sigtrans; 2005/297/
pedi.pdf). Genes de microRNA (MIR) tém caracteristicas identificadoras,
incluindo conservagao entre espécies de planta, uma estrutura de "foldback"
estavel, e processamento de uma duplice de miRNA/miRNA* especifica por
enzimas do fipo Dicer (Ambros et al. (2003) RNA, 9:277-279). Essas caracte-
risticas foram usadas para identificar miRNAs e seus genes correspondentes
em plantas (Xie et al. (2005) Plant Physiol., 138:2145-2154; Jones-Rhoades
& Bartel (2004) Mol. Cell, 14:787-799; Reinhart et al. (2002) Genes Dev.,
16:1616-1626; Sunkar & Zhu (2004) Plant Cell, 16:2001-2019). Genes de
microRNA disponiveis ao publico estdo catalogados na miRBase (Griffiths-
Jones et al. (2003) Nucleic Acids Res., 31:439-441).

MiRNAs sd0 expressos em tipos celulares muito especificos em
Arabidopsis (vide, por exemplo, Kidner & Martienssen (2004) Nature, 428:81-
84, Millar & Gubler (2005) Plant Cell, 17:705-721). A supressdo pode ser
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limitada a um lado, borda ou outra divisao entre tipos celulares, e acredita-se
que seja necesséria para a padronizagdo e especificagdo do tipo celular a-
propriado (vide, por exémplo, Palatnik et al. (2003) Nature, 425:257-263).
Supressao de um gene reporter de GFP contendo um sitio de reconheci-
mento de miR171 enddgeno foi descoberto limitar a expressao a células es-
pecificas em Arabidopsis transgénica (Parizotto et al. (2004) Genes Dev.,
18:2237-2242). Sitios de reconhecimento de miRNAs foram validados em
todas as regides de um mRNA, incluindo a regido 5’ nao traduzida, regido
codificante, e regidao 3’ ndo traduzida, indicando que a posi¢do do sitio alvo
de miBRNA em relagdo a seqliéncia codificante pode nao necessariamente
afetar a supressdo (vide, por exemplo, Jones-Rhoades & Bartel (2004). Mol.
Cell, 14:787-799, Rhoades et al. (2002) Cell, 110:513-520, Allen et al. (2004)
Nat. Genet., 36:1282-1290, Sunkar & Zhu (2004) Plant Cell, 16:2001-2019).
Os miRNAs maduros descritos aqui sdo processados a partir de
genes MIR que geralmente pertencem a familias candnicas conservadas
entre espécies de planta distantemente relacionadas. Esses genes MIR e
seus miRNAs maduros codificados também sdo uteis, por exemplo, para
modificar vias de desenvolvimento, por exemplo, por afetar a diferenciagao
ou morfogénese celular (vide, por exemplb, Palatnik et al. (2003) Nature,
425:257-263; Mallory et al. (2004) Curr. Biol., 14:1035-1046), para servir co-
mo fontes de sequéncias para miRNAs manipulados (que nao ocorrem natu-
ralmente) que sao feitos para silenciar seqﬂén'cias diferentes dos transcritos
atingidos pela seqiéncia de miRNA de ocorréncia natural (vide, por exem-
plo, Parizotto et al. (2004) Genes Dev., 18:2237-2242; vide também Publica-
¢coes de Pedido de Patente U.S. 2004/3411A1 e 2005/0120415), e para es-
tabilizar dsRNA. Um gene MIR em si (ou suas regides 5’ ou 3’ nao traduzi-
das, ou seu promotor nativo ou outros elementos envolvidos na sua transcri-
¢d0) é util como um gene alvo para supressdo génica (por exemplo, pelos
métodos da presente inveng¢do), onde a supressao do miRNA codificado pe-
lo gene MIR é desejada. Promotores de genes MIR podem ter padroes de
expressao muito especificoé (por exerriplo; célula-especifico, tecido-
especifico, ou temporalmente especifico) e dessa forma sdo uteis em cons-
tructos recombinantes para induzir tal transcricdo especifica de uma se-
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quéncia de DNA a qual eles sao operativamente ligados.

Essa invengéo fornece métodos para produzir semente hibrida,
usando constructos de DNA recombinantes incluindo sitios de reconheci-
mento que correspondem a novos miRNA maduros que tem padroes de ex-
pressdo especificos em plantas de cultivo. Os constructos de DNA recombi-
nantes da invengéo transcrevem RNA incluindo: (a) pelo menos um sitio de
reconhecimento de miRNA exdgeno reconhecivel por um miRNA maduro
que é expresso especificamente em tecido reprodutivo da planta; e (b) RNA
mensageiro que codifica uma proteina que confere tolerncia a um herbici-
da. Esses constructos sao Uteis para fazer e usar cromossomos de planta,
células, plantas e sementes transgénicas, incluindo plantas transgénicas
indutivamente estéreis, Gteis, por exemplo, na produgdo de semente hibrida.
SUMARIO DA INVENCAQ

Em um aspecto, a invengdo fornece um método para produzir
uma semente hibrida ndo-natural, incluindo as etapas de: (a) fornecer uma
primeira planta parental transgénica, indutivamente estéril que contém no
seu genoma um constructo de DNA recombinante que transcreve RNA que
inclui: (i) pelo menos um sitio de reconhecimento de miRNA exdgeno reco-
nhecivel por um miRNA maduro que é especificamente expresso em tecido
reprodutivo da primeira planta parental; e (ii) um primeiro RNA mensageiro
que codifica uma proteina que confere tolerancia a um primeiro herbicida,

em que o miRNA maduro suprime especificamente a expressao da proteina
no tecido reprodutivo, e em que a esterilidade da primeira planta parental é
induzivel peia aplicacdo do primeiro herbicida a primeira planta parental; (b)

cruzar a primeira planta parental com uma segunda planta parental sob con-

dicdes onde a esterilidade tenha sido induzida na primeira planta parental,
assim produzindo semente hibrida ndo natural.

Em outro aspecto, essa invengao fornece um método para pro-
duzir uma semente hibrida incluindo as etapas de: (a) fornecer uma primeira
planta parental incluindo uma planta transgénica cultivada a partir de uma
célula de 'planta transgénica contendo no seu genoma um primeiro construc-
to de DNA recombinante que transcreve RNA que inclui (i) pelo menos um
sitio de reconhecimento de miRNA exdgeno reconhecivel por um primeiro
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miRNA maduro, e (ii) um primeiro RNA mensageiro que codifica uma protei-
na que confere tolerancia a um primeiro herbicida, em que o primeiro miRNA
maduro é expresso especificamente em tecido reprodutivo masculino da
primeira planta parental, assim suprimindo especificamente a expressdo da
proteina no tecido reprodutivo masculino, e em que a macho esterilidade da
primeira planta parental é induzivel pela aplicagdo do primeiro herbicida a
primeira planta parental; (b) fornecer uma segunda planta parental que inclui
uma planta transgénica cultivada a partir de uma segunda célula de planta
transgénica que contém no seu genoma uma segundo constructo de DNA
recombinante que transcreve RNA que inclui (i) pelo menos um sitio de re-
conhecimento de miRNA exogeno reconhecivel por um segundo miRNA
maduro, e (i) um segundo RNA mensageiro que codifica uma proteina que
confere tolerancia a m segundo herbicida, em que o segundo miRNA madu-
ro é especificamente expresso no tecido reprodutivo feminino da segunda
planta parental, assim suprimindo especificamente a expresséo da proteina
no tecido reprodutivo feminino, e em que a fémea esterilidade da segunda
planta parental é induzivel pela aplicagdo do segundo herbicida a segunda
planta parental; (c) aplicar o primeiro herbicida e o segundo herbicida as
plantas parentais, assim induzindo macho esterilidade na primeira planta
parental e fémea esterilidade na segunda planta parental; (d) cruzar a pri-
meira e segunda plantas parentais, em que évulos da primeira planta paren-
tal sdo polinizados por pdélen da segunda plahta parental, produzindo assimA
semente hibrida.

Em um aspecto independente, essa invengao fornece uma plan-
ta transgénica, indutivamente estéril que contém no seu genoma um cons-
tructo de DNA recombinante que transcreve RNA que inclui: (a) pelo menos
um sitio de reconhecimento de miRNA exdgeno reconhecivel por um miRNA
maduro que é expresso especificamente no tecido reprodutivo da planta; e
(b) RNA mensageiro que codifica uma proteina que confere tolerancia a um
herbicida; em que o miRNA maduro suprime especificamente a expressao
da proteina no tecido reprodutivo, e em que a esterilidade da planta transgé-
nica é induzivel pela aplicagéo do herbicida a planta.

Em um aspecto adicional, essa invengao fornece um constructo
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de DNA recombinante que transcreve RNA que inclui: (a2) pelo menos um
sitio de reconhecimento de miRNA exégeno reconhecivel por um miRNA
maduro que é expresso especificamente no tecido reprodutivo da planta; e
(b) RNA mensageiro que codifica uma proteina que confere tolerancia a um
herbicida.

Outras modalidades especificas da invengao estdo descritas na
seguinte descri¢cao detalhada.
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Figura 1A representa esquematicamente constructos de DNA
recombinantes nao limitantes da invengao como descrito no Exemplo 1. Pa-
ra uso na transformagdo mediada por Agrobacterium de células de planta,
pelo menos uma borda de T-DNA esta geralmente incluida em cada cons-
tructo (ndo mostrado). Esses constructos incluem um elemento promotor
("pro"), um intron flanqueado em um ou ambos os lados por um DNA ndo
codificante de proteina, um elemento terminador opcional ("ter"), pelo menos
um primeiro elemento de supressao de gene ("GSE" ou "GSE1") para supri-
mir pelo menos um primeiro gene alvo, e pode incluir opcionaimente pelo
menos um segundo elemento de supressao de gene ("GSE2") para suprimir -
pelo menos um segundo gene alvo, pelo menos um elemento de expressao
génica ("GEE") para expressar pelo menos um gene de interesse, ou ambos.
Em modalidades que contém um elemento de exp‘resséo génica, o elemento

~de expressdo génica pode estar localizado adjacente ao (ou fora do) intron.

Em uma variagao dessa modalidade (ndo mostrada), o elemento de supres-
sdo génica (inserido em um intron flanqueado em um ou ambos os lados por
DNA nao codificante de proteina) esta localizado 3’ ao terminador. Em ou-
tros constructos da invengao (nao mostrados), um elemento de supressao
génica (ndo inserido no intron) esta localizado 3’ ao terminador (vide Exem-
plo 22). Figura 1B representa esquematicamente exemplos de constructos
de DNA distintos daqueles da presente invengdo. Esses constructos podem
conter um elemento de supressdo génica que esta localizado adjacente a
um intron ou entre dois introns distintos (isto quer dizer, ndo inseridos dentro
de um dnico intron), ou pode incluir um elemento de expressdo génica que

inclui um elemento de supressao génica inserido dentro de um intron que
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esta flanqueado em ambos os lados por DNA codificante de proteina (por
exemplo, éxons codificantes de proteina que formam um elemento de ex-
pressao génica).

Figura 2 representa varios exemplos néo limitantes de elemen-
tos de supressdo génica e DNAs exdgenos capazes de serem transcritos
Gteis nos constructos de DNA recombinantes da invengdo como descrito no
Exemplo 1. Onde desenhado como um filamento simples (Figuras 2A até
2E), estes estdo convenientemente representados na diregéo transcricional
5' para 3' (esquerda para direita), onde as setas indicam sequéncia anti-
sentido (a ponta da seta apontando para a esquerda), ou sequiéncia sentido
(ponta da seta apontando para a direita). Onde desenhado como transcritos
de duplo filamento (antiparalelos) (Figures 2F e 2G), a direcionalidade
transcricional 5’ e 3' é mostrada. Linhas sdlidas, linhas tracejadas, e linhas
pontilhadas indicam seqiiéncias que atingem diferentes genes alvo.

Esses elementos de supressdo génica e DNAs ex6genos capa-
zes de ser transcritos podem incluir: DNA que inclui pelo menos um segmen-
to de DNA anti-sentido que é anti-sentido a pelo menos um segmento do
primeiro gene alvo, ou DNA que inclui mdltiplas copias de pelo menos um
segmento de DNA anti-sentido que é anti-sentido a pelo menos um segmen-
to do pelo menos um primeiro gene alvo (Figura 2A); DNA que inclui pelo
menos um segmento de DNA sentido que é pelo menos um segmento do
pelo menos um primeiro gene alvo, ou DNA que inclui multiplas copias de
pelo menos um segmento de DNA sentido que é pelo menos um segmento
do pelo menos um primeiro gene alvo (Figura 2B); DNA que transcreve RNA
para suprimir o pelo menos um primeiro gene alvo pela formacdo de RNA
duplo filamento e inclui pelo menos um segmento de DNA anti-sentido que é
anti-sentido a pelo menos um segmento do pelo menos um gene alvo e pelo
menos um segmento de DNA sentido que é pelo menos um segmento do
pelo menos um primeiro DNA alvo (Figura 2C); DNA que transcreve RNA
para suprimir o pelo menos um primeiro gene alvo pela formagao de um uni-
co RNA duplo filamento e inclui multiplos segmentos de DNA anti-sentido
seriados que sdo anti-sentido a pelo menos um primeiro gene alvo e multi-
plos segmentos de DNA sentido seriados que sdo pelo menos um segmento
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do pelo menos um primeiro gene alvo (Figura 2D); DNA que transcreve RNA
para suprimir o pelo menos um primeiro gene alvo pela formagao de multi-
plos filamentos duplos de RNA e inclui multiplos segmentos de DNA anti-
sentido que sdo anti-sentido a pelo menos um segmento do pelo menos um
primeiro gene alvo e miltiplos segmentos de DNA sentido que sao pelo me-
nos um segmento do pelo menos um primeiro gene alvo, e em que os ditos
multiplos segmentos de DNA anti-sentido e os multiplos segmentos de DNA
sentido sao dispostos em uma serie de repeti¢des invertidas (Figura 2E); e
DNA que inclui nucleotideos derivados de um miRNA, ou DNA que inclui nu-
cleotideos de um siRNA (Figura 2F). Figura 2F representa varios arranjos
nao limitantes de filamento duplo RNA (dsRNA) que podem ser transcritos a
partir de modalidades dos elementos de supressdo génica e DNAs exégenos
capazes de ser transcritos Uteis nos constructos de DNA recombinantes da
invengéo.'Quando tal dsRNA é formado, ele pode suprimir um ou mais ge-
nes alvo, e pode formar um dnico filamento duplo RNA ou mudiltiplos filamen-
tos duplos de RNA, ou um unico "stem" ou multiplos "stems" de dsRNA. On-
de multiplos "stems" de dsRNA sdo formados, eles podem ser arranjados em
arranjos de "cabega de martelo" ou "folha de trevo". DNA espagador é op-
cional e pode incluir sequéncia que transcreve um RNA (por exemplo, uma
grande alga de sequéncia anti-sentido do gene alvo ou um aptadmero) que
assume uma estrutura secundaria ou configuragao tridimensional que confe-
re ao transcrito uma caracteristica desejada, tal como estabilidade aumenta-
da, meia-vida aumentada in vivo, ou especificidade por célula ou tecido.

Figura 3 representa niveis de expressao dos miRNAs maduros
indicados em varios tecidos de milho, como descrito em detalhe no Exemplo
2. |

_ Figura 4 representa um exemplo nao limitante de sequéncia de

DNA capaz de ser transcrita que inclui um sitio de reconhecimento de miR-
NA exdgeno, TIC809 direcionado para cloroplasto com um sitio de reconhe-
cimento de miRNA162 (texto em negrito) localizado na regiao 3’ nao traduzi-
da (SEQID NO. 176), como descrito em detalhe no Exemplo 3. A seqliéncia
de amino4cido traduzida também € mostrada.

Figura 5 representa um exemplo nio limitante de sequéncia de
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DNA capaz de ser transcrita que inclui um sitio de reconhecimento de miR-
NA exdgeno, TIC809 néo direcionado para cloroplasto com um sitio de reco-
nhecimento de miRNA164 (texto em negrito) localizado na regi@o 3' nao tra-
duzida (SEQ ID NO. 177), como descrito em detalhes no Exemplo 3. A se-
quéncia de aminoacido traduzida também é mostrada.

Figura 6 representa a expressdo de endosperma forte e especi-
fica do microRNA miR167g (SEQ ID NO. 178) clonado a partir de endosper-
ma de milho, como descrito em detalhe no Exemplo 4. Northern blots de
RNA de tecidos de milho (LH59) marcados com uma sonda de LNA de 22-
mer de miR167 maduro com a extremidade marcada especifica para SEQ ID
NO. 178 (Figura 6A) ou com uma sonda gene de miR167g-especifica de
~400bp (Figura 6B). O perfil de transcri¢do de tecidos de milho confirmou os
resultados de Northern blot (Figura 6C); o transcrito que corresponde a
miR167g foi abundantemente e especificamente expresso em tecido de en-
dosperma (abundancias s&o categorizadas como segue: >5000, alta abun-
dancia, 97° percentil; 700 — 5000, abundancia moderada, 20° percentil; 400
~ 700, abundancia média; 200 — 400, baixa abundéncia; <200, nao detecta-
do). Abreviagbes selecionadas: "DAP" ou "DA", dias apés polinizagao; "WK",
grdo inteiro, "endo", endosperma. |

Figura 7 representa um mapa de anotagédo parcial, incluindo as
localizagbes dos genes de miR167a e miR167g e miRNAs maduros, e ele-
mentos promotores (por exemplo, TATA boxeS), do grupo gendmico dentro
do qual foram identificadas as sequéncias promotoras de miR167g como
descrito em detalhe no Exemplo 4. Abreviagdes: "PBF", fator de ligacao
"prolamin box"; "ARF" fator responsivo a auxina (de ligagdo a auxina);
"NIT2", ativador de genes relacionados ao nitrogénio; "LYS14", elemento
que se liga a UASLYS, um elemento ativador & montante que confere ativa-
¢do e repressdo aparente dependente de Lys14 e de adipato semiald.el'do;
"GLN3", elemento que se liga ao nitrogénio a montante da sequéncia de ati-
vacdo de glutamina sintetase.

Figura 8 representa resultados descritos em detalhe no Exem-
plo 5. Figura 8A representa a estrutura de "fold-back" de SEQ ID NO. 186, o
precursor de miRNA previsto para SEQ ID NO. 184; o miRNA maduro esta
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localizado nas bases 106 — 126, o miRNA* correspondente nas bases 156 —
175, e outro miRNA abundante foi descoberto estar localizado nas bases
100 — 120 na haste da estrutura de "fold-back". "Contagem" refere-se ao
numero de ocorréncias de um pequeno RNA no grupo filtrado de 381.633
sequéncias de miRNA putativas que foi analisado. Figura 8B representa um
perfil de transcricdo em tecidos de soja para o precursor de miRNA SEQ ID
NO. 186. Figura 8C representa um perfil de transcricdo em tecidos de soja

~ para um alvo ‘previsto, polifenol oxidase (SEQ ID NO. 200) para o miRNA

maduro (SEQ ID NO. 184).
Figura 9 representa os resultados descritos em detalhe no E-

xemplo 5. Figura 9A representa a estrutura de "fold-back" de SEQ ID NO.
189, o precursor de miRNA previsto para SEQ ID NO. 187; o miRNA maduro
esta localizado nas bases 163 — 183, e 0 miRNA* nas bases 18 — 63. "Con-
tagem" refere-se ao numero de ocorréncias de um pequeno RNA no grupo
filtrado de 381.633 sequéncias de miRNA putativas que foi analisado. Figura
9B representa um perfil de transcrigdo em tecidos de soja para um alvo pre-
visto, polifenol oxidase (SEQ ID NO. 251) para o miRNA maduro (SEQ ID
NO. 187). |

Figura 10 representa os resultados descritos em detalhe no E-
xemplo 5. Figura 10A representa a estrutura de "fold-back" de SEQ ID NO.
192, o precursor de miRNA previsto para SEQ ID NO. 190; o miRNA maduro .
esta localizado nas bases 87 — 107, e o miRNA* nas bases 150 — 169. "Con-
tagem" refere-se ao numero de ocorréncias de um pequeno RNA no grupo
filtrado de 381.633 sequéncias de miRNA putativas que foi analisado.

Figura 11 representa os resultados descritos em detalhes no
Exemplo 5. Figura 11A representa a estrutura de "fold-back" de SEQ ID
NO. 195, o precursor de miRNA previsto para SEQ ID NO. 193; o fniRNA
maduro esta localizado nas bases 61 — 81, e o miRNA* nas bases 109 -
129. "Contagem" refere-se ao nimero de ocorréncias de pequeno RNA no
grupo filtrado de 381.633 seqliéncia de miRNA putativas que foi analisado.

Figura 12 representa os resultados descritos em detalhe no E-
xemplo 5. Figura 12A (superior) representa a estrutura de “fold-back" de
SEQ ID NO. 198, um dos precursores de miRNA previstos para SEQ ID NO.
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196; 0 miRNA maduro esta localizado nas bases 157 — 178, e 0 miRNA* nas
bases 72 — 93. Figura 12A (inferior) representa a estrutura de "fold-back"
de SEQ ID NO. 199, outro precursor de miRNA previsto para SEQ ID NO.
196; o miRNA maduro esta Ioc_:alizado nas bases 123 — 144, e o miRNA* nas
bases 58 — 79. "Contagem" refere-se ao nimero de ocorréncias de um pe-
queno RNA no grupo filtrado de 381.633 sequéncias de miRNA putativas
que foi analisado. Figura 12B (superior) representa um perfil de transcrigao
em tecidos de soja para o0 miRNA precursor SEQ ID NO. 198. Figura 12B
(inferior) representa um perfil de transcricdo em tecidos de soja para o]
miRNA precursor SEQ ID NO. 199.

Figuras 13 e 14 representam os perfis de transcrigcdo de conjun-
tos de sondas de sequéncias que foram identificadas como incluindo genes
de miRNA (dados na Tabela 6) especialmente uteis em métodos dessa in-
vengao e que tém os padroes de éxpresséo desejados, isto é, em tecido re-
produtivo feminino (Figura 13) ou em tecido reprodutivo masculino (Figura
14), conforme descrito em detalhe no Exemplo 6.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO
A menos que definido de outra maneira, todos os termos técni-

cos e cientificos usados tém o mesmo sig'nificado que 0 comumente com-
preendido por um versado na técnica a qual essa invengdo pertence. Geral-
menté, a nomenclatura usada e os procedimentos de fabricagao ou laborato-
riais descritos abaixo sdo berh-conhecidos e comumente empregados na’
técnica. Métodos convencionais s@o usados para esses procedimentos, tais
como aqueles fornecidos na técnica e varias referéncias gerais. A menos
que estabelecido de outra maneira, sequéncias de acido nucléico no texto
desse pedido sdo dadas, quando lidas da esquerda para a direita, na diregdo
5’ ou 3'. Onde um termo é fornecido no singular, os inventores também con-
templam aspectos da invengdo descritos pelo plural daquele termo. Onde ha
discrepancias em termos e definigbes usadas nas referéncias que séo incor-
poradas por referéncia, os termos usados nesse pedido devem ter as defini-
¢bes dadas. Outros termos técnicos usados tém seu significado comum na
técnica em que eles sdo usados, como exemplificado por uma variedade de
dicionarios técnicos. Os inventores ndo pretendem ser limitados a um meca-
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nismo ou modo de agdo. Referéncia a isso é fornecida apenas para fins ilus-

trativos.
METODO PARA PRODUZIR SEMELHANTE HiBRIDA NAO-NATURAL

Um primeiro aspecto dessa invengdo fornece um método para

produzir uma semente hibrida ndo natural, incluindo as etapas de: (a) forne-
cer uma primeira planta parental transgénica, indutivamente estéril que con-
tém no seu genoma um constructo de DNA recombinante que transcreve

'RNA que inclui: (i) pelo menos um sitio de reconhecimento de miRNA exo6-

geno reconhecivel por um miRNA maduro que é especificamente expresso -
em tecido reprodutivo da primeira planta parental; e (i) um primeiro RNA
mensageiro que codifica uma proteina que confere tolerancia a um primeiro '
herbicida, em que o miRNA maduro suprime especificamente a expressao
da proteina no tecido reprodutivo, e em que a esterilidade da primeira planta
parental é induzivel pela aplicagdo do primeiro herbicida a pfimeira planta
parental; (b) cruzar a primeira planta parental com uma segunda planta pa-
rental sob condicdes onde a esterilidade tenha sido induzida na primeira
planta parental, assim produzindo semente hibrida n&o natural.

Plantas: o método dessa invengdo inclui fornecer uma planta
transgénica, indutivamente estéril, Util como uma planta parental, que é pre-
ferivelmente uma planta de cultivo propagada por semente, tal como aquelas
descritas sob o titulo "Fazendo e Usando Células de Planta Transgénicas e
Plantas Transgénicas". Exemplos ndo limitantes de plantas preferidas inclu-
em milho, arroz, trigo, aveia, cevada, centeio, triticale, paingo, sorgo, quinoa,

amaranto, trigo sarraceno, grama de forragem, turfa, alfafa, algodao, agafro-

a, girassol, soja, canola, colza, linho, amendoim, feijao, ervilha, lentilha, alfa-

fa, alface, aspargo, alcachofra, aipo, cenoura, rabanete, repolho, couve ga-
lega, mostarda, brécolis, couve flor, couve de Bruxelas, nabo, couve rabano,
pepino, melbes, abdbora moranga, abébora menina, cebola, alho-pord, cha-
Iotas,AceboIinha,’tomate, berinjela, pimenta, fisélis, beterraba, acelga, espina-
fre, plantas ornamentais, e arvores florestais. Plantas particularmente prefe-
ridas incluem milho, arroz, trigo, algodao, agafroa, girassol, canola, e colza.
Em uma modalidade particularmente preferida, o método é util para produzir

a semente de milho hibrida ndo natural.
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Esterilidade: por "esterilidade" entende-se a incapacidade de
produzir com sucesso semente de progénie vidvel. Macho esterilidade inclui,
por exemplo, a incapacidade de produzir gametas masculinos (por exemplo,

graos de polen férteis, maduros) capazes de fertilizar gametas femininos, ou

a incapacidade de produzir as estruturas reprodutivas masculinas, (por e-
xemplo, anteras, estames, filamentos) necessarios para gametas masculinos
serem capazes de fertilizagdo normal de gametas femininos. Fémea esterili-
dade inclui, por exemplo, a incapacidade de produzir gametas femininos ca-
pazes de ser fertilizados, ou a incapacidade de produzir uma semente com-
pletamente desenvolvida (seja viavel ou estéril), ou a incapacidade de pro-
duzir semente de progénie viavel capaz de ser germinada e se desenvolver
em uma planta de progénie normal. ‘

Tecido reprodutivo: em modalidades da planta transgénica indu-

tivamente estéril, onde a esterilidade é macho esterilidade, o tecido reprodu-
tivo é tecido reprodutivo masculino. Tecido reprodutivo masculino inclui
qualquer tecido que é necessario para o desenvolvimento de gametas mas-
culinos para fertilidade (isto é, que tem a capacidade de fertilizar um gameta
feminino), por exemplo, pdlen ou gametas masculinos em qualquer estagio
do desenvolvimento, anteras, estames, file{e, penddes, e outras partes flo-
rais masculinas, tecidos nutritivos, e outras estruturas envolvidas na capaci-
dade de uma planta parental masculina fertilizar uma planta parental femini-
na. |

_ Em modalidades da planta transgénica indutivamente estéril on-
de a esterilidade é fémea esterilidade, o tecido reprodutivo é tecido reprodu-
tivo feminino. Tecido reprodutivo feminino inclui qualquer tecido que é ne-
cessario para o desenvolvimento de gametas femininos para fertilidade (isto
é, que tém a capacidade de ser fertilizados por um gameta masculino, mais
preferivelmente que tém a capacidade de produzir uma semente completa-
mente desenvolvida (seja viavel ou estéril), e em muitas modalidades o mais
preferivelmente tendo a habilidade de produzir semente de progénie viavel
capaz de ser germinada e desenvolvida em uma planta de progénie normal).
Tecido reprodutivo feminino inclui, por exemplo 6vulos ou gametas femininos
em qualquer estagio de desenvolvimento, estigmas, pistilos, e outras partes
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florais femininas, revestimentos de semente, frutos, raques, espigas, ou ou-
tros tecidos nutritivos, de suporte ou protetores, e qualquer outra estrutura
envolvida na capacidade de uma planta parental feminina ser fertilizada por
uma planta parental masculina, produzir uma semente completamente de-
senvolvida, ou produzir uma semente de progénie viavel. Em certas modali-
dades, esterilidade resulta em falha de um évulo fertilizado se desenvolver
para uma semente viavel, e "tecido reprodutivo” refere-se a um 6vulo fertili-
zado (por exemplo, um zigoto ou um embrido de qualquer estagio de desen-
volvimento, ou os tecidos maternos necessarios para o desenvolvimento de
um ovulo fertilizado em uma semente tal como um endosperma ou outros
tecidos nutritivos). ‘

miRNA_maduro: por "miRNA maduro" entende-se o pequeno
RNA ("microRNA") processado a partir de um precursor de miRNA (por e-
xemplo, p'rimRNA ou pré-miRNA), que é capaz de reconhecer e se ligar a
uma sequéncia especifica ("sitio de reconhecimento de miRNA") dentro de

um transcrito de RNA, e guiar a clivagem daquele transcrito. miRNAs madu-
ros preferidos incluem miRNAs maduros que sé@o expressoé especificamente
no tecido reprodutivo de uma planta. Em uma modalidade nao limitante da
invengdo, o miRNA maduro é um miRNA de uma planta de cultivo, tal como
miRNA de milho ou um miRNA de soja. Exemplos nao limitantes de miRNAs
Uteis nessa invencdo sao fornecidos nos Exemplos de trabalho e incluem,
mas ndo sdo limitados, aos miRNAs identificados nas Tabelas 1, 2, 3, 4,5 ¢
6, incluindo os miRNAs que tém SEQ ID NO. 297, SEQ ID NO. 302, SEQ ID
NO. 314, SEQ ID NO. 319, SEQ ID NO. 323, SEQ ID NO. 328, SEQ ID NO.

333, ou SEQ ID NO. 338.
Sitios de reconhecimento de miRNA: o constructo de DNA re-

combinante transcreve RNA que inclui um ou mais sitios de reconhecimento
de miRNA exdgenos, que podem ser uma ou mais copias do mesmo sitio de
reconhecimento‘de miRNA exdgeno ou uma ou mais copias de diferentes
sitios de reconhecimento de miRNA exégeno. O sitio de reconhecimento de
miRNA exdgeno pode estar localizado em qualquer local no RNA transcrito
onde, quando o miRNA maduro ndo esta presente, a transcrigao produz um
RNA mensageiro que é traduzivel para a proteina de tolerancia a herbicida
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desejada, e onde o miRNA maduro esté presente, o miRNA maduro se liga
ao transcrito de RNA e suprime a expressdo do RNA mensageiro. Um ou
mais sitios de reconhecimento de miRNA exdgenos podem estar localizados
em regides codificantes ou em regides nao codificantes do RNA mensageiro.
Em varias modalidades, o sitio de reconhecimento de miRNA ex6geno esta
localizado dentro de pelo menos um de (a) uma regido a 5’ da sequéncia
codificante do RNA mensageiro; (b) uma regido a 3’ da sequiéncia codifican-
te do RNA mensageiro; e (c) o RNA mensageiro. Em uma modalidade prefe-
rida, o pelo menos um sitio de reconhecimento de miRNA esta localizado na
regido 3’ ndo traduzida do RNA mensageiro. Em varias modalidades, o cons-
tructo de DNA recombinante ainda inclui pelo menos um elemento selecio-
nado a partir de: (a) um promotor de planta; (b) um elemento de supressao
génica; (c) um intron; (d) um elemento de expressdo génica; (e) DNA que
transcreve um aptamero de RNA capaz de se ligar a um ligante; (f) DNA que
transcreve um aptamero de RNA capaz de se ligar a um ligante e DNA que
transcreve RNA regulatério capaz de regular a expressao de uma sequéncia
alvo, caracterizado em que a regulagdo é dependente da conformagé@o do
RNA regulatério, e a conformagdo do RNA regulatério é afetada alosterica-
mente pelo estado de ligagdo do aptémerd de RNA, e (g) pelo menos uma
borda de T-DNA. Esses elementos adicionais sdo descritos em detalhe abai-
xo sob o titulo "Plantas Transgénicas Indutivamente Estéreis que Contém
um Constructo de DNA Recombinante”. |

_ Qualquer sitio de reconhecimento de miRNA que é reconhecido
por um miRNA maduro que tem o padrdo de expressdo desejado (isto é,
expressdo especifica em tecido reprodutivo masculino ou feminino) é util em

‘modalidades dessa invencédo. Mdltiplos sitios de reconhecimento de miRNA

podem ser usados para suprimir especificamente a expressdo da proteina
em uma combinagdo desejada de tecidos reprodutivos. Por exemplo, um
constructo de DNA recombinante pode incluir multiplos sitios de reconheci-
mento, em que cada um dos quais é reconhecido por um miRNA que tem
expressdo especifica em um tecido reprodutivo masculino (ou feminino) dife-
rente (por exemplo, um miRNA expreéso em pdlen e um miRNA expresso no
penddo). A sele¢do de um miRNA maduro apropriado ou seu sitio de reco-
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nhecimento de miRNA correspondente é realizada por métodos conhecidos
dos versados na técnica, incluindo aqueles ilustrados em detalhe nos exem-
plos de trabalho fornecidos aqui. Métodos incluem clonagem de moléculas
de miRNA maduro ou precursoras de miRNA (pré-miRNAs, primRNAs) de
plantas inteiras ou sementes ou de tecidos selecionados, informagao de
miRNA baseada em bioinformatica, Southern blots de miRNA ou moléculas
precursoras de miRNA, determinar os padrdes de expressao de promotbr de

} miRNA, etc. Em modalidades nao limitantes, o sitio de reconhecimento de

miRNA é reconhecido por um miRNA maduro derivado da estrutura de "fold-
back" de uma seqiiéncia de MIR identificada nas Tabelas 1 até 6; particu-
larmente preferidos sdo os sitios de reconhecimento de miRNA reconheci-
dos pelos miRNAs maduros identificados na Tabela 6.

Clivagem de um transcrito de RNA alvo e a subsequente su-
pressdo do RNA alvo é dependente de pareamento de base entre o miRNA
maduro e seu sitio de reconhecimento de miRNA cognato. Dessa forma, o
pelo menos um sitio de reconhecimento de miRNA exégeno € desenhado
para ter complementaridade de seqiéncia suficiente ao miRNA maduro para
permitir o reconhecimento e ligagdo pelo miRNA maduro. Em plantas, com-
plementaridade de sequéncia de um miRNA e seu sitio de reconhecimento é
tipicamente alta, por exemplo, complementaridade perfeita entre 19, 20 ou
21 de 22 nucleotideos (no caso de um miRNA maduro que tem 21 nucleoti-
deos de extensdo), isto é, complementaridade de cerca de 90% ou mais. Um
grau similar de complementaridade é preferivel para sitios de reconhecimen-
to para miRNAs de planta de qualquer extensdo (por exemplo, 20, 21, 22,
23, e 24 nucleotideos). Os requisitos de seqiéncia para ligagdo de miRNA
maduro a um sitio de reconhecimento, e métodos para prever ligagdo de
miRNA a uma dada seqiiéncia, sdo discutidos, por exemplo, em Llave et al.
(2002) Science, 297:2053-2056, Rhoades et al. (2002) Cell, 110:513-520,
Jones-Rhoades and Bartel (2004) Mol. Cell, 14:787-799, Schwab et al (2005)
Developmental Cell, 8:517-527, e Xie et al. (2005) Plant Physiol., 138:2145-
2154. Quando se desenha um sitio de reconhecimento de miRNA assim co-
mo sua localizagdo exata em, ou adjacente a, um RNA mensageiro, também
é preferivel evitar sequiéncias que tém caracteristicas indesejaveis, tais se-



10

15

20

25

30

20

quéncias codificando polipeptideos indesejaveis, conforme descrito abaixo
sob o titulo "Genes Alvo". Ao desenhar RNA mensageiro como um transge-
ne a ser expresso, a introdugdo ndo intencional de um sitio de reconheci-
mento de miRNA exdgeno é evitada onde supressdo por um miRNA maduro

nao é desejada.
Expressdo especifica: por "especificamente expresso em tecido

“reprodutivo” entende-se que o miRNA maduro é transcrito em tecido repro-

dutivo em um nivel suficiente para permitir que o0 miRNA suprima especifi-
camente a expressdo da proteina no tecido reprodutivo, isto &, suprima es-
pecificamente a expressdo no tecido reprodutivo da proteina que confere
tolerancia a um herbicida, mas ndo suprima substancialmente a expressao
da mesma proteina em tecidos diferentes dos tecidos reprodutivos. Supres-
sdo substancial de expressdo inclui pelo menos 30, pelo menos 50, pelo
menos 60, pelo menos 70, pelo menos 80, pelo menos 85, pelo menos 90,
pelo menos 95, ou pelo menos 98 por cento de supressao de expressao, em
relacdo aquela em células de controle (isto.é, células.que incluem um cons-
tructo de DNA recombinante analogo, por exemplo, um constructo de DNA
recombinante que transcreve RNA que inclui o mesmo RNA mensageiro que
codifica uma proteina que confere tolerancia a um herbicida, mas que nao
inclui um sitio de reconhecimento de RNA exdgeno reconhecivel pelo miR-
NA maduro especificamente expresso no tecido reprodutivo da planta). Em
modalidades preferidas, o miRNA maduro sUprime especificamente a ex-
pressdo da proteina no tecido reprodutivo para um grau suficiente para re-
sultar em esterilidade do tecido reprodutivo quando o herbicida é aplicado.
Aqueles versados na técnica reconhecem que, em certos casos, tolerancia a
um herbicida'pode ser adequadamente obtida em niveis de expressao mo-
derados ou mesmo baixos de uma proteina de tolerancia a herbicida. Por-
tanto, ndo é uma exigéncia que o miRNA maduro esteja completamente au-
sente em tecidos diferentes do tecido reprodutivo, nem é uma exigéncia que
a expressdo da proteina de tolerancia ao herbicida esteja completamente
suprimida no técido reprodutivd. |

Proteina_que confere tolerdncia_a herbicida: qualquer proteina

que confere toleréncia para uma planta a um herbicida pode ser usada. Em
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muitas modalidades, o herbicida € um herbicida sistémico. Exemplos nao
limitantes de herbicidas Uteis em aspectos dessa invengao incluem os herbi-
cidas glifosato, dicamba, glufosinato, sulfoniluréias, imidazolinonas, bromo-
xinil, dalapon, dicamba, cicloezanodiona, inibidores de protoporfirinogénio
oxidase, e isoxaflutol. Exemplos ndo limitantes de proteinas que conferem
tolerancia ao glifosato incluem 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato-sintase
("EPSPS" ou "aroA", vide Patentes U. S. nimeros 5.627.061, 5.633.435,
6.040.497, e 5.094.945), glifosato oxidorredutase ("GOX", vide Patente U.S.
Numero 5.463.175), glifosato descarboxilase (vide Publicagdo de Pedido de
Patente U. S. 2004/0177399), glifosato N-acetil transferase ("GAT", vide Pu-
blicagdo de Pedido de Patente U. S. 2003/0083480) ou qualquer outro gene
que fornega resisténcia ao glifosato. Uma modalidade particularmente prefe-
rida é "epsps-cp4" ou 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase da cepa CP4
de Agrobacterium tumefaciens; Patente U.S. numero 5.633.435 descreve
seqliéncias de acido nucléico e seqiiéncias de aminoacido de epsps-cp4,
vetores de transformacgdo que contém esse gene, e métodos de fazer plan-
tas resistentes ao glifosato. Exemplos nao limitantes de proteinas que confe-
rem tolerdncia a outros herbicidas incluem dicamba monooxigenase, que
confere tolerancia a herbicidas semelhantes a auxina tal como dicamba (vide
Publica¢des de Pedido de Patente U. S. 2003/0115626, 2003/0135879); fos-
finotricina acetiltransferase ("pat' ou "bar"), que confere tolerancia a fosfino-
tricina ou glufosinato (vide Patente U. S. Numeros 5.646.024, 5.561.236,
5.276.268 5.637.489, e US 5.273.894; vide também Pedido de Patente Eu-

ropeu EP 275.957;); 4cido 2,2-dicloropropiénico desalogenase, que confere
tolerdncia ao acido 2,2-dicloropropiénico ("Dalapon") (vide Publi'cagéo‘de
Patente PCT W099/27116); acetoidroxiacido sintase ou acetolactato sintase,
que confere tolerancia a inibidores de acetolactato sintase tais como sulfoni-
luréia, imidazolinona, triazolopirimidina, pirimidiloxibenzoatos, e ftalideo (vide
Patentes U. S. numeros 6.225.105, 5.767.366, 4.761.373, 5.633.437,
6.613.963, 5.013.659, 5.141.870, 5.378.824 e 5.605.011); haloarilnitrilase
("Bxn"), que‘ confere tolerancia ao bromoxinil (vide Patente U. S. numero
4.810.648; vide também Publicacbes de Pedido de Patente PCT
WO89/00193 e WO87/04181A1); acetil-coenzima A carboxilase modificada,
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que confere tolerdncia a cicloexanodiona ("setoxidim") e ariloxifenoxipropio-
nato ("haloxifop") (vide Patente U. S. nimero 6.414.222); diidropteroato sin-
tase ("sul 1'), que confere tolerancia a herbicidas de sulfonamida (vide Paten-
te U.S. NUimeros 5.597.717, 5.633.444, e 5.719.046); polipeptideo de fotos-
sistema 1l de 32 kDa (*psbA"), que confere tolerancia a herbicidas de triazina
(vide Hirschberg et al. (1983) Science, 222:1346-1349); antranilato sintase,
que confere tolerdncia a 5-metiltriptofano (vide Patente U. S. numero
4.581.847); acido diidrodipicolinico sintase ("dap A"), que confere tolerancia
a aminoetil cisteina (vide Publicagdo de Pedido .de Patente PCT
W089/11789); fitoeno desaturase ("crtf), que confere tolerancia a herbicidas
de piridazinona tais como norflurazon (vide Publicagdo de Patente Japonesa
JP06343473); hidroxifenil piruvato dioxigenase, que confere tolerancia a
herbicidas de ciclopropilisoxazol tal como isoxaflutol (vide Patente U. S. nu-
mero 6.268.549; vide também Publicagdo de Pedido de Patente PCT
WQO96/38567); protoporfirinogénio oxidase | modificada ("protox"), que confe-
re tolerancia a inibidores de protoporfirinogénio oxidase (vide Patente U. S.
nimero 5.939.602); ariloxialcanoato dioxigenase ("AAD-1"), que confere tole-
rancia a um herbicida que contém uma porgdo de ariloxialcanoato (vide Pu-
blicagédo de Pedido de Patente PCT WO05/1 07437), exemplos de tais herbi-

cidas incluem fendxi auxinas (tais como 2,4-D e diclorprop), piridiloxi auxinas

~ (tais como fluroxipir e triclopir), inibidores de ariloxifenoxipropionatos (AOPP)

acetilcoenzima A carboxilase (ACCase), (tais como haloxifop, quizalofop, e
diclofop) e inibidores de fenoxiacetato protoporfirinogénio oxidase IX 5-

modificados (tais como piraflufen e flumiclorac).
Combinacdes de plantas parentais: o método dessa invengéo

pode ser executado usando vérias combinagdes das primeiras plantas pa-
rentais e segundas plantas parentais. Em muitas modalidades do método, a
segunda planta parental é tolerante ao primeiro hefbicida; por exemplo, a
segunda planta parental pode conter no seu genoma um transgene que con-
fere tolerancia ao primeiro herbicida. Essa invengéo abrange modalidades
do método em que: (a) o tecido reprodutivo é tecido reprodutivo masculino, a
primeira planta parental é indutivamente macho estéril, e a segunda planta
parental é normalmente fértil; ou (b) o tecido reprodutivo é tecido reprodutivo
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masculino, a primeira planta parental é indutivamente macho-estéril, e a se-
gunda planta parental é fémea-estéril; ou (c) o tecido reprodutivo € tecido
reprodutivo masculino, a primeira planta parental é indutivamente macho-
estéril, e a segunda planta parental é indutivamente fémea-estéril; ou (d) o
tecido reprodutivo é tecido reprodutivo feminino, a primeira planta parental €
indutivamente fémea-estéril, e a segunda planta parental é normalmente fe-
til; ou (e) o tecido reprodutivo é tecido reprodutivo feminino, a primeira planta

~ parental é indutivamente fémea-estéril, e a segunda planta parental é macho

estéril; ou (f) o tecido reprodutivo é tecido reprodutivo feminino, a primeira
planta parental é indutivamente fémea-estéril, e a segunda planta parental €
indutivamente macho-estéril.

Em uma modalidade do método, o tecido reprodutivo é tecido
reprodutivo masculino, a primeira planta parental é indutivamente macho-
estéril, e a segunda planta parental inclui uma segunda planta parental
transgénica, indutivamente fémea-estéril contendo no seu genoma um cons-
tructo de DNA recombinante que transcreve RNA que inclui: (i) pelo menos
um sitio de reconhecimento de miRNA exégeno reconhecNeI por um segun-
do miRNA maduro que é especificamente expresso em tecido reprodutivo
feminino da segunda planta parental; e (i) um segundo RNA mensageiro
que codifica uma segunda proteina que confere tolerdncia a um segundo
herbicida; em que o segundo miRNA maduro suprime especificamente a ex-
pressdo da segunda proteina no tecido reprodutivo feminino, e em que a
fémea esterilidade da segunda planta parental é induzivel pela aplicagao do
segundo herbicida a segunda planta parental. Em outra modalidade, o tecido
reprodutivo é tecido reprodutivo feminino, a primeira planta parental € induti-
vamente fémea estéril, e a segunda planta parental inclui uma segunda plan-
ta parental transgénica, indutivamente macho estéril que contém no seu ge-
noma um constructo de DNA recombinante que transcreve RNA que inclui:
(i) pelo menos um sitio de reconhecimento de miRNA exdgeno reconhecivel
por um segundo miRNA maduro que é especificamente expresso em tecido
reprodutivo masculino da segunda planta parental; e (ii) um segundo RNA
mensageiro que codifica uma segunda proteina que confere tolerancia a um
segundo herbicida, em que o segundo miRNA maduro suprime especifica-
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mente a expressao da segunda proteina no tecido reprodutivo masculino, e
em que a macho esterilidade da segunda planta parental & induzivel pela
aplicagdo do segundo herbicida a segunda planta parental. Nessas modali-
dades, o primeiro e segundo RNAs mensageiros podem ser idénticos, ou
podem ser diferentes. Nessas modalidades, o primeiro herbicida e o segun-
do herbicida podem ser idénticos ou podem ser diferentes. Em alguns casos,
pelo menos um do primeiro herbicida e do segundo herbicida inclui um her-
bicida sistémico. Em modalidades preferidas, pelo menos um do primeiro
herbicida e do segundo herbicida inclui pelo menos um herbicida seleciona-
do a partir do grupo que consiste em glifosato, dicamba, glufosinato, sulfoni-

~ luréias, imidazolinonas, bromoxinil, acido 2,2-dicloropropidnico, inibidores de

acetolactato sintase, cicloezanodiona, ariloxifenoxipropionato, herbicidas de
sulfonamida, herbicidas de triazina, 5-metiltriptofano, aminoetil cisteina, her-
bicidas de piridazinona, herbicidas de ciclopropilisoxazol, inibidores de pro-
toporfirinogénio oxidase, e herbicidas que contém uma porgao de ariloxial-
canoato.

Em uma modalidade do método, a primeira planta parental é
uma planta transgénica indutivamente estéril que contém no seu genoma um
constructo de DNA recombinante que transcreve RNA que inclui: (i) pelo
menos um sitio de reconhecimento de miRNA exdgeno reconhecivel por um
miRNA maduro que é especificamente expresso em tecido reprodutivo mas-
culino da planta; e (i) RNA mensageiro que codifica uma proteina que confe-
re tolerancia a um herbicida, em que o miRNA maduro suprime especifica-
mente a expressdo da proteina no tecido reprodutivo masculino, e em que a
macho esterilidade da planta transgénica é induzivel pela aplicagao do her-
bicida & planta, e a segunda planta parental é normalmente fértil. Para indu-
zir macho esterilidade da primeira planta parental, o herbicida é preferivel-
mente aplicado sob um regime que resulta na incapacidade da primeira plan-
ta parental produzir gametas masculinos (ou as estruturas reprodutivas mas-
culinas) necessarias para fertilizagdo normal da segunda planta parental. Em
tais modalidades, a segunda planta parehtal é geralmente tolerante ao
mesmo herbicida usado para induzir macho esterilidade da primeira planta
parental, e assim a primeira e segunda plantas parentais podem ser tratadas
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com o mesmo herbicida, preferivelmente simultaneamente (por exemplo,
juntas em um campo). Um cruzamento da primeira e segunda plantas paren-
tais produz semente que é o resultado de polinizagao da primeira planta pa-
rental pela segunda planta parental.

Em outra modalidade do método, a primeira planta parental é
uma planta transgénica indutivamente estéril que contém no seu genoma um
constructo de DNA recombinante que transcreve RNA que inclui: (i) pelo
menos um sitio de reconhecimento de miRNA exdgeno reconhecivel por um
miRNA maduro; e (i) um RNA mensageiro que codifica uma proteina que
confere tolerancia a um herbicida, em que o miRNA maduro suprime especi-
ficamente a expressado da proteina no tecido reprodutivo feminino ou no évu-
lo fertilizado, e em que a fémea esterilidade da planta transgénica & induzivel
pela aplicacdo do herbicida a planta, o herbicida é preferivelmente aplicado
sob um regime que resulta, por exemplo, na incapacidade da pfimeira planta
parental produzir gametas femininos capazes de ser fertilizados, ou na inca-
pacidade de produzir uma semente completamente desenvolvida (seja viavel
ou estéril), ou a incapacidade de produzir semente de progénie viavel capaz
de ser germinada e se desenvolver em uma planta de progénie normal. Em
tais modalidades, a segunda planta parental é geralmente tolerante ao
mesmo herbicida usado para induzir fémea esterilidade da primeira planta
parental, e assim a primeira e segunda plantas parentais podem ser tratadas
com o mesmo herbicida, preferivelmente simultaneamente. Um cruzamento
da primeira e segunda plantas parentais produz semente que é o resultado
de polinizacdo da segunda planta parental pela primeira planta parental.

Outro aspecto da invengdo fornece um método para prodUzir
uma semente hibrida ndo natural, que inclui as etapas de: (a) fornecer uma
primeira planta parental que inclui uma planta transgénica cultivada a partir
de uma primeira célula de planta transgénica (por exemplo, uma primeira
célula de milho transgénica) que contém no seu genoma um primeiro cons-
tructo de DNA recombinante que transcreve RNA que inclui: (i) pelo menos
um sitio de reconhecimento de miRNA exdgeno reconhecivel por um primei-
ro miRNA maduro, e (ii) um primeiro RNA mensageiro que codifica uma pro-

teina que confere tolerdncia a um primeiro herbicida, em que o primeiro
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miRNA maduro é especificamente expresso em tecido reprodutivo masculino
da primeira planta parental, assim suprimindo especificamente a expressao
da proteina no tecido reprodutivo masculino, e em que a macho esterilidade
da primeira planta parental é induzivel pela aplicacéo do primeiro herbicida a
primeira planta parental; (b) fornecer uma segunda planta parental que inclui
uma planta transgénica cultivada a partir de uma segunda célula de planta
transgénica (por exemplo, uma segunda célula de milho transgénica) que
contém no seu genoma um segundo constructo de DNA recombinante que
transcreve RNA que inclui: (i) pelo menos um sitio de reconhecimento de
miRNA exdgeno reconhecivel por um segundo miRNA maduro, e (ii) um pri-
meiro RNA mensageiro que codifica uma prdteina que confere tolerancia a
um segundo herbicida, em que o segundo miRNA maduro é especificamente
expresso em tecido reprodutivo feminino da segunda planta parental, assim
suprimindo especificamente a expressdo da proteina no tecido reprodutivo
feminino, e em que a fémea esterilidade da segunda planta parental é indu-
zivel pela aplicagdo do segundo herbicida a segunda planta parental; (c) a- .
plicar o primeiro herbicida e o segundo herbicida as plantas parentais, assim
induzindo macho esterilidade na primeira planta parental e fémea esterilida-
de na segunda planta parental; (d) cruzar a primeira e segunda plantas pa-
rentais, em que dvulos da primeira planta parental séo polinizados por pdlen
da segunda planta parental, assim produzindo semente hibrida nédo natural
(por exemplo, semente de milho hibrida ndo natural).

Ao praticar qualquer um dos métodos para produzir semente

- hibrida, "cultivado" refere-se a cultivar uma planta transgénica por regenera-

cao direta a partir da primeira célula de planta transgénica ou cultivar uma

‘planta de progénié transgénica da planta transgénica regenerada. Métodos

para regenerar diretamente uma planta transgénica a partir de uma célula de
planta transgénica, ou para cultivar plantas de progénie transgénicas (inclu-
indo plantas de progénie natural e plantas de progénie hibrida) sdo bem-
conhecidas na técnica, e sdo descritas aqui sob o titulo "Fazendo e Usando
Células de Planta Transgénicas e Plantas Transgénicas".

O segundo RNA mensageiro pode ser o mesmo ou pode ser di-

ferente do primeiro RNA mensageiro. Em vérias modalidades, o primeiro
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RNA mensageiro e o segundo RNA mensageiro (a) séo idénticos; ou (b) séo
diferentes e codificam segmentos diferentes da proteina; (c) sdo diferentes e
codificam segmentos de proteinas diferentes. Em modalidades preferidas, o
primeiro e segundo RNA mensageiros (sejam os mesmos ou diferentes) con-
ferem tolerancia ao mesmo herbicida, o que fornece a conveniéncia de tratar
um campo da primeira e segunda plantas parentais misturadas com um uni-
co herbicida; quando necessario, o herbicida é aplicado em um ou mais
momentos a fim de induzir macho esterilidade da primeira planta parental e
fémea esterilidade da segunda planta parental. Em alguns casos, o primeiro
RNA mensageiro codifica uma primeira proteina que confere tolerancia a um
herbicida, e o segundo RNA mensageiro codifica uma segunda proteina dife-
rente, que confere tolerancia ao mesmo herbicida; um exemplo néo limitante
é onde a primeira e segunda proteinas sé@o selecionadas a partir de um gru-
po (incluindo 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase, glifosato acetiltransfe-
rase e glifosato descarboxilase) em que todos conferem toleréncia ao glifo-
sato. Em outras modalidades, o primeiro e o segundo RNA mensageiros
conferem tolerancia a dois herbicidas diferentes, e preferive'lmente a primeira
e a segunda plantas parentais contém ambas no seu genoma DNA que codi-
fica duas proteinas, cada uma conferindo tolerancia a um dos dois herbici-
das, permitindo que um campo da primeira e segunda plantas parentais seja
tratado com os dois herbicidas (simultaneamente ou separadamente). Em
varias modalidades do método o primefro herbicida e o segundo herbicida
(a) sdo idénticos; (b) sdo diferentes (em que a primeira e a segunda plantas
parentais preferivelmente tém tolerancia tanto ao primeiro como ao segundo
herbicida).

Regimes de aplicagdo de herbicida sdo usados por meio dos
quais esterilidade induzivel é obtida preferivelmente sem perda de campo ou
outros resultados indesejéaveis. Aplicagdo(6es) de herbicida (é)sao reguladas
a fim de induzir esterilidade. Em um exemplo analogo, uma linhagem de al-
godéao transgénico (RR1445) que contém EPSPS sob o controle de um pro-
motor constitutivo de FMV 358, foi descoberto ter alta expressao de EPSPS
na maioria dos tecidos vegetativos, mas baixa expressdo de EPSPS em cer-

tos tipos de tecido reprodutivos masculinos (células méae de pdlen, gametdfi-
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tos masculinos, e tapetum); aplicagdes de glifosato apds o estagio de quatro
folhas resulta em esterilidade masculina (vide, Chen et al. (2006) Plant Bio-
technol. J., 4:477-487, publicado antecipadamente online em 7 de junho de
2006, doi: 10.1111/j.1467-7652.2006.00203.x).

Em modalidades preferidas, o método é util para produzir se-
mente hibrida ndo natural de uma planta de cultivo propagada por semente,
tal como aquelas descritas sob o titulo "Fazendo e Usando Células de Planta
Transgénicas e Plantas Transgénicas", por exemplo, milho, arroz, trigo, a-
veia, cevada, centeio, triticale, paingo, sorgo, quinoa, amaranto, trigo sarra-
ceno, grama de forragem, turfa, alfafa, algoddo, acgafroa, girassol, soja, cano-
la, colza, linho, amendoim, feijdo, ervilha, lentilha, alfafa, alface, aspafgo,
alcachofra, aipo, cenoura, rabanete, repolho, couve galega, mostarda, broco-
lis, couve flor, couve de Bruxelas, nabo, couve rabano, pepino, meles, abo-
bora moranga, abobora menina, cebola, alho-poré, chalotas, cebolinha, to-
mate, berinjela, pimenta, fisélis, beterraba, acelga, espinafre, plantas orna-
mentais, e arvores florestais. Em uma modalidade particularmente preferida,
a semente hibrida ndo natural é semente de milho. Semente hibrida nao na-
tural produzida usando atividade humana que inclui qualquer uma das moda-
lidades do método sdo especificamente adicionalmente reivindicadas.
PLANTAS TRANSGENICAS INDUTIVAMENTE ESTEREIS CONTENDO UM

CONSTRUCTO DE DNA RECOMBINANTE

Um aspecto independente dessa invengdo inclui uma planta
transgénica indutivamente estéril que contém no seu genoma um constructo
de DNA recombinante que transcreve RNA que inclui: (a) pelo menos um
sitio de reconhecimento‘de miRNA exdgeno reconhecivel por um miRNA
maduro que é especificamente expresso em tecido reprodutivo da planta; e
(b) RNA mensageiro que codifica uma proteina que confere tolerdncia a um
herbicida, em que o miRNA maduro suprime especificamente a expressao
da proteina no tecido reprodutivo, e em que a esterilidade da segunda planta
parental é induzivel pela aplicagdo do herbicida a planta. Em uma modalida-
de, o tecido reprodutivo é tecido reprodutivo masculino e a esterilidade €
macho esterilidade. Em outra modalidade, o tecido reprodutivo é tecido re-

produtivo feminino e a esterilidade é fémea esterilidade. Em uma modalidade
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adicional, o tecido reprodutivo é tecido reprodutivo inclui um 6vulo fertilizado,
e a esterilidade resulta na falha de évulo fertilizado se desenvolver para uma
semente viavel.

Em modalidades preferidas, a planta transgénica indutivamente
estéril é uma planta de cultivo propagada por semente, por exemplo, milho,
milho, arroz, trigo, aveia, cevada, centeio, triticale, paingo, sorgo, quinoa,
amaranto, trigo sarraceno, grama de forragem, turfa, alfafa, algodao, acafro-
a, girassol, soja, canola, colza, |inho,l amendoim, feijdo, ervilha, lentilha, alfa-
fa, alface, aspargo, alcachofra, aipo, cenoura, rabanete, repolho, couve ga-
lega, mostarda, brécolis, couve flor, couve de Bruxelas, nabo, couve rabano,
pepino, melbes, abébora moranga, abobora menina, cebola, alho, alho-pord,
chalotas, cebolinha, tomate, berinjela, pimenta, fisalis, beterraba, acelga,
espinafre, plantas ornamentais, e arvores florestais.

Constructos de DNA Recombinantes: a planta transgénica indu-
tivamente estéril, fornecida por essa invengéao tem no seu genoma u_m cons-
tructo de DNA recombinante que transcreve RNA que inclui: (a) pelo menos
um sitio de reconhecimento de miRNA exégeno que transcreve RNA que
inclui: (a) pelo menos um sitio de reconhecimento de miRNA exdgeno reco-
nhecivel por um miRNA maduro que é esp'ecificamente expresso em tecido
reprodutivo da planta; e (b) RNA mensageiro que codifica uma proteina que
confere tolerancia a um herbicida, em que o miRNA maduro suprime especi-

ficamente a expressido da proteina no tecido reprodutivo, € em que a esteri-
lidade da segunda planta parental é induzivel pela aplicagéo do herbicida a
planta. Esse constructo de DNA recombinante é util para fazer cromossomos

de planta, células, plantas e sementes transgénicos, que contém tal cons-

tructo, todos os quais sdo particularmente Uteis para a produg¢é@o de semente
hibrida.

Em varias modalidades dessa invencdo, incluindo modalidades
da planta transgénica indutivamente estéﬁl, o constructo de DNA recombi-
nante ainda inclui pelo menos um elemento selecionado a partir de: (a) um
promotor de planta; (b) um elemento de supressao génica; (c) um intron; (d)
um elemento de expressao génica; (e) DNA que transcreve um aptamero de
RNA capaz de se ligar a um ligante (f) DNA que transcreve um aptamero de
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RNA capaz de se ligar a um ligante e DNA que transcreve RNA regulatério
capaz de regular a expressdo de um gene alvo, caracterizado em que a re-
gulagdo é dependente da conformagao do RNA regulatério, e a conformacgao
do RNA regulatério é afetada alostericamente pelo estado de ligagao do ap-
tamero de RNA, e (g) pelo menos uma borda de T-DNA. Esses e outros e-
lementos (por exemplo, terminadores e DNA espagador) Uteis nessa inven-
cao sdo descritos em detalhe abaixo sob os titulos "Promotores"; "Elementos
de Supressao Génica", "introns", "Elementos de Expressdo Génica", "Apta-
meros", "Ligantes", "RNA regulatério”, "Bordas de T-DNA". Terminadores®, e
"DNA espacador" e em outros locais nessa descri¢do. Exemplos n&o limitan-
tes de como esses varios elementos podem ser dispostos estdo descritos
nas Figuras 1 e 2. Técnicas para fazer e usar constructos de DNA recombi-
nantes da invengdo, para fazer células de planta transgénicas que contém
os constructos de DNA recombinantes e plantas, sementes e piantas de pro-
génie transgénicas derivadas delas, e para testar os efeitos de transcrever
os constructos de DNA recombinantes, sdo descritos em detalhe sob os titu-
los "Fazendo e Usando Constructos de DNA Recombinantes", "Fazendo e
Usando Células de Planta Transgénicas e Plantas Transgénicas" e em ou-
tros locais nessa descrigao.

Promotores: geralmente, o constructo de DNA recombinante in-
clui um promotor operativamente ligado ao DNA capaz de ser transcrito.
Promotores adequados incluem qualquer promotor que é capaz de transcre-
ver DNA na célula de planta onde a transcrigéo é desejada. Promotores nao
constitutivos adequados para uso com os constructos de DNA recombinan-
tes da invengdo incluem promotores espacialmente especificos, promotores
temporalmente especificos e promotores induziveis. Promotores espacial-
mente especificos podem incluir promotores organela-, célula-, tecido-, ou
6rgdo-especificos funcionais em uma planta (por exemplo um promotor
plastideo-especifico, raiz-especifico, pdlen-especifico, ou semente-espe-
cifico para suprimir a expressdo do primeiro RNA alvo em plastideos, raizes,
pblen, ou sementes, respectivamente). Em muitos casos, um promotor se-
mente-especifico, embrido-especifico, aleurona-especifico, ou endosperma-
especifico é especialmente util. Promotores temporalménte especificos po-



10

15

20

25

30

31

dem incluir promotores que tendem a promover expressao durante certos
estagios de desenvolvimento no crescimento ou ciclo reprodutivo de uma
planta, ou durante momentos diferentes do dia e da noite, ou em diferentes
estagbes em um ano. Promotores induziveis incluem promotores induzidos
por quimicos (por exemplo, quimicos exégenos ou sintéticos assim como
ferormonios enddgenos e outras moléculas de sinalizagdo) ou por condigcoes
ambientais tais como, mas ndo limitadas a, estresse biético ou abidtico (por
exemplo, falta de agua ou seca, calor, frio, niveis de nutriente ou sal altos ou
baixos, niveis de luz altos ou baixos, ou infecgdo por praga ou patdgeno).
Um promotor expressao-especifico também pode incluir promotores que sao
geralmente expressos constitutivamente mas em graus ou "forgas" diferen-
tes de expressao, incluindo promotores comumente tidos como “promotores
fortes" ou como "promotores fracos". Pelo fato do sitio de reconhecimento de
miRNA fornecer controle de expresséo tecido-seletiva do RNA mensageiro,
em muitas modalidades preferidas o promotor é simplesmente um promotor
constitutivo.

Exemplos especificos ndo limitantes de prorhotores uteis em
plantas incluem um promotor de opalina sintase isolado de T-DNA de Agro-
bacterium, e um promotor 35S de virus do mosaico da couve flor, entre ou-
tros, assim como elementos promotores intensificados ou elementos promo-
tores quiméricos, por exemplo, um_promotor 35S de virus do mosaico da
couve flor (CaMV) intensificado ligado a um elemento intensificador (um in-
tron da proteina de choque térmico 70 de Zea mays). Muitos promotores ex-

pressdo-especificos funcionais em plantas e Uteis em aspectos da invencgao

sdo conhecidos na técnica. Por exemplo, Patentes U.S. 5.837.848;

6.437.217 e 6.426.446 descrevem promotores especificos de raiz; Patente
U.S. 6.433.252 descreve um promotor de oleosina L3 de milho; a Publicagao
de Pedido de Patente U.S. 2004/0216189 descreve um promotor para um
gene nuclear de planta que codifica uma aldolase localizada em plastideo;
Patente U.S. 6.084.089 descreve promotores induziveis pelo frio; Patente
U.S. numero 6.140.078 descreve promotores induziveis por sal; Patente U.S.
6.294.714 descreve promotores induziveis por luz, Patente U.S. 6.252.138
descreve promotores induziveis por patégeno; e Publicagdo de Pedido de
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Patente U.S. 2004/0123347 A1 descreve promotores induziveis por falta de
agua.

O elemento promotor pode incluir seqiéncias de acido nucléico
que sdo promotores ou elementos promotores ou homdlogos desses de o-
corréncia nao natural, mas que podem regular a expressao de um gene. E-
xemplos de tais seqiiéncias regulatérias "independentes de gene" incluem
seqUénCias de RNA de ocorréncia natural ou desenhadas artificialmente que
incluem uma regido de ligagdo a um ligante ou aptadmero e uma regiao regu-
latdria (Que pode ser cis-atuante ou transatuante). Vide, por exemplo, Isaacs
et al. (2004) Nat. Biotechnol., 22:841-847, Bayer & Smolke (2005) Nature
Biotechnol., 23:337-343, Mandal & Breaker (2004) Nature Rev. Mol. Cell Bi-
ol., 5:451-463, Davidson & Ellington (2005) Trends Biotechnol., 23:1.09-1 12,
Winkler et al. (2002) Nature, 419:952-956, Sudarsan et al. (2003) RNA,
9:644-647, e Mandal & Breaker (2004) Nature Struct. Mol. Biol., 11:29-35.
Tais “riboreguladores" poderiam ser selecionados ou desenhados para es-
pecificidade espacial ou temporal especifica, por exemplo, para regular a
traducdo do gene exdgeno apenas na presenca (ou auséncia) de uma dada
concentragao do ligante apropriado.

Elementos de supressdo génica: o elemento de supressdo géni-
ca pode ser DNA capaz de ser transcrito de qualquer extenséo adequada, e
incluird geralmente pelo menos cerca de 19 a cerca de 27 nucleotideos (por
exemplo, 19, 20, 21, 22, 23 ou 24 nucleotideos) para cada gene alvo que o
constructo de DNA recombinante é planejado para suprimir. Em muitas mo-
dalidades o elemento de supressdo génica inclui mais do que 23 nucleoti-
deos (por exemplo, mais do que cerca de 30, cerca de 50, cerca de 100,

‘cerca de 200, cerca 300, cerca de 500, cerca de 1000, cerca de 1500, cerca

de 2000, cerca de 3000, cerca de 4000, ou cerca de 5000 nucleotideos) para
cada gene alvo que o DNA recombinante é planejado para suprimir. Genes

alvo sao descritos sob o titulo "Genes Alvo".
Elementos de supressdo génica adequados uteis nos construc-

tos de DNA recombinantes da invengdo incluem pelo menos um elemento
(e, em algumas modalidades, multiplos elementos) selecionados a partir do

grupo que consiste em:
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(a) DNA que inclui pelo menos segmento de DNA anti-sentido
que é anti-sentido a pelo menos um segmento de pelo menos um primeiro
gene alvo;

(b) DNA que inclui multiplas cépias de pelo menos um seg-
mento de DNA anti-sentido que é anti-sentido a pelo menos um segmento de
pelo menos um primeiro gene alvo;

(c) DNA que inclui pelo menos um segmento de DNA sentido
que é pelo menos um segmento de pelo menos um primeiro gene alvo;

(d) DNA que inclui multiplas copias de pelo menos um seg-
mento de DNA sentido que é pelo menos um segmento de pelo menos um
primeiro gene alvo; ‘ |

() DNA que transcreve RNA para suprimir pelo menos um
primeiro gene alvo pela formagdo de RNA duplo filamento e inclui pelo me-
nos um segmento de DNA anti-sentido que é anti-sentido a pelo menos um
segmento do pelo menos um primeiro gene alvo;

~(f) DNA que transcreve RNA para suprimir pelo menos um
primeiro gene alvo pela formagdo de um RNA duplo filamento e inclui multi-
plos segmentos seriados de DNA anti-sentido que séo anti-sentido a pelo
menos um segmento do pelo menos um primeiro gene alvo e muttiplos seg-
mentos seriados de DNA sentido que sao pelp menos um segmento do pelo
menos um primeiro gene alvo; .

(@) DNA que transcreve RNA para suprimir pelo menos um
primeiro gene alvo pela formagao de mditiplas duplos filamentos de RNA e
inclui multiplos segmentos de DNA anti-sentido que séo anti-sentido a pelo
menos um segmento do pelo menos um primeiro gene alvo e multiplos seg-
mentos de DNA sentido que sdo pelo menos um segmento do pelo menos

um primeiro gene alvo, e em que os ditos multiplos segmentos de DNA anti-

sentido e os mdultiplos segmentos de DNA sentido estao dispostos em uma
série de repétigées invertidas;

(h) DNA que inclui nucleotideos derivados de um miRNA, pre-
ferivelmente um miRNA de plahta;

(i)  DNA que inclui nucleotideos de um siRNA;

() DNA que transcreve um aptamero de RNA capaz de se
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ligar a um ligante; e

(k} DNA que transcreve um aptamero de RNA capaz de se
ligar a um ligante, e DNA que transcreve RNA regulatério capaz de regular a
expressao de pelo menos um primeiro gene alvo, em que a regulagao é de-
pendente da conformacao do RNA regulatério, e a conformacdo do RNA re-
gulatério é alostericamente afetada pelo estado de ligagdo do aptamero de
RNA.

Representagbes ndo limitantes desses.elementos de supressio
génica séo ilustradas na Figura 2. Qualquer um desses elementos de su-
pressao génica, transcrevendo para um unico RNA duplo filamento ou para
rmjltiplos RNAs duplo filamento, podem ser desenhados para suprimir mais
de um gene alvo, incluindo, por exemplo, mais de um alelo de um gene alvo,
multiplos genes alvo (ou mdltiplos segmentos de pelo menos um gene alvo)
de uma unica espécie, ou genes alvo de espécies diferentes. Aptameros,
RNA regulatdrio, e ligantes sdo descritos sob seus respectivos titulos abaixo.

Segmentos de DNA anti-sentido: em uma modalidade, o pelo
menos um segmento de DNA anti-sentido que € anti-sentido a pelo menos
um segmento do pelo menos um primeiro gene alvo inclui seqiiéncia de DNA
que é anti-sentido ou complementar a pelo menos um segmento do pelo
menos um primeiro gene alvo, e pode incluir multiplos segmentos de DNA
anti-sentido, isto €, multiplas cépias de pelo menos um segmento de DNA
anti-sentido que é anti-sentido a pelo menos um segmento do pelo menos
um primeiro gene alvo. Mditiplos segmentos de DNA anti-sentido podem in-
cluir sequéncia de DNA que é anti-sentido ou complementar a mdaltiplos
segmentos do pelo menos um primeiro gene alvo, ou a multiplas cépias de
um segmentd do pelo menos um primeiro gene alvo, ou a segmentos de
mt]ltiplos primeiros genes alvo, ou a qualquer combinagéo desses. Multiplos
segmentos de DNA anti-sentido podem ser fundidos em uma quimera', por
exemplo, que inclui sequéncias de DNA que sdo anti-sentido a muitiplos
segmentos de um ou mais primeiros genes alvo e fundidas juntas.

A sequiéncia de DNA anti-sentido que é anti-sentido ou comple-
mentar a (isto é, pode formar pares de base de Watson Crick com) pelo me-
nos um segmento do pelo menos um primeiro gene alvo tem preferivelmente
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pelo menos cerca de 80%, ou pelo menos cerca de 85%, ou pelo menos
cerca de 90%, ou pelo menos cerca de 95% de complementaridade a pelo
menos um segmento do pelo menos um primeiro gene alvo. Em uma moda-
lidade preferida, a seqiiéncia de DNA que é anti-sentido ou complementar a
pelo menos um segmento do pelo menos um primeiro gene alvo tem entre
cerca de 95% a cerca de 100% de complementaridade a pelo menos um
segmento do pelo menos um primeiro gene alvo. Onde o0 pelo menos um
segmento de DNA anti-sentido inclui muitiplos segmentos de DNA anti-

'sentido, o grau de complementaridade. pode ser, mas ndo precisa ser, idénti-

co para todos os multiplos segmentos de DNA anti-sentido.

Segmentos de DNA sentido: em outra modalidade, o pelo menos
um segmento de DNA sentido que é pelo menos um segmento do pelo me-
nos um primeiro gene alvo inclui seqiéncia de DNA que corresponde a (isto
é, tem uma seqiiéncia que é idéntica ou substancialmente idéntica a) pelo

menos um segmento do pelo menos um primeiro gene alvo, e pode incluir

~ muiltiplos segmentos de DNA sentido, isto é, multiplas.cépias de pelo menos

um segmento de DNA sentido que corresponde a (isto é, tem a seqiéncia de
nucleotideo de) pelo menos um segmento do pelo menos um primeiro gene
alvo. Mditiplos segmentos de DNA sentido podem incluir sequiéncia de DNA
que é ou que corresponde a muiltiplos segmentos do pelo menos um primei-

ro gene alvo, ou a multiplas copias de um segmento do pelo menos um pri- .
~ meiro gene alvo, ou a segmentos de multiplos genes alvo, ou a qualquer

combinagdo desses. Mdltiplos segmentos de DNA sentido podem ser fundi-
dos em uma quimera, isto é, podem incluir seqiiéncias de DNA que corres-

pondem a multiplos segmentos de um ou mais primeiros genes alvo e fundi-

das juntas. .
| A sequiéncia de DNA sentido que corresponde a pelo menos um
segmento do gene alvo tem preferivelmente pelo menos cerca de 80%, ou
pelo menos cerca de 85%, ou pelo menos cerca de 90%, ou pelo menos
cerca de 95% dé identidade de seqiéncia a pelo menos um segmento do
gene alvo. Em Uma modalidade preferida, a seqtiéncia de DNA que corres-
ponde a pelo menos um segmento do gene alvo tem entre cerca de 95% a
cerca de 100% de identidade de seqiiéncia a pelo menos um segmento do
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gene alvo. Onde o pelo menos um segmento de DNA sentido inclui multiplos
segmentos de DNA sentido, o grau de identidade de seqliéncia pode, mas
néo precisa, ser idéntico para todos os multiplos segmentos de DNA sentido.

Multiplas cdpias: onde o elemento de supressao génica inclui
multiplas copias de sequéncia de DNA anti-sentido ou multiplas de seqién-
cia de DNA sentido, essas multiplas cépias podem ser dispostas seriada-
mente em repeticGes em tandem. Em algumas modalidades, essas multiplas

- copias podem ser dispostas seriadamente extremidade-para- extremidade,

isto &, em repeticdes em tandem conectadas diretamente. Em algumas mo-
dalidades, essas muiltiplas cépias podem ser dispostas em repeticbes em
téndem interrompidas, onde um ou mais segmentos de DNA espacador po-
dem estar localizados adjacentes a uma ou mais das muiltiplas cépias. Repe-
ticoes em tandem, conectadas diretamente ou interrompidas ou qualquer
combinagcdo de ambas, podem incluir multiplas cépias de uma Unica se-
quéncia de DNA anti-sentido ou multiplas cépias de uma unica sequéncia de
DNA sentido em uma disposi¢cdo seriada ou pode incluir multiplas copias de
mais de uma sequéncia de DNA anti-sentido ou de mais de uma seqiéncia
de DNA sentido em uma disposi¢ao seriada.

RNA duplo filamento: nessas modalidades em que o elemento
de supressdo génica inclui pelo menos um segmento de DNA anti-sentido
que é anti-sentido a pelo menos um segmento do pelo menos um gene alvo
ou pelo menos um segmento de DNA sentido que é pelo menos um segmen-
to do pelo menos um gene alvo, RNA transcrito a partir de qualquer um dos
pelo menos um DNA anti-sentido ou pelo menos um DNA sentido pode se
tornar duplo filamento pela agdo de uma RNA polimerase dependente de
RNA. Vide, pdr exemplo, Patente U.S. nimero 5.283.184.

Em outras modalidades ainda, o elemento de supressdo génica
pode inclui DNA que transcreve RNA para suprimir o0 pelo menos um primei-
ro gene alvo pela formagao de RNA duplo filamento e inclui pelo menos um
segmento de DNA anti-sentido que é anti-sentido a pelo menos um segmen-
to do pelo menos um gene alvo (como descrito acima sob o titulo "Segmen-
tos de DNA Anti-sentido") e pelo menos um segmento de DNA sentido que é
pelo menos um segmento do pelo menos um primeiro ’gene alvo (como des-
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crito acima sob o titulo "Segmentos de DNA Sentido"). Tal elemento de su-
pressao génica pode incluir adicionalmente segmentos de DNA espacador.
Cada pelo menos um segmento de DNA anti-sentido é complementar a pelo
menos uma parte de um segmento de DNA sentido a fim de permitir a for-
macao de RNA duplo filamento por hibridizagao intramolecular do pelo me-
nos um segmento de DNA anti-sentido e o pelo menos um segmento de
DNA sentido. Tal complementaridade entre um segmento de DNA sentido e
um segmento de DNA anti-sentido pode, mas nao precisa ser, 100% de
complementaridade; em algumas modalidades, essa complementaridade
pode ser preferivelmente de pelo menos cerca de 80%, ou pelo menos cerca
de 85%, ou pelo menos cerca de 90%, ou pelo menos cerca de 95% de

.complementaridade.

O RNA duplo filamento pode estar na forma de um unico "stem"
de dsRNA (regido de pareamento de base entre fitas sentido e anti-sentido),
ou pode ter muitiplos "stems" de dsRNA. Em uma modalidade, o elemento

~ de supressdo génica pode incluir DNA que transcreve RNA para suprimir o

pelo menos um primeiro gene alvo por formar essencialmente um unico RNA
duplo filamento e inclui muitiplos segmentos de DNA anti-sentido seriados
que sao anti-sentido a pelo menos um segmento do pelo menos um primeiro
gene alvo e multiplos segmentos de DNA sentido seriados que sao pelo me-
nos um segmento do pelo menos um primeiro géne alvo; os multiplos seg-
mentos anti-sentido seriados e multiplos segméntos sentido seriados podem
formar um unico "stem" ou muiltiplos "stems" de RNA duplo filamento em
uma disposi¢éo seriada (com ou sem DNA espacador sem pareamento de
base separando os muitiplos "stems"). Em outra modalidade, o elemento de
supressdo génica inclui DNA que transcreve RNA para suprimir o pelo me-
nos um primeiro gene alvo por formar multiplos “stems" de dsRNA de RNA e
inclui multiplos segmentos de DNA anti-sentido que sao anti-sentido a pelo
menos um segmento do pelo menos um primeiro gene alvo e muiltiplos seg-
mentos de DNA sentido que sdo pelo menos um segmento do pelo menos
um primeifo gene alvo, e em que os ditos multiplos segmentos de DNA anti-
sentido e os multiplos segmentos de DNA sentido sdo dispostos em uma
série de "stems" de dsRNA (tal como, mas nao limitado a "repeticdes inverti-
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das"). Tais multiplos "stems" de dsRNA podem ainda ser dispostos em sé-
ries ou grupos para formar repetigdes invertidas em tandem, ou estruturas
que lembram formatos de ‘cabeca de martelo" ou "folha de trevo". Qualquer
um desses elementos de supressado génica pode ainda incluir segmentos de
DNA espacgadores encontrados dentro de um "stem" de dsRNA (por exem-
plo, como um espagador entre multiplos segmentos de DNA anti-sentido e
sentido ou como um espacador entre um segmento de DNA anti-sentido e
um segmento de DNA sentido com pareamento de base) ou fora de um
"stem" de RNA duplo filamento (por exemplo, como uma regido de alca se-
parando um par de repetiches invertidas). Em casos onde segmentos de
DNA anti-sentido e sentido com pareamento de base sdo de comprimento
desigual, 0 segmento mais comprido pode agir como um espagador. A Figu-
ra 2 representa ilustragcdes de modalidades possiveis desses constructos de
supressao génica. |

miRNAs: em uma modalidade adicional, o elemento de supres-
séao génica pode incluir DNA que inclui nucleotideos derivados de um miRNA
(microRNA), isto é, uma sequéncia de DNA que corresponde a um miRNA
nativo a um virus ou um eucarioto de interesse (incluindo plantas e animais,
especialmente invertebrados), ou uma seqiéncia de DNA derivada de tal
miRNA nativo mas modificada para incluir seqiéncias de nucleotideo que
nao correspondem ao miRNA nativo. Embora miRNAs ndo tenham sido rela-
tados até o momento em fungos, miRNAs de fungos, que devem existir,
também sdo adequados para uso na invengdo. Uma modalidade preferida
inclui um elemento de supressao génica que contém DNA que inclui nucleo-
tideos derivados de um miRNA viral ou de planta. -

Em um exemplo nao limitante, os nucleotideos derivados de um
miRNA podem incluir DNA que inclui nucleotideos que correspondem a regi-
ao de alga de um miRNA nativo e nucleotideos derivados de um miRNA po-
dem incluir DNA derivado de uma sequléncia precursora de miRNA, tal como
sequéncia de primRNA ou pré-miRNA nativa, ou nucleotideos que corres-
pondem as regides de um miRNA nativo e nucleotideos qgue sao seleciona-
dos a partir de um numero de sequéncia de gene alvo tal que a estrutura
geral (por exemplo, a col'ocac,iéo de nao pareamentos na estrutura base do
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pré-miRNA) seja preservada para permitir que o pré-miRNA seja processado
em um miRNA maduro. Em outra modalidade ainda, o elemento de supres-
sa@o génica pode incluir DNA que inclui nucleotideos derivados de um miRNA
e € capaz de induzir ou guiar clivagem in-phase de um transcrito-endégeno
em siRNAs transatuantes, como descrito por Allen et al. (2005) Cell,
121:207-221. Dessa forma, o DNA que inclui nucleotideos derivados de um
miRNA pode incluir sequéncia de ocorréncia natural em um miRNA ou uma
molécula precursora de miRNA, seqléncia sintética, ou ambas.

siRNAs: ainda em outra modalidade, 0 elemento de supressao
génica pode incluir DNA que inclui nucleotideos de um pequeno RNA de in-
terferéncia (siRNA). O siRNA pode ser um ou mais siRNAs nativos (tais co-
mo siRNAs isolados de um 'eucarioto nao transgénico ou de um eucarioto
transgénico), ou pode ser uma ou mais seqliiéncias de DNA previstas para
ter atividade de siRNA (tal como pelo uso de ferramentas preditivas conheci-
das na técnica, vide, por exemplo, Reynolds et al. (2004) Nature Biotechnol.,
22:326-330). Multiplas sequiéncias de siRNA nativas ou previstas podem ser
unidas em uma sequéncia de siRNA quimérica para supressao génica. Tal
DNA que inclui nucleotideos de um siRNA preferivelmente inclui pelo menos
19 nucleotideos, e em algumas modalidades preferivelmente inclui pelo me-
nos 21, pelo menos 22, pelo menos 23, ou pelo menos 24 nucleotideos. Em
outras modalidades, o DNA que inclui nucleotideos de um siRNA pode con-
ter substancialmente mais de 21 nucleotideos, por exemplo, mais de cerca
de 50, cerca de 100, cerca de 300, cerca de 500, cerca de _1000, cerca de
3000, ou cerca de 5000 nucleotideos ou mais.

Genes alvo: o elemento de supressao génica pode ser projetado
para suprimir qualquer primeiro gene alvo. Em algumas modalidades, o
constructo ainda inclui um segundo elemento de supressao génica para su-
primir pelo menos um segundo gene alvo, em que o segundo elemento de
supressao génica esta localizado adjacente ao intron. Seja um primeiro ou
um segundo gene alvo, 0 gene alvo pode incluir um unico gene ou parte de
um unico gene que é direcionado para supressao ou pode incluir, por exem-
plo, multiplos segmentos consecutivos de um gene alvo, multiplos segmen-

tos nao consecutivos de um gene alvo, multiplos alelos de um gene alvo, ou
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multiplos genes alvo de uma ou mais espécies.

O gene alvo pode ser seqliéncia traduzivel (codificante), ou pode
ser sequéncia ndo codificante (tal como sequéncia regulatéria ndo codifican-
te), ou ambas, e pode incluir pelo menos um gene selecionado a partir do
grupo que consiste em um gene alvo eucariético, um gene alvo nao eucario-
tico, uma seqiiéncia de DNA precursora de microRNA, e um promotor de
microRNA. O gene alvo pode ser nativo (endégeno) a célula, (por exemplo,
uma célula de uma planta ou animal) na qual o constructo de DNA recombi-
nante da invengdo é transcrito. O gene alvo pode ser um gene exogeno, tal
como um transgene em uma planta. Um gene alvo pode ser um gene nativo
direcionado para supressao, com ou sem expressdo concomitante de um
transgene exdgeno, por exemplo, pela inclusdao de um elemento de expres-
sao génica no mesmo constructo de DNA recombinante ou em constructo de
DNA recombinante separado. Por exemplo, pode ser desejéveli substituir um
gene nativo por um transgene exégeno homologo.

O gene alvo pode incluir um (nico gene ou parte de um unico
gene que é direcionado para supressao, ou podé incluir, por exemplo, multi-
plos segmentos cbnsecutivos de um gene alvo, multiplos segmentos nao-
consecutivos de um gene alvo, multiplos alelos de um gene alvo, ou muiti-
plos genes alvo de uma ou mais espécies. Uma seqléncia de gene alvo po-
de incluir qualquer seqliéncia de qualquer espécie (incluindo, mas nao limi-
tada, a ndo-eucariotos tais como bactérias, e virus; fungos, plantas; incluindo
monocotileddneas e dicotiledoneas, tais como plantas de cultivo, plantas
ornamentais, e plantas nao-domesticadas ou selvagens; invertebrados tais
como artrépodes, anelideos, nematddeos, e moluscos; e vertebrados tais
como anfibios, peixes, aves, mamiferos domésticos ou selvagens, ou até
mesmo humanos.

Um aspecto da invengao fornece constructos de DNA recombi-
nante em que o gene alvo é exdgeno a planta na qual o constructo deve ser
transcrito, mas endégeno a uma praga ou patégeno (por exemplo, virus,
bactérias, fungos, oomicetos, e invertebrados tais como insetos, nematddeos
e moluscos) da planta. O gene alvo pode incluir multiplos gene alvo, ou mdil-
tiplos segmentos de um ou mais genes. Em uma modalidade preferida, o}
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gene ou genes alvo sdo um gene ou genes de uma praga ou patégeno inver-
tebrado da planta. Esses constructos de DNA recombinantes sdo particular-
mente Uteis em fornecer plantas transgénicas que tém resisténcia a uma ou
mais pragas ou patégenos de planta, por exemplo, resisténcia a um nemato-
deo tal como um nematddeo de cisto de soja ou nematédeo de nd de raiz ou

a um inseto nocivo. .
O gene alvo pode ser seqiéncia traduzivel (codificante), ou pode

ser seqliéncia nao-codificante (tal como uma sequéncia regulatéria nao-

codificante), ou ambas. Exemplos nao limitantes de um gene alvo incluem
sequéncia nao-traduzivel (néo-codificénte), tal como, mas nao limitada a,
regides 5’ nao traduzidas, promotores, intensificadores, ou outras regidoes
transcricionais nao-codificantes, regides 3’ ndo traduzidas, terminadores e
introns. Genes alvo incluem genes que codificam microRNAs, pequenos
RNAs de interferéncia, componentes de RNA de ribossomos ou ribozimas,
pequenos RNAs nucleolares, e outros RNAs nao-codificantes (vide, por e-
xemplo, sequiéncias de RNA nao-codificantes fornecidas publicamente em
rfam.wustl.edu; Erdmann et al. (2001) Nucleic Acids Res., 29:189-193; Got-
tesman (2005) Trends Genet., 21:399-404; Griffiths-Jones et al. (2005) Nu-

- cleic Acids Res., 33:121-124). Um exemplo 'especifico de um gene alvo inclui

um sitio de reconhecimento de microRNA (isto &, o sitio um um filamento de
RNA a qual miRNA maduro se liga e induz clivagém)._ Outro exemplo especi-
fico de um gene alvo inclui uma sequéncia precursora de microRNA nativa a
uma praga ou patégeno da planta transgénica, isto é, o transcrito primario
que codifica um microRNA, ou os intermediarios de RNA processados a par-
tir desse transcrito primario (por exemplo, um primRNA ou um pré-miRNA
limitado ao nucleo que pode ser exportado a partir do nucleo para o cito-
plasma). Vide, por exemplo, Lee et al. (2002) EMBO Journal, 21:4663-4670;
Reinhart et al. (2002) Genes & Dev., 16:161611626; Lund et al. (2004) Sci-
ence, 303:95-98; e Millar & Waterhouse (2005) Funct. Integr Genomics,
5:129-135. Genes alvo também podem incluir seqiéncia traduzivel (codifi-
cante) para genes que codificam fatores de transcricao e genes que codifi-
cam enzimas envolvidas na biossintese ou catabolismo de moléculas de in-

teresse (tais como, mas n&o limitadas a, aminoécidos, acidos graxos, e ou-
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tros lipideos, agucares, e outros carboidratos, polimeros biolégicos, e meta-
bdlitos secundarios incluindo alcaldides, terpendides, policetideos, peptideos
nao-ribossomais, e metabdlitos secundarios de origem biossintética mista').
Em muitas modalidades preferidas, o gene alvo € um gene es-
sencial da praga ou patdogeno de planta. Genes essenciais incluem genes
que sdo necessarios para o desenvolvimento da praga ou patégeno para um
adulto réprodutivo fértil. Genes essenciais incluem genes que, quando silen-
ciados o suprimidos, resultam na morte do organismo (como um adulto ou
em qualquer estagio do desenvolvimento, incluindo gametas) ou na incapa-
cidade do organismo de reproduzir com sucesso (por exemplo, esterilidade
em um parente masculino ou feminino ou letalidade ao zigoto, embridao ou
larva). Uma descri¢ao de genes essenciais de nematddeo é encontrada, por
exemplo, em Kemphues K. "Essential Genes" (24 de dezembro de 2005),
WormBook, ed. The C. elegans Research Community, WormBook, doi/10.1895/

wormbook.1.57.1, disponivel na rede em www.wormbook.org. Exemplos nao

limitantes de genes essenciais de nematddeos incluem proteina de esperma
major, RNA polimerase ll, e quitina sintase (vide, por exemplo, Publicagao
de Pedido de Patente U.S. US20040098761 A1); genes essenciais de nema-
todeo de cisto de soja adicionais sao fornecidos no Pedido de Patente U.S.
11/360,355, depositado em 23 de fevereiro de 2006. Uma descri¢cdo de ge-
nes de inseto esta disponivel pu_blic_amente na base de dados de genoma de
Drosophila (disponivel na rede em flybase.bio.indiana.edu/). A maioria dos
genes de Drosophila previstos foi analisada quanto a fungdo por um rastre-
amento de RNA de interferéncia baseado em cultura celular, resultando em
438 genes essenciais sendo identificados; vide, Boutros et al. (2004) Scien-
ce, 303:832-835, e material de suporte disponivel na rede em www.science-
mag.org/cgi/content/full/303/5659/832/DC1. Uma descricao de genes essen-
ciais bacterianos ou fungicos é fornecida na Base de Dados de Genes Es-
senciais ("DEG", disponivel na rede em tubic.tju.edu.cn/deg/); vide Zhang et
al. (2004) Nucleic Acids Res., 32:0271-D272.

Invertebrados nocivos de planta incluem, mas nao séo limitadas
a, nematédeos nocivos, moluscos nocivos (lesmas e caracdis), e insetos no-
civos. Patégenos de plén'ta de interesse incluem fungos, oomicetos, bacté-
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rias (por exemplo, a bactéria que causa manchas foliares, “fireblight", galha
da coroa, e murcha bacteriana), molicutes, e virus (por exemplo, os virus
que causam mosaicos, bandeamento de nervuras, nédoas, manchas, ou
crescimento anormal). Vide também G. N. Agrios, "Plant Pathology" (Quarta
Edicdo), Academic Press, San Diego, 1997, 635 pp., para descricoes de
fungos, bactérias, molicutes (incluindo micoplasmas e espiroplasmas), virus,
nematodeos, plantas parasitas superiores, e protozoarios flagelados, todos
0S quais sao pragas ou patdgenos de planta de interesse. Vide também, a
compilagdo continuamente atualizada de pragas e patégenos de planta e as
doengas causadas por eles em "Common Names of Plant Diseases", da
American Phytopathological SoCiety compilados pelo Committee on Stan-
dardization of Common Names for Plant Diseases da American Phytopatho-
logical Society, 1978-2005, disponivel na rede em www.apsnet.org/online/

common/top.asp.
Exemplos ndo limitantes de patdogenos de planta fingicos de

interesse particular incluem, por exemplo, os fungos que causam oidio, fer-
rugem, nédoa e macha foliar, tombamento, podridao da raiz, podriddo da
coroa, podriddao da capsula de algodao, cancro da haste, cancro do galho,
murcha vascular, fuligem, mofo, incluindo; mas nao limitado a, Fusarium
spp., Phakospora spp., Rhizoctonia spp., Aspergillus spp., Gibberella spp.,}
Pyricularia spp., e Alternaria spp.. Exemplos especificos de patdgenos de
planta fungicos incluem Phakospora pachirhizi (ferrugem asiatica da soja),
Puccinia sorghi (ferrugem comum do milho), Puccinia polysora (ferrugem do
Sul do milho), Fusarium oxysporum e outros Fusarium spp., Alternaria spp.,
Penicillium spp., Rhizoctonia solani, Exserohilum turcicum (mancha foliar do
milho do Norte), Bipolaris maydis (mancha foliar do milho do Sul), Ustilago
maydis (fuligem do milho), Fusarium graminearum (Gibberella zeae), Fusari-
um verticilliodes (Gibberella moniliformis), F. proliferatum (G. fujikuroi var.
intermedia), F. subglutinans (G. subglutinans), Diplodia maydis, Sporisorium
holci-sorghi, Colletotrichum graminicola, Setosphaeria turcica, Aureobasidi-
um zeae, Sclerotinia sclerotiorum, e as varias espécies de fungo fornecidas
nas Tabelas 4 e 5 da Patente U. S. 6.194.636. Exemplos nao limitantes de
patégenos de planta incluem patdgenos anteriormente classificados como
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fungos, mas mais recentemente classificados como oomicetos. Exemplos
especificos de oomicetos patogenos de planta de interesse particular inclu-
em membros do género Pythium (por exemplo, Pythium aphanidermatum) e
Phytophthora (por exemplo, Phytophthora infestans, Phytophthora sojae,) e
organismos que causam mildio (por exemplo, Peronospora farinosa).
Exemplos ndo limitantes de patégenos bacterianos incluem os
micoplasmas que causam amarelos e espiroplasmas tais como Spiroplasma

kunkelii, que causa enfezamento do milho, eubactérias tais como Pseudo-

monas avenae, Pseudomonas andropogonis, Erwinia stewartii, Pseudomo-
nas syringae pv. syringae, Xylella fastidiosa, e as varias espécies bacteria-
nas listadas na Tabela 3 da Patente U.S. 6.194.636.

Exemplos nao limitantes de patégenos de planta virais de inte-
resse particular incluem virus do nanismo mosaico do milho (MDMV), virus
do mosaico da cana-de-agucar, (SCMV, anteriormente MDMV cepa B), virus
do mosaico do estriado do trigo (wheat streak mosaic virus, WSMV), virus do
nanismo clorético do milho (maize chlorotic dwarf virus (MCDV), virus do
nanismo amarelo da cevada (BYDV), virus da doenga do cacho de banana
(BBTV) e os varios virus listados na Tabela 2 da Patente U.S. 6.194.636.

Pragas invertebradas de interesse particular, especialmente em,

mas nao limitado a, regides do hemisfério sul (incluindo América do Sul e

_ Central) incluindo afideos, lagarta da raiz, spodoptera, noctuidae, besouro da

batata, Lygus spp., qualquer hemiptero, ou homdpteros, ou heteréptero,
qualquer lepiddptero, Cjualquer coledptero, nematddeos, lagartas da traga,
lagarta da espiga, lagarta do cartucho, brocas, lagarta enroladeira, e outros.
Pragas artropodes especificamenté abrangidas por essa invengéd incluem
varias espéciés de lagarta incluindo lagarta (Agrotis repleta), lagarta-rosca
(Agrotis ipsilon), lagarta (Anicla ignicans), lagarta granulada (Feltia subterra-
nea), "gusano aspero" (Agrotis malefida); traga da farinha Mediterranea (A-
nagasta kuehniella), besouro "square-necked grain beetle" (Cathartus qua-
dricollis), besouro saltador (flea beetle) (Chaetocnema spp), traga (Corcyra
cephalonica), lagarta da raiz do milho ou " vaquita de San Antonio" (Diabroti-
ca speciosa), broca da 'cana de agucar (Diatraea saccharalis), broca do colo

(Elasmopalpus lignosellus), percevejo marrom (Euschistus spp.), 'Iagarta da
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espiga de milho (Helicoverpa zea), besouro do grao (Laemophloeus minu-
tus), curuqueré dos capinzais (Mocis latipes), besouro (Oryzaephilus suri-
namensis), traga da farinha (Pyralis farinalis), traga indiana da farinha (Plodia
interpunctella), pulgao do milho (Rhopalosiphum maidis), percevéjo castanho
ou "chinche subterrdanea" (Scaptocoris castanea), pulgao verde (Schizaphis
graminum), caruncho dos cereais (Sitophilus zeamais), tinea dos cereais
(Sitotroga cerealella), lagarta do cartucho (Spodoptera frugiperda), besouro

‘(cadelle beetle) (Tenebroides mauritanicus), acaro rajado (Tetranychus urti-

cae), besouro castanho das farinhas (Triboleum castaneum), lagarta das
folhas do algodoeiro (Alabama argillacea), 'gorgulho do algodao (Anthono-
mus grandis), pulgéo do algodao (Aphis gossypii), mosca branca da batata
doce (Bemisia tabaci), varias espécies de tripes (Frankliniella spp.), lagarta
do algodao (Helicoverpa zea), "oruga bolillera" | (por exemplo, Helicoverpa
geletopoeon), lagarta da maga (Heliothis virescens), percevejo verde (Neza-
ra viridula), lagarta rosada (Pectinophora gossypiella), lagarta do cartucho

(Spodoptera exigua), acaros (Tetranychus spp.),.tripes da cebola (Thrips ta-

baci), mosca branca das estufas (Trialeurodes vaporarium), lagarta desfo-
lhadora (Anticarsia gemmatalis), besouro machado do milho ou "astilo mote-
ado" (Astylus atromaculatus), "oruga de la alfalfa" (Colias lesbia), "chinche
marrom" ou "chinche de los cuernos' (Dichelops furcatus), "alquiche chico"
(EdesSa miditabunda), besouros da bolha (Epicauta spp.), "barrenador del
brote" (Epinotia aporema), "oruga verde del yUyo colorado" (Loxostege bifi-
dalis), nematddeos "root-knot" (Meloidogyne spp.), "oruga cuarteadora" (Mo-
Cis repanda), percevejo verde do sul (Nezara viridula), "chinche de la alfalfa"
(Piezodorus guildinii), lagarta verde (green cloverworm) (Plathypena scabra),

lagarta da soja (Pseudoplusia includens), lagarta "isoca medidora del girasol"

(Rachiplusia nu), "yellow woolybear" (Spilosoma virginica), lagarta do cartu-
cho listrada amarela (Spodoptera ornithogalli), varios gorgulhos da raiz (fa-
milia Curculionidae), varios "wireworms" (familia Elateridae), e varios corés
(familia Scarabaeidae). Pragas nematddeas especificamente abrangidas por
essa invengdo incluem pragas de milho (Belonolaimus spp., Trichodorus
spp., Longidorus spp., Dolichodorus spp., Anguina spp., Pratylenchus spp.,
Meloidogyne spp., Heterodera spp.), soja (Heterodera glycines, Meloidogyne



10

15

20

25

30

46

spp., Belonolaimus spp.), bananas (Radopholus similis, Meloidogyne spp.,
Helicotylenchus spp.), cana de agucar (Heterodera sacchari, Pratylenchus
spp., Meloidogyne spp.), laranjas (Tylenchulus spp., Radopholus spp., Belo-
nolaimus spp., Pratylehchus spp., Xiphinema spp.), café (Meloidogyne spp.,
Pratylenchus spp.), coqueiro (Bursaphelenchus spp.), tomates (Meloidogyne
spp., Belonolaimus spp., Nacobbus spp.), uvas (Meloidogyne spp., Xiphine-
ma spp.', Tylenchulus spp., Criconemella spp.), limado e lima (Tylenchulus

spp., Radopholus spp., Belonolaimus spp., Pratylenchus spp., Xiphinema

spp.), cacau (Meloidogyne spp., Rotylenchulus reniformis),' abacaxi (Meloi-
dogyne spp., Pratylenchus spp., Rotylenchulus reniformis), mamao (Meloi-
dogyne spp., Rotylenchulus reniformis), toranja ( Tylenchulus spp., Radopho-
lus spp. Belonolaimus spp., Pratylenchus spp., Xiphinema spp., e favas (Me-
loidogyne spp.). ‘

- Genes alvo de pragas podem incluir genes de inverteb_rados pa-
ra proteina major de esperma, alfa tubulina, beta tubulina, ATPase vacuolar,
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, RNA polimerase I, quitina sintase,
citocromos, miRNAs, moléculas precursoras de miRNA, promotores de
miRNA, assim como outros genes tais como aqueles descritos na Publica-
cao de Pedido de Patente U.S. 2006/0021087 A1, Pedido de Patente PCT
PCT/US05/11816, e na Tabela Il da Publicacdo de Pedido de Patente U. S.
2004/0098761 A1. Genes alvo de patégenos podem incluir genes para fato-
res de iniciagao de tradugao viral, replicases virais, miRNAs, moléculas pre-
cursoras de miRNA, tubulina fingica, ATPase vacuolar fungica, quitina sin-
tase fungica, MAP quinases fungicas, Pac1 Tyr/Thr fosfatase fungica, enzi-
mas envolvidas no transporte de nutrientes (por exemplo, transportadores de
aminoacidos ou transportadores de agucares), enzimas envolvidas na bios-
sintese de parede celular fungica, cutinases, melanina, enzimas biossintéti-
cas, poligalacturonases, pectinases, pectina liases, celulases, proteases,
genes que interagem com genes de aviruléncia de planta, e outros genes
envolvidos em invasao e replicagdo do patégeno na planta infectada. Dessa
forma, um gene alvo ndo precisa ser endégeno a planta na qual o constructo
de DNA recombinante & transcrito. Um constructo de DNA recombinante da
invengé@o pode ser transcrito em uma planta e usado para suprimir um gene
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de um patégeno ou praga que pode infestar a planta.

Exemplos nao limitantes especificos de genes alvo adequados
também incluem genes catabdlicos de aminoacidos (tais como, mas nao li-
mitados, ao gene LKR/SDH de milho que codifica lisina-cetoglutarato reduta-
se (LKR) e sacaropina desidrogenase (SDH), e seus homdlogos), genes de
zeina de milho, genes envolvidos na sintese de acido graxo (por exemplo,
desaturases de acido graxo microssomal e tioesterases de acil-ACP de plan-
ta, tais comb, mas nao limitadas, aquelas descritas nas Patentes U.S. nime-
ros 6.426.448, 6.372.965, e 6.872.872), genes envolvidos em vias de bios-
sintese multi-etapa, onde pode ser de interesse regular o nivel de um ou
mais intermediarios, tal como genes que codificam enzimas para biossintese
de poliidroxialcanoato (vide, por exemplo, Patente U.S. No. 5.750.848); e
genes que codificam proteinas de controle do ciclo celular, tal como protei-
nas com atividade semelhante a inibidor de quinase dependente de ciclina
(CDK) (vide, por exemplo, genes descritos na Publicacdo de Pedido de Pa-
tente Internacional nﬁmero WO 05007829A2). Genes. alvo podem incluir ge-
nes que codificam proteinas indesejaveis (por exemplo, alérgenos ou toxi-
nas) ou as enzimas para a biossintese de compostos indesejaveis (por e-
xemplo, componentes de sabor ou odor indesejavel). Dessa forma, uma mo-
dalidade da invengdo é uma planta transgénica ou tecido de tal planta que é
melhorado pela supressao de proteinas alergénicés ou toxinas, por exemplo,
uma semente de amendoim, soja, trigo com alergenicidade diminuida. Ge-
nes alvo podém incluir genes envolvidos na maturagao de frutos, tal como
poligalacturonase. Genes alvo podem incluir genes onde a expressdo é pre-
ferivelmente limitada a uma célula ou tecido ou estagio de desenvolvimento
particular, ou onde a expressao € preferivelmente transitdria, isto quer dizer,
onde supressao constitutiva ou geral, ou supressao que se espalha por mui-
tos tecidos, ndo é necessariamente desejada. Dessa forma, outros exemplos
de genes alvo adequados incluem genes que codificam proteinas que,
quando expressés erh plantas transgénicas, fazem as plantas transgénicas
resistentes a pragas ou patégénos (vide, por exemplo, genes para colesterol
oxidase como descrito na Patente U.S. No. 5.763.245); genes onde a ex-

pressao é induzida pela praga ou patdgeno; e genes que podem induzir ou
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restaurar fertilidade (vide, por exemplo, genes barstar/barnase descritos na
Patente U.S. No. 6.759.575).

Os constructos de DNA recombinantes da invengéo podem ser
projetados para suprimir mais especificamente 0 gene alvo, por desenhar o
elemento ou elementos de supressao génica para incluir regides substanci-
almente ndo idénticas a uma sequéncia de gene nao-alvo. Genes nao-alvo
podem incluir qualquer gene que nao se pretende silenciar ou suprimir, tanto
em uma planta que transcreve o constructo de DNA recombinante como em
organismos que podem entrar em contato com RNA transcrito a partir do
constructo de' DNA recombinante. Uma sequéncia de gene nao-alvo pode
incluir qualquer sequéncia de qualquer espécie (incluindo, mas nao limitada
a, nao-eucariotos tal como bactérias, e virus; fungos, plantas, incluindo mo-
nocotiledéneas e dicotiledéneas, tal como plantas de cultivo, plantas orna-
mentais, e plantas selvagens ou ndo-domesticadas; invertebrados tais como
artrépodes, anelideos, nematédeos, e moluscos; e vertebrados tais como
anfibios, peixe, aves, mamiferos domésticos ou selvagens, e até mesmo se-
res humanos). '

Em uma modalidade, o gene alvo € um gene endégeno para
uma dada espécie, tal como uma dada planta (tal como, mas néo limitado a,
plantas agricolamente ou comercialmente importantes, incluindo monocotile-
déneas e dicotiledéneas), e 0 gene nao-alvo pode ser, por exemplo, um ge-
ne de uma espécie nao-alvo, tal como outra espécie de planta ou um gené
de um virus, fungo, bactéria, invertebrado, ou vertebrado, até mesmo um ser
humano. Um exemplo n&o limitante é onde o elemento de supressao génica
é projetado para suprimir um gene alvo que é um gene enddgeno para uma
unica espécié (por exemplo, lagarta da raiz do milho Ocidental, Diabrotica
virgifera virgifera LeConte) mas ndo suprime um gene nao-alvo tal como os
genes de espécies relacionadas, até mesmo intimamente relacionadas (por
exemplo, lagarta da raiz do milho do Norte, Diabrotica barberi Smith & La-
wrence, ou lagarta da raiz do milho do Sul, Diabrotica undecimpunctata).

Em outras modalidades (por exemplo, onde é desejavel suprimir
um gene alvo entre multiplas espécies), pode ser desejavel desenhar o ele-
mento de supressdo génica para suprimir uma sequiéncia de gene alvo co-
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mum as multiplas espécies nas quais 0 gene alvo deve ser silenciado. Dessa
forma, um elemento de supressd@o génica pode ser selecionado para ser es-
pecifico para um taxon (por exemplo, especifico para um género, familia, ou
mesmo um taxon maior tal como um filo, por exemplo, artrépodes), mas ndo
para outros taxons (por exemplo, plantas ou vertebrados ou mamiferos). Em
um exemplo ndo limitante dessa modalidade, um elemento de supressao
génica para silenciamento génico pode ser selecionado a fim de atingir fun-
gos patogénicos (por exemplo, um Fusarium spp.), mas ndo atingir qualquer
outra sequiéncia génica de fungos benéficos. '

Em outro exemplo nao limitante dessa modalidade, um elemento
de supressao 'génica para silenciamento génico em lagarta da raiz do milho
pode ser selecionado para ser especifico para todos os membros do género
Diabrotica. Em um exemplo adicional dessa rriodalidade, tal elemento de
supressao génica direcionado para Diabrotica pode ser selecionado a fim de
n&do atingir nenhuma seqiiéncia génica de coledpteros benéficos (por exem-
plo, besouros coccinelideos predatérios, comumente, conhecidos como joa-
ninhas) ou outras espécies de insetos benéficos.

O grau necessério de especificidade de um RNA para silenciar
um gene alvo depende de varios fatores. Por exemplo, o RNA para silenciar
um gene alvo inclui RNA duplo filamento (dsRNA), e assim fatores podem
incluir o tamanho dos menores fragmentos de dsRNA que sdo esperados ser
produzidos pela acdo de proteinas Dicer ou semelhantes a Dicer, e a impor-
tancia relativa de diminuir o potencial das dsRNAs suprimirem genes nao-
alvo. Por exemplo, onde se espera que os fragmentos de dsRNA tenham 21

pares de base de tamanho, uma modalidade particularmente preferida inclui

RNA para silenciar um gene alvo que codifica regides substancialmente nio-
idénticas a uma sequéncia de gene ndo-alvo, tais como regies dentro das
quais cada fragmento contiguo que inclui pelo menos pareamentos de 21
nucleotideos de menos do que 21 (por exemplo, de menos do que 21, ou de’
menos do que 20, ou de menos do que 19, ou de menos do que 18, ou de
menos do que 17) dos 21 nucleotideos contiguos de uma sequéncia de gene
nao-alvo. Em outra modalidade, regides substancialmente nido idénticas a
uma seqiéncia génica ndo-alvo inclui regides dentro das quais cada frag-
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mento contiguo que inclui pelo menos pareamentos de 19 nucleotideos me-
nores do que 19 (por exemplo, 19, ou menores do que 18, ou menores do
que 17, ou menores do que 16) dos 19 nucleotideos contiguos de uma se-
qiiéncia de gene no-alvo.

Em algumas modalidades, pode ser desejavel desenhar o RNA
para silenciar um gene alvo para incluir regides previstas para nao gerar po-
Iipeptl’déos indesejaveis, por exemplo, por rastrear o RNA para silenciar um
gene alvo para sequéncias que podem codificar polipeptideos indesejaveis
conhecidos ou homdlogos préximos desses. Polipeptideos indesejaveis in-
cluem, mas ndo sdo limitados a, polipeptideos homélogos a polipeptideos
alergénicos conhecidos e polipeptideos homdlogos a toxinas polipeptidicas
conhecidas. Sequéncias disponiveis publicamente que codificam tais pepti-
deos potencialmente alergénicos estao disponiveis, por exemplo, a base de
dados de alergenos de Food Allergy Research and Resource Program
(FARRP) (disponivel em allergenonline.com) ou as bases de dados Biotech-
nology Information for Food Safety Databases (disponivel em
www.iit.edu/~sgendel/fa.htm) (vide também, por exemplo, Gendel (1998)
Adv. Food Nutr. Res., 42:63-92). Seqliéncias indesejaveis também podem
incluir, por exemplo, aquelas seqliéncias de polipeptideo apontadas como
toxinas conhecidas ou como alergenos potenciais ou conhecidos e contidas
em bases de dados publicamente disponiveis tais como GenBank, EMBL,
SwissProt, e outras, que sdo pesquisaveis pelo sistema Entrez
(www.ncbi.nih.gov/Entrez). Exemplos néo limitantes de sequéncias de pepti-
deos potencialmente alergénicos incluem glicinina de soja, oleosina e agluti-
nina de amendoim, gluteninas de trigo, caseina, lactalbumina, e lactoglobuli-

‘na de leite bovino e tropomiosina de vérios moluscos (allergenonline.com).

Exemplos ndo limitantes de peptideos potencialmente téxicos indesejaveis
incluem toxina tetanica tetA de Clostridium tetani, toxinas diarréicas de Sta-
phylococcus aureus, e venenos tais como conotoxinas de Conus spp. e neu-
rotoxinas de artropodes e repteis (www.ncbi.nih.gov/Entrez).

Em um exemplo ndo limitante, um RNA para silenciar um gene

alvo é rastreado para eliminar aquelas seqliéncias capazes de ser traduzi-
das que codificam polipeptideos com homologia perfeita a um alergeno ou
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toxina conhecida por 8 aminoéacidos contiguos, ou com pelo menos 35% de
identidade por pelo menos 80 aminoacidos; tais rastreamentos podem ser
realizados em qualquer e todas as possiveis fases de leitura em ambas as
dire¢oes, em fases abertas de leitura potenciais que comegam com AUG
(ATG no DNA correspondente), ou em todas as fases abertas de leitura pos-
siveis, independente de se elas comegam com um AUG (ou ATG) ou n&o.
Quando um "acerto" ou pareamento é feito, isto €, quando uma seqiéncia
que codifica um polipeptideo potencial com homologia perfeita a um alerge-
no ou toxina conhecida por 8 aminoacidos consecutivos (ou pelo menos cer-
ca de 35% de identidade por pelo menos cerca de 80 aminoacidos), é identi-
ficado, as seqiiéncias de acido nucléico que correspondem ao acerto podem
ser evitadas, eliminadas, ou modificadas ao selecionar seqiiéncias a ser u-
sadas em um RNA para silenciar um gene alvo. ’

Evitar, eliminar, ou modificar uma sequéncia indesejada pode
ser obtido por qualquer um de varios métodos conhecidos daqueles versa-
dos na técnica. Em alguns casos, o resultado pode_ser novas sequéncias
que sdo acreditadas ndo existirem naturalmente. Por exemplo, evitar certas
sequéncias pode ser obtido por unir sequéncias "limpas" em novas sequén-
cias quiméricas para ser usadas em um RNA para silenciar um gene alvo.

Ja que o RNA para silenciar um gene alvo inclui RNA duplo fila-
mento (dsRNA), os requerentes reconhecem qué em algum silenciamento
mediado por dsRNA, é possivel que sequéncias de dsRNA que ndo pareiam
perfeitamente sejam eficazes no silenciamento génico. Por exemplo, foi
mostrado que ndo pareamentos proximo ao centro de um sitio complementar
de miRNA tem efeitos mais fortes sobre o silenciamento génico do miRNA

'do que pareamentos localizados mais distalmente. Vide, por exemplo, Figura

4 em Mallory et al. (2004) EMBO J., 23:3356-3364. Em outro exemplo, foi
rélatado que, tanto a posigdo de um par de base ndo pareado quanto a iden-
tidade dos nucleotideos que formam o ndao pareamento influenciam a habili-
dade de um dado siRNA silenciar um gene alvo, € que ndo pareamentos
adenina-citosina, além do par de base oscilante G:U, foram bem-tolerados
(vide Du et al. (2005) Nucleic Acids Res., 33:1671-1677). Dessa forma, o
dsRNA que esta incluido no RNA para silenciar um gene alvo ndo precisa
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sempre ter 100% de identidade de seqiéncia com o gene alvo pretendido,
mas geralmente teria preferivelmente identidade de seqliéncia substancial
com o gene alvo pretendido, tal como cerca de 95%, cerca de 90%, cerca de
85%, ou cerca de 80% de identidade de seqliéncia com o gene alvo preten-
dido. Um versado na técnica seria capaz de julgar a importancia dada ao
rastreamento por regides previstas para ser mais altamente especificas ao
gene alvo ou previstas para nao gerar polipeptideos indesejaveis, em rela-

¢ao a importancia dada a outros critérios, tais como, mas nao limitados a,

porcentagem de identidade de seqiiéncia com o gene alvo pretendido ou a
eficiéncia de silenciamento génico prevista de uma dada seqiéncia. Por e-
xemplo, pode ser desejavel para um RNA para silenciar um gene alvo ser
ativo entre varias espécies e, portanto um versado na técnica pode determi-
nar que é mais importante incluir no RNA para silenciar um gene alvo regi-
Oes especificas para as vérias espécies de interesse, mas menos importante
rastrear por regides previstas para ter maior eficiéncia de silenciamento gé-
nico ou para regides previstas para gerar polipeptideos indesejaveis.
Aptameros de RNA: aptdmeros de acido nucléico sao moléculas

de acido nucléico que se ligam a um ligante através de mecanismo de liga-
¢ao que nao é primariamente baseado em pareamento de base de Watson-
Crick (ao contrario, por exemplo, ao pareamento de base que ocorre entre
fitas de &cido nucléico complementares, anti-paralelas parra formar uma es-
trutura de acido nucléico duplo filamento). Vide, por exemplo, Ellington &
Szostak (1990) Nature, 346:818-822. Um aptamero de acido nucléico geral-
mente inclui uma sequéncia de nucleotideo primaria que permite que o ap-
tamero forme uma estrutura secundaria (por exemplo, por formar estruturas
“"stem-loop") QUe permite que o aptadmero se ligue ao seu ligante. A ligagdo
do aptamero ao seu ligante é preferivelmente especifica, permitindo ao ap-
tamero distinguir entre duas ou mais moléculas que sao estruturalmente si-
milares (vide, por exemplo, Bayer & Smolke (2005) Nature Biotechnol.,
23:337-343). Aptameros uteis na invengao podem, entretanto, ser monova-
lentes (se ligar a um unico ligante) ou multivalentes (se ligar a mais de um
ligante individual, por exemplo, se ligar a uma unidade de dois ou mais ligan-
tes diferentes). Vide, por exemplo, Di Giusto & King (2004) J. Biol. Chem.,
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279:46483-46489, que descreve o desenho e construcdo de aptameros de
DNA circular, multivalentes.

Aptameros uteis na invengdo podem incluir DNA, RNA, analogos
de &cido nucléico (por exemplo, acidos peptideo nucléico), acidos nucléicos
blogueados, &cidos nucléicos modificados quimicamente, ou combinagdes
desses. Vide, pdr exemplo, Schmidt et al. (2004) _Nucleic Acids Res.,
32:5757-5765, que descrevem aptadmeros de &acido nucléico bloqueado. Em
uma modalidade preferida da invengéo, o aptdmero é um aptadmero de RNA.
Em uma modalidade particularmente preferida, o aptdmero é produzido por
transcrig:éo'in planta. Exemplos de aptameros podem ser encontrados, por
exemplo, na Base de Dados de A-ptémero publica, dispom’ve‘li na rede em
aptamer.icmb.utexas.edu (Lee et al. (2004) Nucleic Acids Res., 32(1):D95-
100).

Aptameros podem ser desenhados para um dado ligante por
varios procedimentos conhecidos na técnica, incluindo técnicas de selecdo

. in vitro ou de evolugéo direcionada. Vide, por exemplo, "SELEX" ("evolugdo

sistematica de ligantes por enriquecimento exponencial"), como descrito em
Tuerk & Gold (1990) Science, 249:505-510, Ellington & Szostak (1990) Natu-
re, 346:818-822, Ellington & Szostak (1 992)' Nature, 355:850-852, selecdo de
aptameros de RNA bifuncionais por SELEX quimérico, como descrito por

_Burke & Willis (1998), ANA, 4:1165-1175, selecdo usando ligantes ligados a

particulas magnéticas como descrito por Murphy et al. (2003) Nucleic Acids
Res., 31:e110, uma técnica de SELEX automatica descrita por Eulberg et al.

~ (2005) Nucleic Acids Res., 33(4):e45, e uma técnica semelhante a SELEX

para obter aptdmeros criados contra moléculas recombinantes expressas
sobre superficies celulares, como descrito por Ohuchi et al. (2005) Nucleic
Acid Symposium Series, 49:351-352. A selegao pode comegar com um con-
junto aleatério de RNAs, de um conjunto parciaimente estruturado de RNAs
(vide, por exemplo, Davis & Szostak (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 99:
11616-11621), ou a partir de um conjunto de RNAs degenerados (vide, por
exemplo, Geigef et al. (1996) Nucleic Acids Res., 24: 1029-1036). Modelos
de estrutura secundéria, dobramento, e comportamento de hibridizagdo para
uma dada sequéncia de RNA podem ser previstos usando algoritmos, pbr
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exemplo, como descrito por Zuker (2003) Nucleic Acids Res., 31: 3406-3415.
Dessa forma, aptdmeros para um dado ligante podem ser desenhados de
novo usando selecdo adequada. Um exemplo nio limitante de desenho e
selecdo de aptdmero é descrito em detalhe em Weill et al. (2004) Nucleic
Acids Res., 32:5045-5058, que descreve o isolamento de varios aptdmeros
de ligagdo de ATP e sele¢do secundaria de aptdmeros que se ligam a cordi-
cepina (3’ desoxiadenosina). Outro exemplo nao limitante de desenho de
aptamero é dado em Huang & Szostak (2003) RNA, 9:1456-1463, que des--
crevem a evolugao in vitro de novos aptameros com novas especificidades e
novas estruturas secunddrias a partir de um aptamero inicial.

Ligantes: ligantes Uteis na invencdo podem incluir aminoéacidos
ou seus intermediarios biossintéticos ou catabdlicos, peptideos, proteinas,
glicoproteinas, lipoproteinas, carboidratos, acidos graxos e outros lipidios,
esterdides, terpendides, horménios, acidos nucléicos, aromaticos, alcaldides,
produtos naturais ou compostos sintéticos (por exemplo, corantes, farmacéu-
ticos, antibidticos, herbicidas), ions inorganicos, e metais, em qualquer mo-
lécula curta (ou parte de uma molécula) que podem ser reconhecidos e ser
ligados por uma estrutura secundéria de acido nucléico por um mecanismo
ndo primariamente baseado no pareamento de Watson-Crick. Dessa forma,
o reconhecimento e ligagdo de ligante e aptamero é analogo aquele de anti-
geno e anticorpo, ou de efetor bioldgico e receptor. Ligantes podem incluir
moléculas unicas (ou parte de uma molécula), ou uma combinacdo de duas
ou mais moléculas (ou partes de uma molécula) e podem incluir um ou mais
complexos macromoleculares (por exemplo, polimeros, bicamadas lipidicas,
lipossomos, membranas celulares, ou outras estruturas celulares, ou sUper-
ficies celularés). Vide, por exemplo, Plummer et al. (2005) Nucleic Acids
Res., 33:5602-5610, que descrevem sele¢do de aptameros que se ligam a
um compdsito pequena molecula-proteina de superficie; Zhuang et al. (2002)
J. Biol. Chem., 277:13863-13872, que descrevem a associagao de proteinas
de receptor do intestino médio de insetos com "rafts" de lipidios, o0 que afeta
a ligacdo de endotoxinas inseticidas de Bacillus thuringiensis, e Homann &
Goringer (1999) Nucleic Acids Res., 27:2006-2014, que descrevem aptame-

ros que se ligam a tripanossomas vivos.
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Exemplos ndo limitantes de ligantes especificos incluem vitami-
nas tais como coenzima B, e tiamina pirofosfato, flavina mononucleotideo,
guanina, adenoSina, S-adenosilmetionina, S-adenosilomocisteina, coenzima
A, lisina, tirosina, dopamina, glicosamina-6-fosfato, cafeina, teofilina, antibio-
ticos tais como cloranfenicol e neomicina, herbicidas tais como glifosato e
dicamba, proteinas que incluem proteinas de revestimento viral ou de fago e
proteinas epidérmicas ou da superficie do trato digestivo, e RNAs que inclu-

‘em RNA viral, RNAs de transferéncia (t-RNAs), RNA ribossomal (rRNA), e

RNA polimerases tais como RNA polimerase dependente de RNA (RdRP).
Ligantes adequados para uso nessa invengéo incluem as proteinas de re-
ceptor da borda em escova do intestino médio de inseto que sdo reconheci-
das por endotoxinas inseticidas de Bacillus thuringiensis. Vide, por exemplo,
Knight et al. (1995) J. Biol. Chem., 270:17765- 1'7770, e Gill et al. (1995) J.
Biol. Chem., 270:27277-27282, que descrevem o isolamento, identificacéo, e
clonagem de exemplos de tais proteinas receptoras; Gomez et al. (2001) J.

~ Biol. Chem., 276:28906-28912, e Daniel et al. (2002) Appl. Env. Microbiol.,

68:2106-2112, que descrevem técnicas para identificar epitopos de ligagéo
de tais proteinas receptoras e para estudar suas afinidades de liga¢éao; Ju-
rat-Fuentes & Adang (2001) Appl. Env. 'Microbiol., 67:323-329, e Jurat-
Fuentes et al. (2001), Appl. Env. Microbiol., 67:872-879, que descrevem en-
saios de ligagdo de receptor de endotoxina envo!‘\)endo ligagdo medida tanto
por blots de membrana quando ressonancia d'e plasma de superficie de ve-
siculas da membrana da borda em escova a endotoxina. Outros exemplos
de ligantes adequados aos quais aptameros de RNA da invengdo se ligam
incluem receptores de esterdides, tais como receptores de estrogénio, re-

ceptores de androgénio, receptores de retindides, e receptores de ecdisona

(vide, por exemplo, Saez et al. (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 97:14512-
14517. Quando ligantes sdo moléculas receptoras ou complexos receptores,
aptameros de RNA da invengdo podem agir opcionalmente como antagonis-
tas ou agonistas. Uma classe de aptdmeros de RNA dtil na invengdo sdo
"termoswitches" que nao se ligam a um ligante mas sao responsivos termi-
camente, isto quer dizer, a conformagédo do aptdmero é determinada pela
temperatura. Vide, por exemplo, Quadro 3 in Mandal & Breaker (2004) Natu-
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re Rev. Mol. Cell Biol., 5:451-463.

Um aptémero pode ser descrito por seu estado de ligacao, isto
é, se o0 aptdmero esta ligado (ou desligado) ao seu respectivo ligante. O sitio
de ligagdo (ou dominio ou dominios de ligagao tridimensional) de um apta-
mero pode ser descrito como ocupado ou ndo ocupado pelo ligante. De for-
ma semelhante, uma populagdo de um dado aptamero pode ser descrita
pela fragéo da populagédo que esté ligada ou desligada do ligante. A afinida-
de de um aptamero pelo seu ligante pode ser descrita em termos da taxa de
associagdo (ligagdo) do aptdmero com o ligante e a taxa de dissociagdo do
ligante do aptamero, por exemplo, pela constante de associagao de equili-
brio (K) ou pela sua reciproca, a constante de afinidade (K;) como é bem-
conhecido na técnica. Essas taxas podem ser determinadas por métodos
similares aqueles comumente usédos para determinar a cinética de ligacao
de Iigan’te's e receptores ou antigenos e anticorpos, tais como, mas néo limi-
tados a, ensaios de equilibrio, ensaios de competicdo, ressonéncia de plas-
ma de superficie, e modelos preditivos. A afinidade de um aptamero. pelo
seu ligante pode ser selecionada, por exemplo, durante a evolugéo in vitro
do aptamero, ou modificada adicionalmente por alteragbes ‘a seqliéncia pri-
maria do aptdmero, onde tais alteragdes podem ser guiadas por célculos de
energia de ligagado ou por algoritmos, por exemplo, como descrito por Zuker
(2003) Nucleic Acids Res.,.31:3406-3415 ou Bayer & Smolke (2005) Nature
Biotechnol., 23:337-343.

_ O estado de ligagdo de um aptamero preferivelmente determina
pelo menos parcialmente a estrutura secundaria (por exemplo, a formagao
de regides duplo filamento ou filamento Unica) e a conformagao tridimensio-
nal do aptéméro. Em modalidades onde o DNA capaz de ser transcrito ainda
inclui DNA que transcreve RNA regulatério capaz de regular a expressao de
uma sequéncia alvo, o estado de ligacao do aptamero afeta alostericamente
a conformagao do RNA regulatério e assim a habilidade do RNA regulatério
regular a expressao da sequéncia alvo.

Em uma modalidade preferida, o aptamero (RNA transcrito) é
flanqueado por DNA que transcreve RNA capaz de formar RNA duplo fila-
mento (dsRNA). Em algumas dessas modalidades, 0 dsRNA é processado
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por um mecanismo de RNAI (siRNA ou miRNA), por meio do qual o aptame-
ro é clivado do resto do transcrito. Em outras modalidades particularmente
preferidas, as duas regidoes de RNA transcritas que flanqueiam o aptamero
formam pelo menos parcialimente um "stem" de RNA duplo filamento entre
elas, em que o aptdmero serve como um "espacador" ou "alga" em uma es-
trutura "stem-loop"; tal arranjo € esperado auméntar a estabilidade ou meia-
vida do transcrito de uma maneira analoga aquela observada para DNA (vi-
de, por exemplo, Di Giusto & King (2004) J. Biol. Chem., 279:46483-46489).
Plantas transgénicas que tém no seu genoma DNA que transcreve tais ap-
tdmeros que tém estabilidade aumentada sao particularmente desejaveis,
por exemplo, onde o aptamero funciona para inibir ou matar um patégeno ou
praga da planta transgénica. | '
RNA regulatério: em muitas modalidades, o DNA capaz de ser
transcrito ainda inclui DNA que transcreve RNA regulatério capaz de regular
a expressao de uma sequéncia alvo em que a regulacao da sequéncia alvo
é dependente da cohformagéo do RNA regulatorio, e a conformagdo do RNA
regulatério é afetada alostericamente pelo estado de ligagdo do aptamero de
RNA. Tais combinagdes de um aptdmero com um dominio de RNA regulaté-
rio so comumente conhecidas como "riboswitches®. O RNA regulatério esta

tipicamente a jusante do aptdmero, mas dos dois dominios podem se sobre-
por; vide, por exemplo, Najafi-Shoushtari & Famulok (2005) RNA, 11:1514-
1520, que descreve uma ribozima em forma de grampo que inclui um domi-
nio de aptadmero e é regulada competitivamente por flavina mononucleotideo
e um oligonUcleotl’deo complementar ao dominio do aptdmero. Em alghmas
modalidades, o RNA regulatério é operativamente ligado a sequéncia alvo, e
age "in cis". Em outras modalidades, o RNA regulatério ndo é operativamen-
te ligado a sequéncia alvo e age "in trans”.

Qualquer seqléncia alvo pode ser escolhida, incluindo uma ou
mais seqliéncias alvo selecionadas a partir de um gene nativo a planta
transgénica da invengdo, um transgene na planta transgénica, e um gene
nativo a uma praga ou patégéno da planta transgénica. A sequéncia alvo
pode incluir uma seqléncia que expressa um gene de interesse (por exem-
plo, um RNA que codifica uma proteina), ou uma seqiiéncia que suprime um
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gene de interesse (por exemplo, um RNA que é processado para um siRNA
ou miRNA que por sua vez suprime o0 gene de interesse). A seqliéncia alvo
pode ser sequéncia capaz de ser traduzida (codificante), ou pode ser se-
quéncia ndo codificante (tal como sequiéncia regulatéria ndo codificante), ou
ambas. A sequéncia alvo pode incluir pelo menos uma sequéncia alvo euca-
ridtica, pelo menos uma seqiiéncia alvo nao-eucaridtica, ou ambas. Uma
seqﬁénc‘ia alvo pode incluir qualquer sequiéncia de qualquer espécie (inclu-
indo, mas nao limitado a, ndo-eucariotos, tais como bactérias e virus; fun- .
gos, plantas; incluindo monocotiledéneas e dicotiledéneas, tais como plantas
de cultivo, plantas ornamentais, e plantas nao-domesticadas ou selvagens;
invertebrados tais como artrépodes, anelideos, nematédeos, e moluscos; e
vertebrados tais como anfibios, peixe, aves, mamiferos domésticos ou sel-
vagens e até mesmo humanos. Sequéncias alvo adéquadas sao ainda des-
critas como "genes alvo" sob o titulo "Genes Alvo". |

Em modalidades de riboswitch que incluem um aptamero e um
RNA regulatério, o riboswitch regula a expressdo da sequéncia alvo por
qualquer mecanismo adequado. Um mecanismo néo limitante é a regulagdo
transcricional pela formagéo dependente de ligante de um tronco terminador
intrinseco (uma estrutura "stem-loop" estendida tipicamente seguidé por uma
série de 6 ou mais residuos de U) que faz com que a RNA polimerase aborte
a transcrigdo, por exemplo, antes do RNAm completo ser formado. Em ri- .
boswitches "desligados”, na auséncia de ligante suficiente, o dominio do ap-
tamero ndo ligado permite a formagéo de um "tronco antiterminador”, que
impede a formagéo do tronco terminador intrinseco e assim permite que a
transcrigdo ocorra; dessa forma, o estado padrdo do riboswitch é "ligado"

(isto &, a transcrigdo ocorre normalmente) e o ligante deve ser adicionado a

desligar o riboswitch. Em riboswitches "ligados" que usam esse mecanismo,
o dominio do aptdmero deve estar na conformagao ligada (ligante ocupado)
para permitir a formagédo do "tronco antiterminador" e permitir a transcrigao.
Outro mecanismo ¢é a regulagao da tradugao, onde a ligagédo do Iigante cau-
sa alteragOes estruturais em mRNAs de extensdo completa e assim permite
(ou impede) que os ribossomos se liguem ao sitio de ligagdo ribossomal
(RBS); a formagdo de um tronco "anti-anti-RBS" e um tronco "anti-RBS"
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também & mutuamente exclusivo. Em riboswitches "ligados" que usam esse
mecanismo, a auséncia do ligante permite a formagdo de um anti-anti-RBS,
e assim um RBS estruturalmente desimpedido ao qual o ribossomo pode se
ligar. Uma combinagdo da regulacdo transcricional e traducional também é
possivel. Para uma discussdo detalhada de mecanismos de regulacéo, vide
Mandal & Breaker (2004) Nature Rev. Mol. Cell Biol., 5:451-463.

Em algumas modalidades, o RNA regulatério inclui uma ribozi-

- ma, por exemplo, uma ribozima de autoclivagem, uma ribozima em forma de

cabecga de martelo, ou uma ribozima em forma de grampo. Certas modalida-
des do RNA regulatério incluem sequéncia de RNA que é complementar ou
substancialmente complementar a seqiéncia alvo. Um exemplo ndo limitan-
te é onde o RNA regulatérid inclui um segmento anti-sentido que é comple-
mentar ou substancialmente complementar a séqﬁéncia alvo. Vide, por e-
xempio, Bayer & Smolke (2005) Nature Biotechnol., 23:337-343, onde o RNA
regulatorio inclui tanto segmento anti-sentido complementar a sequéncia al-
vo, como um segmento sentido complementar ao segmento anti-sentido, em
que o segmento anti-sentido e o segmento sentido sdo capazes de hibridizar
um ao outro para formar um RNA duplo filamento intramolecular.

Em algumas modalidades, a régulagéo de uma sequiéncia alvo
envolve pareamento de base de Watson-Crick do RNA regulatério & sequién-
cia alvo (por exemplo, em modalidade transatuantes vide, por exemplo, Ba-
yer & Smolke (2005) Nature Biotechnol., 23:'337-343). Particularmente no -
caso de tais modalidades transatuantes, sequéncias alvo adequadas inclu-
em os genes alvo descritos sob o titulo "Genes Alvo". Uma seqtiéncia alvo

de interesse pode ser atingida mais especificamente por desenhar o RNA

regulatdrio para incluir regides substancialmente ndo idénticas a uma se-
quéncia nao alvo. Seqléncias ndo-alvo podem incluir qualquer gene para o
qual a expressdo preferivelmente ndo é modificada, tanto em uma planta
que transcreve o constructo de DNA recombinante como em organismos que
podem entrar em contato com o RNA transcrito a partir do constructo de
DNA recombinante. Uma sequéncia ndo-alvo pode incluir qualquer sequén-
cia de qualquer espécie (incluindo, mas nio limitado a, ndo-eucariotos tais
como bactérias, e virus; fungos, plantas; incluindo monocotiledéneas e dicb-
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tiled6neas, tais como plantas de cultivo, plantas ornamentais, e plantas néo-
domesticadas ou selvagens; invertebrados tais como artropodes, anelideos,
nematddeos, e moluscos; e vertebrados tais como anfibios, peixes, aves,
mamiferos domésticos ou selvagens, ou até mesmo seres humanos).

Uma modalidade fornece uma planta transgénica que tem no
seu genoma um constructo de DNA recombinante que inclui DNA capaz de
ser transcrito que inclui DNA que transcreve RNA capaz de se ligar a um
ligante, em que o constructo confere macho esterilidade ou fertilidade indu-
zivel ou supressivel quimicamente para hibridizagdo. Exemplos preferidos
usam um riboswitch que contém um aptamero que se liga a um ligante que é
uma substancia ja registrada, por exemplo, um herbicida aprovado. Em um
exemplo nao limitante, uma planta transgénica que carrega um gene de ma-
cho esterilidade sob o controle de um promotor macho-especifico e um ri-
boswitch "'desligado“ de glifosato é macho estéril a menos que seja aplicado
glifosato. Ao contrario, uma planta transgénica que carrega um gene de ma-
cho esterilidade sob o controle de um promotor macho-especifico e um ri-
boswitch "ligado” de glifosato € macho estéril apenas quando glifosato é a-
plicado.

Uma aplicagdo da invengéo é fornecer um sistema resistente a
herbicida, ativado por ligante para preservagdo de identidade génica ("blo-
queio génico") assim como para manter controle voluntario resistente a her-
bicida. Em uma modalidade, a seqiéncia de DNA que codifica um ribosWitch
“ligado" é inserida em um cassete de expressiao que contém como a se-
quéncia alvo "CP4", um marcador selecionavel que confere resisténcia ao
glifosato, epsps-cp4 (5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase da cepa CP4
de Agrobacterium tumefaciens), para expressar condicionalmente CP4 em
plantas transgénicas. Plantas transgénicas que carregam o cassete de ex-
pressao de CP4 controlado por riboswitch expressam CP4 apenas na pre-
sencga do ligante, que é aplicado (por exemplo, por uma pulverizagao foliar) a
planta por meio de uma formulagdo de glifosato especifica que contém o
ligante. Ao ser aplicado, o herbicida de glifosato formulado ativa a transcri-
¢do/tradugdo de CP4 e torna a planta transgénica resistente ao glifosato.
Plantas transgénicas sdo suscetiveis a formulagcdes de glifosato genéricas
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que ndo contém o ligante. Da mesma forma, essa abordagem pode ser apli-
cada a qualquer outra combinagdo de gene de resisténcia a herbici-
da/herbicida, pof exemplo, combinagdes de oxigenase que degrada dicam-
ba/dicamba, ou gene de resisténcia a antibidtico/antibidtico.

Em outra rhodalidade, a sequéncia alvo é um gene enddgeno a
uma dada espécie, tal como uma dada planta (tal como, mas nao limitado a,
plantas agricolamente ou comercialmente importantes, incluindo monocotile-
dbneas e dicotiledéneas) e a seqliéncia nao-alvo pode ser, por exemplo, um
gene de uma espécie ndo-alvo, tal como outra espécie de planta ou um gene
de um virus, fungo, bactéria, invertebrado, ou vertebrado ou até mesmo um
ser humano. Um exemplo nao limitante é onde & desejavel desenhar o ap-
tdmero, ou o RNA regulatério, ou ambos, a fim de modificar a expressdo de
uma seqléncia alvo que é enddgena do gene para uma unica espécie (por
exemplo, lagarta da raiz do milho Ocidental, Diabrotica virgifera virgifera Le-
Conte) mas nao modificar a expressdo de uma seqiéncia ndo-alvo tais co-
mo genes de espécies relacionadas, até mesmo intimamente_relacionadas
(por exemplo, lagarta da raiz do Norte, Diabrotica barberi Smith & Lawrence,
ou lagarta da raiz do milho do Sul, Diabrotica undecimpunctata).

- Em outras modalidades (por ekemplo, onde é desejavel modifi-
car a expressao de uma sequéncia alvo entre varias espécies), pode ser de-
sejavel desenhar o aptadmero, ou 0 RNA regulato"rio ou ambos, para modifi-
car a expressao de uma sequéncia alvo comum as multiplas espécies nas
quais a expreSséo da seqliéncia alvo deve ser modificada. Dessa forma, o
aptamero, ou 0 RNA regulatério, ou ambos, pode ser selecionado para ser
especifico para um taxon (por exemplo, especifico para um género, familia,
ou até mesmo um taxon maior tal como um filo, por exemplo, artrépodes),
mas nio para outros taxons (por exemplo, plantas ou vertebrados ou mami-
f’eros). Em um exemplo nao limitante dessa modalidade, um RNA regulatério
pode ser selecionado a fim de atingir fungos patogénicos (por exemplo, um
Fusarium spp.), mas nao atingir qualquer sequéncia génica de fungos bené-
ficos (por'éxemplo, fungos benéficos de micorrizas do solo).

Em outro exemplo nao limitante dessa modalidade, o aptamero,
ou 0 RNA regulatorio, ou ambos, para regular a expressao em lagarta deAra‘iz
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do milho podem ser selecionados para ser especificos para todos os mem-
bros do género Diabrotica. Por exemplo, um RNA regulatério que inclui um
elemento de supressdo génica direcionado para Diabrotica (por exemplo,
RNA anti-sentido, RNA duplo filamento, microRNA, ou repeticdes de RNA
em tandem) podem ser selecionadas a fim de atingir qualquer seqliéncia de
gene de coledpteros benéficos (por exemplo, besouros coccinelideos benéfi-
cos, comumente conhecidos como joaninhas) ou outras espécies de insetos
benéficos.

O grau necesséario de especificidade de um RNA regulatério que
inclui um elemento de supressdo génica (por exemplo, RNA anti-sentido,
RNA duplo filamento, microRNA, ou repeticoes de RNA em tandem) para
supressdo de uma seqléncia alvo depende de vérios fatores. Por exemplo,
onde o elemento de supressdo génica inclui RNA duplo filamento (dsRNA),
fatores podem incluir o tamanho dos menores fragmentos de dsRNA que se
espera que sejam produzidos pela agdo de Dicer, e a importancia relativa de
diminuir o potencial de dsRNA's suprimirem as seqiiéncias ndo-alvo. Por
exemplo, onde os fragmentos de dsRNA s@o esperados ter 21 pares de ba-
se de tamanho, uma modalidade particularmente preferida pode ser incluir
no RNA regulatério, uma sequéncia capaz de formar dsRNA e codificar regi-
0es substancialmente nao-idénticas a uma seqiéncia ndo-alvo, tal como
regides dentro das quais cada fragmento contiguo que inclui pelo menos
pareamentos de 21 nucleotideos de menos do que 21 (por exemplo, de me¥
nos do que 21, ou de menos do que 20, ou de menos do que 19, ou de me-
nos do que 17) dos 21 nucleotideos contiguos de uma seqliéncia ndo-alvo.
Em outra modalidade, regides substancialmente nio-idénticas a uma se-

“qliéncia ndo-alvo incluem regiGes dentro das quais cada fragmento contiguo

que inclui pelo menos pareamentos de 19 nucleotideos de menos que 19
(por exemplo, menos do que 19, ou menos do que 18, ou menos do que 17,
ou menos do que 16) dos 19 nucleotideos contiguos de uma seqliéncia nao-
aivo. ’ '

Em algumas modalidades, pode ser desejavel desenhar o apta-
mero, o RNA regulatdrio, ou ambos, para incluir regides previstas para nao
gerar polipeptideos indesejaveis, por exemplo, por rastrear o aptamero, o
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RNA regulatdrio, ou ambos, quanto a sequéncias que podem codificar poli-
peptideos indesejaveis cohhecidos ou homoélogos préximos desses. Polipep-
tideos indesejaveis incluem, mas ndo sao limitados a, polipeptideos homélo-
gos a polipeptideos alergénicos conhecidos e polipeptideos homélogos a
toxinas polipepti’dicas conhecidas. Sequéncias disponiveis publicamente que
codificam tais peptideos potencialmente alergénicos estdo disponiveis, por
exemplo, a base de dados de alergeno do Food Allergy Research and Re-

source Program (FARRP) (disponivel em allergenonline.com) ou as bases

de dados Biotechnology Information for Food Safety' Databases (disponiveis
em www.iit.edu/~sgendel/fa.htm) (vide também, por exemplo, Gendel (1998)
Adv. Food Nutr. Res., 42:63-92). Sequéncias indesejéveis também podem
incluir, por exemplo, aquelas sequéncias de polipeptideo apontadas como
toxinas conhecidas ou como alergenos potenciais ou conhecidos e contidas
em bases de dados publicamente disponiveis tais como GenBank, EMBL,
SwissProt, e outras, que sdo. pesquisaveis pelo sistema Entrez
(www.ncbi.nih.gov/Entrez). Exemplos nao limitantes de seqléncias de pepti-
deos potencialmente alergénicos incluem glicinina de soja, oleosina e agluti-
nina de amendoim, gluteninas de trigo, caseina, lactalbumina, e lactoglobuli-
na de leite bovino e tropomiosina de varios moluscos (allergenonline.com).
Exemplos ndo limitantes de peptideos potencialmente téxicos indesejaveis
incluem toxina tetanica tetA de Clostridium tetani, toxinas diarréicas de Sta-
phy/bcoccus aureus, e venenos tais como conotoxinas de Conus sSpp. e neu-
rotoxinas de artrépodes e repteis (www.ncbi.nih.gov/Entrez).

Em um exemplo ndo limitante, um aptdmero proposto, RNA re-

gulatério, ou ambos, pode ser rastreado para eliminar aquelas sequéncias

capazes de ser transcritas que codificam polipeptideos com homologia per-
feita a um alergeno ou toxina conhecida por 8 aminoacidos contiguos, ou
com pelo menos 35% de identidade por pelo menos 80 aminodcidos; tais
rastreamentos podem ser realizados em qualquer e todas as possiveis fases
de leitura em ambas as dire¢des, em fases abertas de leitura potenciais que
comegam cdm ATG, ou em todas as possiveis fases abertas de leitura, in-
dependente de ser elas comegam com um ATG ou ndo. Quando um "acerto"
ou pareamento é feito, isto €, quando uma seqiiéncia que codifica um _poli-
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peptideo potencial com homologia perfeita a um alergeno ou toxina conheci-
da por 8 aminodacidos consecutivos (ou pelo menos cerca de 35% de identi-
dade por pelo menos cerca de 80 aminoéacidos), é identificado, as sequén-
cias de &cido nucléico que correspondem ao acerto podem ser evitadas, eli-
minadas, ou modificadas ao selecionar seqiiéncias a ser usadas em um
RNA para silenciar um gene alvo. '

| Evitar, eliminar, ou modificar uma seqiiéncia indesejada pode
ser obtido por qualquer um de varios métodos conhecidos daqueles versa-
dos na técnica. Em alguns casos, o resultado pode ser novas sequéncias
que sao acreditadas ndo existirem naturalmente. Por exemplo, evitar certas
séqﬂéncias pode ser obtido por unir seqiiéncias "limpas" em novas seqién-
cias quiméricas para ser usadas em elemento de supressao génica.

Onde o RNA regulatério inclui RNA duplo fllamento (dsRNA) pa-
ra silenciar um gene alvo, os requerentes reconhecem que em algum silen-
ciamento mediado por dsRNA, é possivel que seqiéncias de dsRNA que
ndo pareiam perfeitamente sejam eficazes no silenciamento génico. Por e-
xemplo, foi mostrado que ndao pareamentos préximo ao centro de um sitio
complementar de miRNA tem efeitos mais fortes sobre o silenciamento géni-
co do miRNA do que pareamentos localizados mais distalmente. Vide, por
exemplo, Figura 4 em Mallory et al. (2004) EMBO J., 23:3356-3364. Em ou-
tro exemplo, foi relatado que, tanto a posigdo de um par de base ndo parea-
do quanto a identidade dos nucleotideos que formam o nao pareamento in-
fluenciam a habilidade de um dado siRNA silenciar uma sequéncia alvo, e
que nao pareamentos adenina-citosina, além do par de base oscilante G:U,
foram bem-tolerados (vide Du et al. (2005) Nucleic Acids Res., 33:1671-
1677). Dessa forma, um dsRNA regulatério que inclui RNA duplo filamento
nao precisa sempre ter 100% de identidade de sequiéncia com a sequéncia
alvo pretendida, mas geralmente teria preferivelmente identidade de se-
quéncia substancial com a seqléncia alvo pretendida, tal como cerca de
95%, cerca de 90%, cerca de 85%, ou cerca de 80% de identidade de se-
quéncia com a sequéncia alvo pretendida. Um versado na técnica seria ca-
paz de julgar a importéncia dada ao rastreamento por regides previstas para

ser mais altamente especificas & primeira seqliéncia alvo ou previstas para
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nao gerar polipeptideos indesejaveis, em relagdo & importancia dada a ou-
tros critérios, tais como, mas ndo limitados a, porcentagem de identidade de
sequéncia com a primeira sequéncia alvo pretendida ou a eficiéncia de si-
lenciamento génico prevista de uma dada sequéncia. Por exemplo, pode ser
desejavel para um dado RNA regulatério que inclui RNA dupio filamento pa-
ra silenciamento génico ser ativo entre varias espécies e, portanto um ver-
sado na técnica pode determinar que é mais importante incluir no RNA regu-
latério regides especificas para as vérias espécies de interesse, mas menos
importante rastrear por regides previstas para ter maior eficiéncia de silenci-
amento géhico ou para regioes previstas para gerar polipeptideos indeseja-
veis. |

Em muitas modélidades, a célula de planta transgénica tem no
seu genoma DNA recombinante que inclui DNA 'capaz de ser transcrito que
inclui: (a) DNA que transcreve um aptdmero de RNA capaz de se ligar a um-
ligante, e (b) DNA que transcreve RNA regulatério capaz de regular a ex-
pressdo de uma secjﬁéncia alvo, em_que a regulacdo_é dependente _da.con-_
formagdo do RNA regulatério, e a conformagdo do dito RNA regulatério é
afetada alostericamente pelo estado de ligagcdo do dito aptamero de RNA.
Nessas modalidades, ligacdo do aptémerd ao seu ligante resulta em uma
alteragéo especifica na expressao da sequéncia alvo, que pode ser um au-
mento ou uma diminuigdo na expressdo, dependendo do desenho do DNA
recombinante. |

Em uma modalidade, a ligagdo do ligante o aptdmero de RNA
resulta em um aumento da expressdo da sequéncia alvo em relacéo & ex-
pressdo na auséncia da ligacdo. Em outra modalidade, a ligacdo do ligante
ao aptamero de RNA resulta em uma diminuigdo da expressdo da seqiiéncia
alvo em relagdo a expressao na auséncia da ligagao.

Algumas modalidades sdo caracterizadas por "auto-induci-
bilidade". Em tal modalidade, a ligagdo do ligante ao aptdmero de RNA resul-
ta em um aumento de expresséo da seqliéncia alvo em relagdo a expressao
na auséncia da ligacdo, em qué 0 aumento de expressao resulta em um ni-
vel do ligante suficiente para manter o aumento de expressdo. Em outra mo-
da.lidade, a ligagéo do ligante ao aptamero de RNA resulta em uma diminui-
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¢ao de expressdo da sequéncia alvo em relagédo a expressdo na auséncia da
ligagao, a diminuigdo da expressao resultando em um nivel de ligante sufici-
ente para manter o aumento de expressao. |

Dessa forma, outro aspecto da invencédo é um método de modifi-
car a expressdo de um gene de interesse em uma célula de planta, que in-
clui transcrever em uma célula de planta transgénica da invengdo, ou uma
planta, planta de progénie, ou semente ou outro tecido de planta derivado de
tal célula de planta transgénica, DNA recombinante ou heterélogo capaz de
regular a expressdo de uma seqiéncia alvo, em que a regulagido é depen-
dente da conformagéo do RNA regulatério, e em que a conformagdo do RNA
regulatério é afetada alostericamente peld estado de ligagao do aptamero de
RNA, pelo qual a expresséo do gene de interesse é modificada em relagdo a
sua expressdo na auséncia de transcrigdo do constructo de DNA recombi-
nante.

introns: como usado aqui, "intron" ou "sequéncia de intron" ge-
ralmé.nte significa seqiéncia de DNA nao-codificante de um gene natural,
que mantém nos constructos de DNA recombinantes dessa invengdo, sua
capacidade nativa de serem retirados de transcritos de pré-mRNA, por e-
xemplo, sequéncias de intron nativas encontradas associadas com regides
de RNA que codificam proteina, em que os introns nativos sofrem entranga-
mento, permitindo que éxons sejam agrupados em mRNAs maduros antes
do RNA defxar 0 nucleo. Tal intron retirdvel tem um sitio de splice 5’ e um
sitio de splice 3'. introns podem sofrer “auto-entrangamento” ou nao sofrer
"auto-entrangamento” (isto &, que requer enzimas ou um spliceossomo para
que o entrangamento ocorra) e podem ser selecionados quanto a diferente
eficiéncia de éntrangamento.

introns adequados para uso em constructos da invengdo podem
ser introns virais (por exemplo, Yamada et al. (1994) Nucleic Acids Res.,
22:2532-2537), introns eucaridticos (incluindo introns de animais, de fungos
e de plantas), introns arqueanos ou bacterianos (por exemplo, Belfort et al.
(1995) J. Bacteriol., 177:3897-3903), ou qualquer seqiiéncia de DNA de o-
corréncia natural ou artificial (por exemplo, Yoshimatsu & Nagawa (1989)
Science, 244:1346-1348) com funcionalidade semelhante a intron na planta
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na qual o constructo de DNA recombinante da invengao deve ser transcrito.
Embora essencialmente qualquer intron possa ser usado na pratica dessa
invengao como um hospedeiro para DNA inserido, particularmente preferidos
sao introns que aumentam a expressao em uma planta ou introns que sao
derivados de uma seqﬁéncia lider 5' ndo traduzida. Quando um constructo
de DNA recombinante da invengdo é usado para transformar uma planta,
introns originados na planta podem ser especialmente preferidos. Exemplos
de introns de planta especialmente preferidos incluem um intron de actina 1
de arroz (I-Os-Act1) (Wang et al. (1992) Mol. Cell Biol., 12:3399-3406; McEI-
roy et al. (1990) Plant Cell, 2:163-171), um intron de proteina do choque
térmico de milho (I-Zm-hsp70) (Patentes U.S. 5.593.874 e 5,859.347), € um
intron de alcool desidrogenase de milho (I-Zm-adh1) (Callis et al. (1987) Ge-
nes Dev., 1:1183-1200). Outros exemplos de introns adequados para uso na
inven¢do incluem a sequéncia lider 5’ do virus do mosaico do tabaco ou lider
"'omega“ (Gallie & Walbot (1992) Nucleic Acids Res., 20:4631-4638), o intron

.. Shrunken-1 (Sh-1) (Vasil et al. (1989) Plant Physiol., 91:1575-1579), o intron
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de sacarose sintase de milho (Clancy & Hannah (2002) Plant Physiol.,
130:918-929), o intron da proteina de choque térmico 18 (hsp18) (Silva et al.
(1987) J. Cell Biol., 105:245), e o intron da protel'na de choque térmico de 82
kilodaltons (hsp82) (Semrau et al. (1989) J. Cell Biol., 109, p. 39A, e Mettler
et al. (maio de 1990) N.A.T.O. Advanced Studies institute on Molecular Bio- .. ..

logy, Elmer, Bavaria).
Elementos de expressdo génica: os constructos de DNA recom-

binantes podem ainda incluir um elemento de expressao génica. Qualquer
gene ou’genes de interesse podem ser expressos pelo elemento de expres-
sao génica, incluindo sequéncia codificante ou ndo codificante, ou ambas, e
pode incluir seqiiéncias de ocorréncia natural ou sequéncias artificiais ou
quiméricas ou ambas. Quando o elemento de expressao génica codifica uma
proteina, tais constructos incluem preferivelmente um elemento terminador
funcional para permitir a transcrigéo e tradugdo do elemento de expressao
génica. Em modalidades que incluem plantas transgénicas indutivamente
estéreis, o elemento de expressdo génica pode incluir, ou pode estar junto,
ao RNA mensageiro que codifica uma proteina de tolerancia a um herbicida.
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Em modalidades em que o constructo de DNA recombinante
contém um intron, o constructo pode ainda incluir um elemento de expressio
génica para expressar pelo menos um gene de interesse, em que o elemen-
to de expressdo génica esta localizado adjacente ao intron. Em outras mo-
dalidades, o constructo de DNA recombinante inclui um intron no qual esta
inserido um gene de interesse, em que o elemento de expressdo génica
também esta localizado dentro do intron; em tais casos, o elemento de ex-
pressdo génica pode ser operativamente ligado a um elemento terminador
funcional que esta ele préprio também dentro do intron. O gene de interesse
a ser expressao pelo elemento de expressao génica pode incluir pelo menos
um gene selecionado a partir do grupo que consiste em um gene alvo euca-
ritico, um gene alvo nao-eucariético, uma sequéncia de DNA precursora de
microRNA. O gene de interesse pode incluir um Unico gene ou multiplos ge-
nes (tais como multiplas copias de um unico gene, multiplos alelos de um
nico gene, ou multiplos genes que incluem genes de multiplas espécies).
Em uma modalidade, o elemento de expressédo génica pode incluir seqién-
cias de peptideo auto-hidrolizantes, por exemplo, localizadas entre mdiltiplas
seqUéhcias codificantes para um ou mais polipeptideos (vide, por exemplo,
as sequéncias de autoclivagem 2A e "semelhante a 2A" de varias espécies,
incluindo virus, tripanossomas, e bactéﬁas, descritas por Donnelly et al.
(2001), J. Gen. Virol., 82:1027-1041). Em outra modalidade, o elemento de
expressao génica pode incluir sequéncias de "salto" ribossomal, por exem-
plo, localizadas entre multiplas seqUéncias para um ou mais polipeptideos
(vide, por exemplo, as seqiiéncias de "salto" ribossomal 2A do aftovirus da
doenga aftosa (FMDV) descritas por Donnelly et al. (2001), J. Gen. Virol.,
82:1013-1025).

‘ Um gene de interesse pode incluir qualquer sequéncia codifican-
te ou nao-codificante de qualquer espécie (incluindo, mas néo Iimitado,'néo-
eucariotos tais como bactérias e virus; fungos; plantas, incluindo monocoti-
ledéneas e dicotileddneas, tais como planta de cultivo, plantas ornamentais,
e plantas nao domesticadas ou selvagens; invertebrados tais como artrépo-
des, anelideos, nematddeos, e moluscos; e vertebrados tais como anfibios,

peixe, aves, e mamiferos. Exemplos nao limitantes de uma seqliéncia nao-
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codificante a ser expressa por um elemento de expressdo génica incluem,
mas néo limitados a, regides 5’ nado traduzidas, promotores, intensificadores,
ou outras regides transcricionais nao-codificantes, regides 3' ndo-traduzidas,
terminadores, intron, microRNAs, seqiiéncias de DNA precursoras de mi-
croRNA, pequenos RNAs de interferéncia, componentes de RNA de ribos-
somos ou ribozimas, pequenos RNAs nucleolares, e outros RNAs nao codifi-
cantes. Exemplos n&o limitantes de um gene de interesse ainda incluem,
mas ndo séo limitados a, seqliéncia capaz de ser traduzida (codificante), tais
como genes que codificam fatores de transcricdo e genes que codificam en-
zimas envolvidas na biossintese ou catabolismo de moléculas de interesse
(tais como aminoéacidos, acidos graxos e outros lipidios, aglicares e outros
carboidratos, polimeros biolégicos, e metabdlitos de origem biossintética
mista). Um gene de interesse pode ser um gené nativo a planta na qual o
constructo de DNA recombinante da invengdo deve ser transcrito, ou pode

- ser um gene nao nativo. Um gene de interesse pode ser um gene marcador,

por exemplo, um gene marcador.selecionavel que codifica um gene de resis-
téncia a antibidtico, antifingico, ou herbicida ou um gene marcador que codi-
fica uma caracteristica facilmente detectavel (por exemplo, fitoeno sintase ou
outros genes que conferem um pigmento particular a planta), ou um gene
que codifica uma molécula detectavel, tal como uma proteina fluorescente,
luciferase, ou um polipeptideo Unico ou "sinalizador" de acido nucléico detec-
tavel por métodos de detecgdo de proteina ou &cido nucléico, respectiva-
mente). Marcadores selecionaveis séo genes de interesse de utilidade parti-
cular em identificar processamento bem sucedido de constructos da inven-
¢éao. |

Em algumas modalidades da invengdo, os constructos de DNA
recombinante sdo desenhados para suprimir pelo menos um gene endogeno
ou exdgeno e para expressar simultaneamente pelo menos um gene exdge-
no. Em um exemplo nao limitante, o constructo de DNA recombinante inclui
um elemento de supressdo génica para suprimir um gene de lisina cetogluta-
rato redutase/sacaropina desidrogenase (LKR/SDH) (de milho) enddgeno,
um elemento de expressao génica para expressar uma proteina acido dii-
drodipicolinico sintase (bacteriana) exdgena, e um DNA que transcreve RNA
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que inclui: (a) pelo menos um sitio de reconhecimento de miRNA exdgeno
reconhecivel por um miRNA maduro que é expresso especificamente em
tecido reprodutivo da planta; e (b) RNA mensageiro que codifica epsps-CP4,
em que o miRNA maduro suprime especificamente a expressao de epsps-
CP4 no tecido reprodutivo, e em que a esterilidade da planta transgénica é
induzivel pela aplicagdo de glifosato a planta. Tal constructo seria especial-
mente til para fornecer milho com niveis aumentados de lisina e tolerdncia
geral de glifosato, em que a esterilidade do milho é induzivel pela aplicagao
de glifosato no(s) momento(s) do desenvolvimento apropriado(s). Em outro
exemplo nao limitante, o constructo de DNA recombinante inclui um elemen-
to de supressdo génica para suprimir um gene de lagarta de raiz do milho, e
DNA que transcreve RNA que inclui: (a) pelo menos um sitio de reconheci-
mento de miRNA exdgeno reconhecivel por um miRNA maduro que é ex-
presso especificamente em tecido reprodutivo da planta; e (b) RNA mensa-
geiro que codifica epsps-CP4, em que o miRNA maduro suprime especifi-
camente a expressao de epsps-CP4 no tecido reprodutivo, e em que a este-
rilidade da planta transgénica € induzivel pela aplicagéo de glifosato & plan-
ta. Tal constructo seria especialmente util para fornecer milho com resistén-
cia a lagarta da raiz de milho e tolerancia geral de glifosato em que a esteri-
lidade do milho é induzivel pela aplicagdo de glifosato no(s) momento(s) do
desenvolvimento apropriado(s). | |

Bordas de T-DNA: as bordas de T-DNA referem-se as seqtién-
cias de DNA ou regides de DNA que definem o inicio e o final de um T-DNA
de Agrobacterium T-DNA (DNA de tumor) e funcionam in cis para transfe-
réncia de T-DNA no genoma de uma planta por transformagdo mediada por
Agrobacterium (vide, por exemplo, Hooykaas & Schilperoort (1992) Plant
Mol. Biol., 19:15-38). Varias modalidades incluem constructo de DNA re-
combinante sem bordas de T-DNA, uma unica borda de T-DNA, ou mais do
que uma borda de T-DNA. Por exemplo, em modalidades onde o constructo
de DNA recombinante inclui um intron no qual um elemento de supressao
génica esta inserido, o intron esté localizado preferivelmente entre um par de
bordas de T-DNA, que podem ser um grupo de bordas de T-DNA esquerda e

-direita, um grupo de duas bordas de T-DNA esquerdas, ou um grupo de du-
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as bordas de T-DNA direitas. Em outra modalidade, o constructo de DNA
recombinante inclui uma unica borda de T-DNA, um elemento de supressao
génica inserido em intron, e pelo menos um elemento de expressio génica.
Terminadores: muitas modalidades, particularmente onde o
constructo de DNA recombinante é projetado para ser transcrito em RNA
mensageiro, incluem tanto um elemento promotor quanto um elemento ter-

minador funcional que inclui um sinal de poliadenilagao funcional e um sitio
de poliadenilagao, permitindo que o RNA transcrito a partir do constructo de
DNA recombinante seja poliadenilado e 'processado para transporte para
dentro do citoplasma.

Em modalidades gerais como descritas sob o titulo "Constructos
de DNA Recombinantes que Incluem Sitios de Reconhecimento de MicroR-
NA", um elemento terminador funcional pode estar presente ou ausente. Em
modalidades onde um elemento terminador funcional esta ausente, pelo me-
nos um de um sinal de poliadenilagéo funcional e um sitio de poliadenilagao

- funcional esta ausente. Em outras modalidades, uma regio 3' nio traduzida

estad ausente. Nesses casos, o constructo de DNA recombinante é transcrito
como RNA n&o-poliadenilado e preferivelmente ndo é transportado para den-

tro do citoplasma.
DNA espacador: segmentos de DNA espagador podem incluir

virtualmente qualquer DNA (tal como, mas néo limitado a, sequiéncia de DNA

~ capaz de ser transcrita que codifica um gene de interesse, sequéncia de

DNA capaz de ser transcrita que codifica um gene marcador ou repérter;
DNA capaz de ser transcrito derivado de um intron, que na transcri¢do pode
ser retirado do RNA transcrito resultante; DNA capaz de ser transcrito que
codifica RNA que forma uma estrutura tal como uma alga ou "stem" ou um
aptamero capaz de se ligar a um ligante especifico; DNA que pode sofrer
entfangamento tais como introns e ribozimas que sofrem "auto-entran-
¢amento"; DNA capaz de ser transcrito que codifica uma seqléncia para de-
teccao por hibridizagao de acido nucléico, amplificagao, ou seqlenciamento;
e uma combina¢éo desses). DNA espacgador pode ser encontrado, por e-
xemplo, adjacente a um elemento de expressao génica. Em algumas moda-
lidades, o DNA espagador é em si seqiiéncia sentido ou anti-sentido do gene
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alvo. Em algumas modalidades preferidas, o RNA transcrito a partir do DNA
espagador (por exemplo, uma grande alga de seqiéncia anti-sentido do ge-
ne alvo ou um aptamero) assume uma estrutura secundaria ou configura'géo
tridimensional que confere ao transcrito uma caracteristica desejada, tal co-
mo estabilidade aumentada, meia-vida in vivo aumentada, ou especificidade
de célula ou tecido.
Fazendo e Usando Constructos de DNA Recombinante

Os constructos de DNA recombinante da presente invengdo po-
dem ser feitos por qualquer método adequado para a aplicacdo pretendida,
levando em consideragdo, por exemplo, o tipo de expressao desejada e a

conveniéncia de uso na planta na qual o constructo deve ser transcrito. Mé-
todos comuns para fazer e usar constructos de DNA e vetores sdo bem-
conhecidos na técnica e descritos em detalhes, por exemplo, em compén-
dios e manuais de laboratério incluindo Sambrook & Russell, "Molecular Clo-
ning: A Laboratory Manual" (terceira edigéo), Cold Spring Harbor Laboratory
Press, NY, 2001. Um exemplo de tecnologia util para construgdo de cons-
tructos de DNA e vetores para transformagao esta descrito na Publicag&o de
Pedido de Patente US 2004/0115642 A1. Constructos de DNA também po-
dem ser construidos usando a tecnologia de clonagem GATEWAY™ (dispo-
nibilizada por Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA), que usa a reagéo
de clonagem de recombinase LR sitio-especifica do sistema Integrase/att da
construgédo do vetor de bacteriéfago lambda, ao invés de endonucleases de
restricao e ligases. A reagdo de clonagem LR esta descrita nas Patentes
U.S. 5.888.732 e 6.277.608 e nas Publicacdes de Pedido de Patente U.S.
2001/283529, 2001/282319 e 2002/0007051. O Manual de Instrugbes da

‘Tecnologia de Clonagem GATEWAY™, que também é fornecido pela Invi-

trogen, fornece instru¢cdes resumidas para clonagem de rotina de qualquer
DNA desejado em um vetor que compreende elementos de expresséo em
planta operaveis. Outro método alternativo de fabricagdo de vetor emprega a
clonagem independente de ligacdo como descrita por Aslandis et al. (1990)
Nucleic Acids Res., 18:6069-6074 e Rashtchian et al. (1992) Biochem.,
206:91-97, onde um fragmento de DNA com terminagdes 5’ e 3’ de filamento
simples é ligado a um vetor desejado que pode entdo ser amplificado in vivo.
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Em certas modalidades, a seqiiéncia de DNA do constructo de
DNA recombinante inclui uma sequliéncia que teve otimizagao de cédon para
a planta na qual o constructo de DNA recombinante deve ser expresso. Por
exemplo, um constructo de DNA recombinante a ser expresso em uma plan-
ta pode ter toda ou parte de sua sequéncia (por exemplo, o primeiro elemen-
to de supressao génica ou o elemento de expressdo génica) com otimizagao
de cddon para expressdao em uma planta por métodos conhecidos na técni-

‘ca. Vide, por exemplo, Patente U.S. 5.500.365 para uma descri¢do de otimi-

zagao de cédon para plantas; vide também De Amicis & Marchetti (2000)

Nucleic Acid Res., 28:3339-3346.

CELULAS DE PLANTA TRANSGENICAS E PLANTAS TRANSGENICAS
Um aspecto adicional dessa invencao fornece uma célula de

planta transgénica que tem no seu genoma qualquer um dos constructos de

DNA recombinante fornecidos por essa invengdo. Ainda é fornecida uma

planta transgénica que contem célula de planta transgénica dessa invengao.

A planta transgénica da invengao inclui plantas em qualquer estagio de de-

senvolvimento e inclui uma planta regenerada preparada a partir de células
transgénicas de planta aqui reivindicadas ou uma planta de progénie (que
pode ser uma planta de progénie natural ou hibrida) da planta regenerada ou
semente de tal planta transgénica. Também fornecida e reivindicada é uma
semente transgénica que tem no seu genoma qualquer um dos constructos
de DNA recombinante fornecidos por essa invéngéo.

Uma modalidade inclui uma planta transgénica que tem no seu
genoma um constructo de DNA recombinante que transcreve RNA que in-
clui: (a) pelo menos um sitio de reconhecimento de miRNA exdgeno reco-
nhecivel por um miRNA maduro que é especificamente expresso em tecido
reprodutivo da planta (ou seja, uma planta preparada a partir de célula de
planta transgénica); e (b) RNA mensageiro que codifica uma proteina que
confere tolerancia a um herbicida; em que o miRNA maduro suprime especi-
ficamente a expresséo da proteina no tecido reprodutivo, e em que a esteri-

lidade de uma planta transgénica preparada a partir da célula de planta

transgénica é induzivel pela aplicagdo do herbicida a planta.
A célula de planta transgénica pode ser uma célula de planta
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isolada (por exemplo, células de planta individuais ou células cultivadas em
ou sobre um meio de cultura artificial) ou pode ser uma célula de planta em
tecido nao diferenciado (por exemplo, calo ou qualquer agregado de células
de planta). A célula de planta transgénica pode ser uma célula de planta em
pelo menos um tecido diferenciado selecionado a partir do grupo que consis-
te em folha (por exemplo, peciolo e limbo), raiz, tronco (por exemplo, tubér-
culo, rizoma, estolho, bulbo e cormo), caulve (por exemplo, xilema e floema),

~ madeira, semente, fruto (por exemplo, noz, grdo, frutas frescas) e flor (por

exemplo, estame, filamento, antera, polen, carpelo, pistilo, ovario, évulos).

A célula de planta transgénica ou planta transgénica da invengéo
pode ser qualquer célula de planta ou planta de interesse. tanto as células
de planta transitoriamente transformadas quanto as estavelménte transfor-
madas sao abrangidas por essa invengdo. Plantas transgénicas estavelmen-
te transformadas sd@o particularmente preferidas. Em muitas modalidades
preferidas, a planta transgénica é uma planta transgénica fértil da qual a se-
mente pode ser colhida e a invengdo ainda reivindica semente transgénica
de tais plantas transgénicas, em que a semente preferivelmente também
contém o constructo recombinante dessa invengéo.

Fazendo e Usando Células de Planta Transgénicas e Plantas Transgénicas

Quando um constructo de DNA recombinante é usado para pro-

duzir uma célula de planta transgénica, planta transgénica ou semente.
transgénica dessa invengédo, a transformagdo pode incluir qualquer um dos
métodos e composicdes bem-conhecidos e demonstrados. Métodos ade-
quados para transformagao de planta incluem virtualmente qualquer método
pelo qual o DNA pode ser introduzido em uma célula, tal como por liberagdo
direta de DNA (por exemplo, transfdrmagéo de protoplastos mediada por
PEG, por eletroporagéo, por agitagdo com fibras de carboneto de silicone, e
por aceleragéo de particulas revestidas com DNA), por transformagdo medi-
ada por Agrobacterium, por vetores virais e outros, etc. Um método preferido
de transformagao de planta é o bombardeio com micro-projéteis, por exem-
plo, como ilustrado nas Patentes U.S. 5.015.580 (soja), 5.550.318 (milho),
5.538.880 (milho), 6.153.812 (trigo), 6.160.208 (milho), 6.288.312 (arroz) e
6.399.861 (milho) e 6.403.865 (milho).
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Outro método preferido de transformagdo de planta é a trans-
formacéo mediada por Agrobacterium. Em uma modalidade preferida da in-
vengao, a célula de planta transgénica da invengdo é obtida pela transfor-
magao por meio de Agrobacterium que contem um sistema de plasmideo Ti
binario, em que o Agrobacterium carrega um primeiro plasmideo Ti e um se-

gundo plasmideo, quimérico que contém pelo menos uma borda de T-DNA

de um plasmideo Ti selvagem, um promotor funcional na célula de planta

transformada e operativamente ligado a um constructo de supressdo génica

da invengdo. Vide, por exemplo, 0 sistema binario descrito na Patente U.S.
5.159.135. Vide também De Framond ('1 983) Biotechnology, 1:262-269; e
Hoekema et al., (1983) Nature, 303:179. Em tal sistema binario, o menor
plasmideo, contendo a borda ou bordas de T-DNA, pode ser conveniente-
mente construido e manipulado em um hospedeiro alternativo adequado, tal
como E. coli, e entéo transferido para Agrobacterium.

Procedimentos detalhados para transformacgao de plantas medi-
ada por Agrobacterium, especialmente plantas de cultivo, incluem, por e-
xemplo, os procedimentos descritos nas Patentes U.S. 5.004.863,
5.159.135, e 5.518.908 (algoddo); 5.416.011, 5.569.834, 5.824.877 e
6.384.301 (soja); 5.591.616 (milho); 5.981.840 (milho); 5.463.174 (brassi-
cas). Métodos similares foram relatados para muitas espécies de planta, tan-
to dicotiledéneas como monocotiledoneas, incIUindo, entre outras, amendoim
(Cheng et al. (1996) Plant Cell Rep., 15: 653); aspargo (Bytebier et al. (1987)
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 84:5345); cevada (Wan & Lemaux (1994) Plant
Physiol., 104:37); arroz (Toriyama et al. (1988) Bio/Technology, 6:10; Zhang

et al. (1988) Plant Cell Rep., 7:379; trigo (Vasil et al. (1992) Bi-

o/Technology,10:667; Becker et al. (1994) Plant J. , 5:299), alfalfa (Masoud
et al. (1996) Transgen. Res., 5:313); e tomate (Sun et al. (2006) Plant Cell
Physiol., 47:426-431). Vide também a Publicagdo de Pedido de Patente U.S.
2003/0167537 A1 para uma descricdo de vetores, métodos de transforma-
¢ao e producdo de plantas transformadas de Arabidopsis thaliana onde os
fatores de transérigéo sa0 expressos constitutivamente por urh promotor de
CaMV35S. Células de plantas transgénicas e plantas transgénicas também
podem ser obtidas por transformagdo com outros vetores, tais como, mas
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nao Iimitados_ a vetores virais (por exemplo, potivirus "etch" do tabaco (TEV),
virus do mosaico estriado da cevada (BSMV) e os virus referenciados em
Edwardson & Christie, "The Potyvirus Group: Monograph Nc_>. 16, 1991', A-

| gric. Exp. Station, Univ. da Flérida), plasmideos, cosmideos, YACs (cromos-

somos artificiais de levedura), BACs (cromossomos artificiais bacterianos) ou
qualquer outro vétor de clonagem adequado, quando usado com um prOtoQ
colo de'transformagéo apropriado, por exemplo, infecgao bacteriana (pdr
exemplo, com Agrobacterium como descrito acima), constructos de cromos-
somo artificial bacteriano binério, liberagdo direta de DNA (por exemplo, a-
través de transformagédo mediada por PEG, absor¢do de DNA mediada por
dessecacgao/inibigdo, eletroporacéao, agitagéo com fibras de carboneto de
silicone e bombardeio de microprojéteis). Ficara claro para o versado na téc-
nica que varias metodologias de transformac&o podem ser usadas e modifi-
cadas para a producdo de plantas transgénicas estaveis a partir de qualquer

- quantidade de espécies de plantas de interesse.

Métodos de transformagao para fornecer células transgénicas de
planta e plantas transgénicas contendo DNA recombinante estavelmente
integrado sao praticados preferivelmente em cultura de tecido em meio e em
um ambiente controlado. "Meio" refere-se as varias misturas de nutrientes
que sao usadas para cultivar células in vitro, ou seja, fora do organismo vivo

intacto. Células alvo receptoras incluem, mas néo estdo limitadas a células

do meristema, calo, embrides imaturos ou partes de embrides, células de
gametas tais como micrésporos, pélen, esperma e células de dvulos. Qual-
quer célula a partir da qual uma planta fértil pode ser regenerada é contem-
plada como célula receptora Util para a pratica da invengao. Calo pode ser

iniciado a partir de varias fontes de tecidos, incluindo, mas ndo limitado a |
embrides imaturos ou partes de embrides, meristemas apicais de plantulas,
microsporos e semelhantes. Aquelas células que sdo capazes de'prol'iferar
como calo podem servir como células receptoras para transformagao genéti-
ca. Métodos praticos e materiais de transformagao para produzir as plantas
transgénicas dessa invencao (por exemplo, véfios meios e células alvo re-
ceptoras, transformagdo de embrides imaturos e subsequente regeneragéo
de plantas transgénicas férteis) estdo descritos, por exemplo, nas Patentes
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U.S. 6.194.636 e 6.232.526 e na Publicagdo de Pedido de Patente U.S.
2004/0216189. '

Na pratica da transformac@o comum, o DNA é introduzido ape-
nas em uma pequena porcentagem das células alvo em qualquer experi-
mento de transformacdo. Genes marcadores sdo geralmente usados para
fornecer um sistema eficaz para identificagdo daquelas células que estéo
estavelmente transformadas por receber e integrar um constructo de DNA
transgénico nos seus genomas. Genes marcadores preferidos fornecem
marcadores seletivos que conferem resisténcia a um agente seletivo, tal co-
mo um antibiético ou herbicida. Qualquer um dos antibiéticos ou herbicidas
aos quais uma célula de planta pode ser resistente pode ser um agente util
para selec¢ado. Células potenci’almente transformadas sao expostas ao agente
seletivo. Na populagdo de células sobreviventes estardo aquelas células on-
de, geralmente, o gene que confere resisténcia esta integrado e expresso

-em niveis suficientes para permitir a sobrevivéncia da célula.

As células podem ser testadas adicionalmente para confirmar a
integragéo estavel do DNA recombinante. Genes marcadores seletivos co-
mumente usados incluem aqueles que conferem resisténcia a antibidticos
tais como canamicina ou paromomicina (npfll), higromicina B (aph /V) e gen-
tamicina (aac3 e aacC4) ou resisténcia a herbicidas tais como glifosinato
(bar ou pat) e glifosato (EPSPS). Exemplos de genes marcadores seletivos
uteis e-agentes de selegdo estdo ilustrados nas Patentes U.S. 5.550.318,
5.633.435, 5.780.708 e 6.118.047. Marcadores ou repOrteres rastreaveis,
tais como. marcadores que fornecem uma habilidade para identificar visual-
mente transformantes também podem ser empregados. Exemploé n&o limi-

tantes de marcadores rastreaveis uteis incluem, por exemplo, um gene que

expressa uma proteina que produz um cor detectavel pela agdo sobre um
substrato cromogénico (por exemplo, beta-glicuronidase (GUS) (uidA) ou
luciferase (luc) ou que é detectavel por si mesmo, tal como a proteina verde
fluorescente (GFP) (gfp) ou uma molécula imunogénica. Aqueles versados
na técnica reconhecerdao que muitos outros marcadores ou repérteres Uteis

estao disponiveis para uso.
A deteccdo ou medida da alteragdo resultante na expresséo de
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um gene alvo (ou expressdo concomitante de um gene de interesse) obtida
pela transcrigdo do constructo recombinante na planta transgénica da inven-
¢ao pode ser obtida por quaisquer meios adequados, incluindo métodos de
detecgéo de proteina (por exemplo, western blots, ELISAs e outros métodos
imunoquimicos), medidas de atividade enzimatica ou métodos de deteccdo
de acidos nucléicos (por exemplo, Southern blots, northern blots, PCR, RT-
PCR, hibridizagéo fluorescente in situ). Tais métodos sdo bem-conhecidos
por aqueles versados na técnica como evidenciado pelos varios manuais
disponiveis; vide, por exemplo, Joseph Sambrook & David W. Russell, "Mo-
lecular Cloning: A Laboratory Manual" (terceira edigéo), Cold Spring Harbor
Laboratory Press, NY, 2001; Frederick M. Ausubel et al. (editors) "Short Pro-
tocols in Molecular Biolbgy" (quinta edicdo), John Wiley and Sons, 2002;
John M. Walker (editor) "Protein Protocols Handbook" (segunda edigéo),
Humana Press, 2002; e Leandro Pefa (editor) "Transgénic Plants: Methods
and Protocols", Humana Press, 2004.

Outros rhétodos adequados para detectar ou medir a alteragdo
resultante na expressao de um gene alvo (ou expressdo concomitante de um
gene de interesse) obtida pela transcrigdo do DNA recombinante na planta
transgénica da invengéo incluem a medida de qualquer outra caracteristica
que seja uma indicagdo direta ou representativa de expressdo do gene alvo
(ou expressdo concomitante de um gene de interesse) na planta transgénica
na qual o DNA recombinante é tfanscrito, em relagéo a uma na qual o DNA
recombinante ndo é transcrito, por exemplo, caracteristicas morfoldgicas
grosseiras ou microscépicas, taxas de crescimento, rendimento, taxas de

- reprodugdo ou de recrutamento, resisténcia a pragas ou patégenos, ou resis-
“téncia a estresse bidtico ou abittico (por exemplo, estresse por falta de a-

gua, estresse por sal, estresse por nutrientes, estresse por calor ou frio).
Tais métodos podem usar medidas diretas de uma caracteristica fenotipica
ou ensaios substitutos (por exemplo, em plantas, esses ensaios incluem en-
saios de parte da planta tais como ensaios de folha ou raiz para determinar a
tolerancia ao estresse abidtico). _

Os constructos de DNA recombinante da invengdo podem ser

adicionados com outro DNA recombinante para conferir caracteristicas adi-
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cionais (por exemplo, no caso de plantas transformadas, caracteristicas in-
cluem resisténcia a herbicida, resisténcia a praga, tolerdncia a germinagao
no frio, toleréncia a falta de agua e semelhantes), por exemplo, pela expres-
sdo ou supressao de outros genes. Constructos para a diminuigdo ou au-
mento coordenado de expressao génica estdao descritos na Publicacdo de
Pedido de Patente U.S. 2004/0126845 A1.
~ Sementes de plantas transgénicas, férteis podem ser coletadas
e usadas para cultivar de geragdes de progénie, incluindo gerag¢des hibridas,
de plantas transgénicas dessa inveng@o que incluem o constructo de DNA
recombinante nos seus genomas. Assim, além da transformacgdo direta de
uma planta com um constructo de DNA recombinante, plantas transgénicas
da invengdo podem ser preparadas pelo cruzamento de uma primeira planta
que tem o DNA recombinante com uma segunda 'planta que nao tem o cons-
tructo. Por exemplo, o DNA recombinante pode ser introduzido em uma li-
nhagem de planta que é passivel de transformagao para produzir uma planta
transgénica, que pode ser cruzada com uma segunda linhagem de planta
para introduzir o DNA recombinante dentro da progénie resultante. Uma
planta transgénica da invengao com um DNA recombinante (que efetua alte-
racdo de um gene alvo) pode ser cruzada com uma linhagem de planta que
tem outro DNA recombinante que confere uma ou mais caracteristicas adi-
cionais (tais como, mas n#o limitadas a resisténcia a herbicida, resisténcia a
praga ou doenga, resisténcia a estresse 'ambiental, conteudo de nutrientes
modificado e rhelhoria no rendimento) para produzir plantas de progénie que
tém o DNA fecombinante que confere tanto o comportamento de expresséo
da sequéncia alvo desejada como a(s) caracteristica(s) adicional (ais).
Tipicamente, em tal reprodugéo para combinar caracteristicas a
planta transgénica que doa a caracteristica adicional é de linhagem masculi-
na e a planta transgénica que carrega as caracteristicas de base é de linha-
gem feminina. A progénie desse cruzamento se separa tal que algumas das
plantas carregardao o DNA para ambas as caracteristicas parentais e algu-
mas carregavréo o DNA para uma caracteristica parenteral; tais plantas po-
dem ser identificadas por marcadores associados com o DNA recombinante
parental. Plantas de progénie que carregam o DNA para ambas as caracte-
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risticas parentais podem ser novamente cruzadas com a linhagem feminina
parental multiplas vezes, por exemplo, geralmente de 6 a 8 geragdes, para
produzir uma planta de progénie com substancialmente 0 mesmo genétipo
que uma linhagem parental transgénica original mas com o DNA recombi-
nante da outra linhagem parental transgénica.

Outro aspecto da invengao ainda é uma planta transgénica culti-
vada a partir da semente transgénica da inven¢do. Essa invengdo contempla
plantas transgénicas cultivadas diretamente a partir de semente transgénica
que contem o DNA recombinante assim como geragdes de progénie de plan-
tas, incluindo linhagens de planta natural ou hibrida, feitas pelo cruzamento
de uma planta transgénica cultivada diretamente a partir de semente trans-
génica com uma segunda planta nao cultivada a partir da mesma semente
transgénica.

O cruzamento pode incluir, por exemplo, as seguintes etapas:

(a) sementes de planta da primeira planta parental (por exem-
plo, ndo-transgénica ou transgénica) e uma segunda planta
parental que é transgénica de acordo com a invencao;

(b) cultivo das sementes da primeira e segunda plantas paren-
tais em plantas que tém fldres;

(c) polinizar uma flor a partir da primeira parental com pdélen
da segunda parental; e

(d) coletar sementes produzidas na planta parental que tem a
flor fertilizada.

Frequentemente é desejavel introduzir DNA recombinante em

variedades de elite, por exemplo, por retrocruzamento, para transferir uma

“caracteristica especifica desejavel de uma fonte para uma planta natural ou

outra planta que ndo tem aquela caracteristica. Isso pode ser obtido, por e-
xemplo, por cruzar primeiro um organismo de cruzamento superior ("A") (pa-
rental recorrente) com um organismo de cruzamento doador ("B") (parental
n&o recorrente), que carrega o(s) gene(s) apropriado(s) para a caracteristica
em questdo, por exemplo, um constructo preparado de acordo com a pre-
sente invengdo. A progénie desse cruzamento primeiro é selecionada na
progénie resultante quanto a caracteristica desejada a ser transferida para o
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parente nao recorrente "B" e entdo a progénie selecionada é cruzada de no-
vo com o parente recorrente superior "A". Apds cinco ou mais geracdes de
retrocruzamento com sele¢do para a caracteristica desejada, a progénie é
homozigota para os loci que controlam a caracteristica que esta sendo trans-
ferida, mas é semelhante ao parente superior na maioria ou em quase todos
0s outros genes. A Ultima geragéo de retrocruzamento pode ser autofecun-

dada pafa dar uma progénie que & de geragao pura para o(s) gene(s) sendo

transferido(s), isto €, um ou mais eventos de transformacao.

Através de uma série de manipulagées de reprodugao, um cons-
tructo de DNA selecionado pode ser passado de uma linhagem para outra
linhagem inteiramente diferente sem a necessidade de manipulagao recom-
binante adicional. Pode-se prbduzir assim plantas naturais que sdo geragoes
verdadeiras para um ou mais constructos de DNA. Pelo cruzamento de plan-
tas naturais diferentes, pode-se produzir um grande numero de.hl'bl‘idOS dife-
rentes com diferentes combinagdes de constructos de DNA. Dessa maneira,
podem ser produzidas plantas que tém as propriedades agronémicas dese-
javeis freqientemente associadas com hibridos ("vigor hibrido"), assim como
as caracteristicas desejaveis transmitidas por um ou mais constructos de
DNA.

Marcadores genéticos podem ser usados para auxiliar na intro-
dugdo de um ou mais constructos de DNA da invengdo de um antecedente
genético para outro. A sele¢do auxiliada por marcador oferece vantagens em
relagéo a reprodugdo convencional por que pode ser usada para evitar erros
causados por variagdes fenotipicas. Além disso, marcadores genéticos po-
dem fornecer dados em relagdo ao grau relativo de germoplasma de elite na
progénie individual de um cruzamento em particular. Por exemplo, quando
uma planta com uma caracteristica desejada que de outra maneira tem um
antecedente genético ndo agronomicamente desejavel é cruzada com um
parente de elite, marcadores genéticos podem ser usados para selecionar a
progénie que possui nao apenas a caracteristica de interesse, mas também
tem uma proporgéo relativamente grande do germoplasma desejado. Dessa
maneira, 0 numero de geragdes necessarias para introduzir uma ou mais

caracteristicas em um antecedente genético em particular é minimizado. A
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utilidade da selecdo auxiliada por marcador em cruzamento de plantas
transgénicas da presente inveng¢ao, assim como tipos de marcadores mole-
culares uteis, tais como, mas nao limitados a SSRs e SNPs, esta discutida
na Publicagao de Pedido PCT WO 02/062129 e nas Publicagbes Pedido de
Patente U.S Numeros 2002/0133852, 2003/0049612 e 2003/0005491 .

Em certas células de plantas transgénicas e plantas transgéni-
cas da invengdo, pode ser desejavel expressar (ou suprimir) concomitante-
mente um gene de interesse enquanto também se regula a expressido de um
gene alvo. Assim, em algumas modalidades, a planta transgénica contém o
DNA recombinante incluindo ainda um elemento de expressdo (ou supres-
s&0) génica para expressar pelo menos um gene de interesse, e regulacdo
da expressdo de gene alvo é preferivelmente efetuada com a expressao
concomitante (ou supressdo) de pelo menos um gene de interesse na planta
transgénica.

Assim, cbmo aqui descrito aqui, as células de planta transgénica
ou plantas transgénicas da invengdo podem ser obtidas pelo uso de qual-
quer método de transformagéo integrante ou ndo-integrante transitério ou
estavel apropriado, do conhecido na técnica ou descrito no momento. Os
constructos de DNA recombinante podem ser transcritos em qualquer célula
ou tecido de planta ou em uma planta completa de qualquer estagio de de-
senvolvimento. Plantas transgénicas podem ser derivadas de qualquer plan-
ta monocotileddnea ou dicotiledénea, tais como, mas ndo limitadas a plantas
de interesse comercial ou agricola, tais como plantas de cultivo (especial-
mente plantas de cultivo usadas para alimentagdo humana ou ragdo para
animais), arvores que produzem madeira ou polpa, hortalicas, plantas frutife-
ras e plantas‘ornamentais. Exemplos ndo limitantes de plantas de interesse
incluem plantas de culturas de graos (tais como trigo, aveia, cevada, milho,
centeio, triticale, arroz, paingo, sorgo, quinoa, amaranto, trigo sarracéno);
plantas de culturas de forragem (tais como grama forrageira e dicotiledéneas
forrageiras incluindo alfafa, ervilhaca, trevo e semelhantes); cultura de plan-
tas oleaginosas (tais como algodao, acgafrdo, girassol, soja, canola, colza,
linhaga, amendoim e 6leo de palma); arvores de nozes (tais como noz, caju.
avela, peca, améndoa e semelhantes); cana de agucar, coco, tamareira, a-
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zeitona, cha e café; arvores que produzem madeira e polpa; vegetais tais
como legumes (por exemplo, feijdes, ervilhas, lentilhas, alfafa, amendoim),
alface, aspargo, alcachofra, aipo, cenoura, rabano, brassicas (por exemplo,
repolho, couve de folhas, mostarda e outras brassicas folhosas, brécolis,
couve-flor, couve de Bruxelas, nabo, couve-rabano), cucurbiticeas comesti-
veis (pepino, meldes, abobrinha, abébora), alhos comestiveis (por exemplo,
cebolas, alho, alho-poré, chalotas, cebolinha), membros comestiveis das
Solanaceae (por exemplo, tomates, berinjelas, batatas, pimentas, amora
amarela) e membros comestiveis das Chénopodiaceae (por exemplo, beter-
raba, acelga, espinafre, quinoa, amaranto); plantas de cultura de frutas tais
como magas, péra, frutas citricas (por exemplo, laranja, lima, limao, toranja e
outras), frutas com carogo (‘por exemplo, abricé, péssego, ameixa, nectari-
na), banana, abacaxi, uva, kiwi, papaia, abacaté e cerejas; e plantas orna-
mentais incluindo plantas ornamentais com flores, arvores e arbustos orna-
mentais, coberturas de solo ornamentais e gramas ornamentais. As plantas
dicotiledoneas preferidas incluem, mas ndo sdo limitadas a canola, algodao,
batata, quinoa, amaranto, trigo sarraceno, acafrdo, soja, beterraba e giras-
sol, mais preferivelmente soja, canola e algoddo. Monocotiledéneas preferi-
das incluem, mas nado séo limitadas a trigo, aveia, cevada, milho, centeio,
triticale, arroz, gramas ornamentais e forrageiras, sorgo, paingo e cana de
agucar, mais preferivelmente milho, trigo e arroz.

O objetivo principal na transformagéo de planta é produzir plan-
tas que sao lteis a0 homem. Com relagao a isso, as plantas transgénicas da
invengao podem ser usadas virtualmente para qualquer propdsito considera-
do de valor para o agricultor ou para o consumidor. Por exemplo, pode-se
desejar colher a propria planta transgénica ou colher a semente transgénica
da planta transgénica para propésitos de plantio ou podem ser feitos produ-
tos Ia partir de plantas transgénicas ou suas sementes, tais como 6leo, ami-
do, etanol ou outros produtos de fermentagéo; ragao animal ou alimento hu-
mano, farmacos e varios produtos industriais. Por exemplo, o milho é usado
extensivamente na industria alimenticia e de ragdo, assim como em aplica-
¢Oes industriais. Discussao adicional dos usos do milho pode ser encontra-
da, por exemplo, nas Patentes U.S. Numeros 6.194.636, 6.207._879,
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6.232.526, 6.426.446, 6.429.357, 6.433.252, 6.437.217, e 6.583.338 e nas
Publicacées PCT WO 95/06128 e WO 02/057471. Assim, essa invencgdo
também fornece produtos de consumo produzidos a partir de uma célula
transgénica de planta, planta ou semente transgénicas dessa invengao, in-
cluindo, mas néo limitado a folhas, raizes, brotos, tubérculos, caules, frutos,
sementes ou outras partes de uma planta, cereais, 6leos, extratos, produtos
de fermentagdo ou digestdo, graos triturados ou inteiros ou sementes de
uma planta ou qualquer produto alimenticio ou ndo alimenticio incluindo tais
produtos de consumo produzidos a partir de uma célula de planta, planta ou
semente transgénica dessa invengdo. A detecgdo de uma ou mais seqiién-
cias de acidos nucléicos dos constructos de DNA recombinante dessa in-
vengao em um ou mais produtos de consumo aqui contemplados é de facto
evidéncia de que o produto de consumo contém ou é derivado de uma célula
de planta, planta ou semente transgénica dessa invengao.

Em modalidades preferidas, a planta transgénica que tem no seu
genoma um constructo de DNA recombinante dessa inveng&do tem pelo me-
nos uma caracteristica adicional alterada, em relagdo a uma planta que ndo
tem o constructo de DNA recombinante, selecionada a partir do grupo de
caracteristicas que consiste em: -

(@) tolerancia melhorada ao estresse abiético;

(b) toleréncia melhorada ao estresse biético;

(c) composigdo de metabdlito primario modificada;

(d) composigdo de metabolito secundario modificada:

(e) composicdo de elemento trago, carotendide ou vitamina

modificada; -

(f) rendimento melhorado:;

(@) habilidade melhorada em usar nitrogénio ou outros nutrien-

tes; . |

(h) caracteristicas agrondmicas modificadas;

()  crescimento ou caracteristicas reprodutivas modificadas; e

() colheita, armazenamento e qualidade de processamento

melhorados. ”

Em modalidades particularmente preferidas, a planta tfansgénica
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é caracterizada por: tolerancia melhorada ao estresse abiético (por exemplo,
tolerancia a falta de agua ou estiagem, calor, frio, niveis ndo-6timos de nutri-
ente ou sal, niveis ndo-6timos de luz) ou de estresse biético (por exemplo,
aglomeracao, alelopatia ou lesao); por uma Composigéo de metabolito prima-
rio modificada (por exemplo, acido graxo, 6leo, aminoacido, protel’na, agucar
ou carboidrato); composigdo de metabdlito secundario modificada (por e-
xemplo,AalcaIéides, terpendides, policetideos, peptideos nao-ribossomais e

metabdlitos secundarios de origem biossintética mista); composi¢édo de ele-

mento trago (por exemplo, ferro, zinco), carotendide (por exemplo, beta-
caroteno, licopeno, luteina, zeaxantina ou outros carotendides e xantofilos)
ou vitamina (por exemplo, tocoferéis) modificada; rendimento melhorado (por
exemplo, rendimento melhorado sob condigbes sem estresse ou rendimento
melhorado sob estresse bidtico ou abidtico); habilidade melhorada de usar
nitrogénio ou outros nutrientes; caracteristicas agronémicas modificadas (por
exemplo, maturagéo retardada, envelhecimento retardado; maturidade pre-
coce ou retardada; tolerancia a sombra melhorada; resisténcia melhorada ao
acondicionamento da raiz ou caule; resisténcia melhorada a "green snap" de
caule; resposta modificada de fotoperiodo de luz); caracteristicas de cresci-
mento ou reprodutivas modificadas (por exemplo, nanismo intencional; este-
rilidade masculina intencional, (til em, por exemplo procedimentos de hibri-
dizagao melhorados; taxa de crescimento vegetativo melhorada; germinagéo
melhorada; fertilidade masculina ou feminina melhorada); colheita, armaze-
namento e qualidade de processamento melhorados (por exemplo, resistén-
cia melhorada a pragas durante armazenamento, resisténcia melhorada a

quebra, atratividade melhorada para os consumidores); ou qualquer combi-

nagao dessas caracteristicas.
| Em uma modalidade preferida, semente transgénica ou semente

produzida pela planta transgénica, tem a composi¢ao do metabodito primario
modificada (por exemplo, acido graxo, 6leo, aminoacido, proteina, aguicar ou
carboidrato), composi¢do de metabdlito secundario modificada (por exemplo,
alcaldides, terpendides, policetideos, peptideos ndo -ribossomais e metabdli-
tos secundarios de origem biossintética mista), composigado de elemento tra-
¢o (por exemplo, ferro, zinco), carotendide (por exemplo, beta-caroteno, lico-
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peno, luteina, zeaxantina ou outros carotendides e xantofilos) ou vitamina
(por exemplo, tocoferéis) modificada, colheita, armazenamento ou qualidade
de processamento melhoradas ou uma combinagédo desses. Por exemplo,
pode ser desejavel modificar 0 aminoacido (por exemplo, lisina, metionina,
triptofano ou proteina total), éleo (por exemplo, composi¢do de acido graxo
ou 6leo total), carboidrato (por exemplo, agucares simples ou amidos), con-
teddo de elemento trago, carotendide ou vitamina de sementes de plantas
cultivaveis (por exemplo, canola, algodao, agafrdo, beterraba, girassol, trigo,
milho ou arroz), preferivelmente em combinagdo com colheita de semente,
armazenamento e qualidade de processamento melhorados e assim, forne-
cer sementes melhoradas para uso em ragées animais e alimentos para hu-
manos. Em outro exemplo, pode ser desejavel alterar os niveis de compo-
nentes nativos da planta transgénica ou semente de planta transgénica, por
exemplo, para diminuir os niveis de proteinas com baixos niveis de lisina,
metionina ou triptoféno ou para aumentar os niveis de um aminoéacido ou
acido graxo desejados ou para diminuir os niveis de uma proteina ou glico-
proteina alergénicas (por exemplo, alergenos do amendoim incluindo ara h
1, alergenos do trigo incluindo gliadinas e gluteninas, alergenos da soja in-
cluindo o alergeno P34, globulinas, glicininés e conglicininas) ou de um me-
tabdlito téxico (por exemplo, glicosideos cianogénicos na mandioca, alcaldi-
des de solanina em membros das Solanaceae). -

EXEMPLOS |

Exemglo 1 o
Este ilustra exemplos ndo limitantes de constructos de DNA re-

combinante para supressdo de pelo menos um gene alvo; esses construc-
tos, quando projetados para incluir um sitio de reconhecimento de miRNA,

permitem a expressédo do elemento de supressédo génica em tecidos especi-
ficos. , |
Figura 1A descreve esquematicamente exemplos nao limitantes
de constructos de DNA recombinante da invengdo para supressao de pelo
menos um gene alvo. Esses constructos incluem pelo menos um primeiro
elemento de supressao génica ("GSE" ou "GSE1") para suprimir pelo menos

um primeiro gene alvo, em que o primeiro elemento de supressdo génica
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esta inserido em um intron flanqueado em um ou ambos os lados por um
DNA que nédo codifica proteina. Esses constructos utilizam um intron (em
muitas modalidades um intron derivado de uma regido 5’ nado traduzida ou
um intron que aumenta a expressao é preferido) para liberar um elemento de
supressdo génica sem necessitar da presencga de quaisquer éxons que codi-
fiquem proteina (seqiiéncia codificante). Os constructos podem opcional-
mente ih_cluir pelo menos um segundo elemento de supressido génica
("GSE2") para suprimir pelo menos um segundo gene alvo, pelo menos um
elemento de expresséo génica ("GEE") para expressar pelo menos um gene
de interesse (que pode ser uma sequéncia codificante ou ndo codificante ou
ambas), ou ambos. Em modalidades que contém um elemento de expresséao
génica opcional, o elemento de expressao génica pode estar localizado fora
(por exemplo, adjacente a) do intron. Em algumaé modalidades, o intron que
contém o primeiro elemento de supressdo génica esta a 3’ de um termina-
dor.

Para diferenciar mais claramente constructos de DNA recombi-
nante da invengéo (que contém pelo menos um elemento de supressio gé-
nica inserido dentro de um unico intron flanqueado em um ou ambos os la-
dos por um DNA n&o codificante de proteina) da técnica anterior, a Figura
1B descreve esquematicamente exemplos de constructos de DNA da técni-
ca anterior. Esses constructos pddem conter um elemento de supressao gé-
nica que esta localizado adjacente a um intron flanqueado por uma seqlién-
cia codificante de proteina ou entre dois introns distintos (em que o elemento

" de supressdo génica ndo estd inserido em nenhum dos dois introns distin-

tos) ou podem incluir um elemento de expressdo génica que inclui um ele-
mento de supresséo génica inserido dentro de um intron que esta flanquea-
do por multiplos éxons (por exemplo, éxons que incluem a seqijéncia codifi-
cante de uma proteina).

| A Figura 2 descreve véarios exemplos ndo limitantes de elemen-
tos de supressdo génica e DNAs exdgenos capazes de ser transcritos Uteis
nos constructos de DNA recombinante da invengdo. Onde desenhados como
um filamento simples (Figuras 2A até 2E), esses sdo convencionalmente
representados na dire¢ao transcricional 5’ para 3’ (esquerda para direita); as
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setas indicam a seqtiéncia anti-sentido (a ponta da seta aponta para a es-
querda), ou a sequéncia sentido (ponta da seta apontando para direita). Es-
ses elementos de supressdo génica e DNAs exdégenos capazes de ser
transcritos podem incluir: DNA que inclui pelo menos um segmento de DNA
anti-sentido que é anti-sentido a pelo menos um segmento do pelo menos
um primeiro gene alvo, ou DNA que inclui multiplas cépias de pelo menos
um segmento de DNA anti-sentido que é anti-sentido a pelo menos um seg-
mento do pelo menos um primeiro gene alvo (Figura 2A); DNA que inclui-
pelo menos um segmento de DNA sentido que é pelo menos um segmento
do pelo menos um primeiro gene alvo, ou DNA que inclui mltiplas cépias de
pelo menos um segmento de DNA sentido que é pelo menos um segmento
do pelo menos um primeiro gene alvo (Figura 2B); DNA que transcreve RNA
suprimir o pelo menos um primeiro gene alvo pela formagao de RNA duplo
filamento e inclui pelo menos um segmento de DNA anti-sentido que é anti-
sentido a pelo menos um segmento do pelo menos um gene alvo e pelo me-
nos um segmento de DNA sentido que é pelo menos um segmento do pelo
menos um primeiro gene alvo (Figura 2C); DNA que transcreve RNA para
suprimir o pelo menos um primeiro gene alvo pela formag¢ao de um RNA 0ni-
co duplo filamento e inclui multiplos segmehtos seriados de DNA anti-sentido
que sao anti-sentido a peld menos um segmento do pelo menos um primeiro
gene alvo e multiplos segmentos de DNA seriados sentido que sdo pelo me-
nos um segmento de pelo menos um primeird gene alvo (Figura 2D); DNA
que transcreve RNA para suprimir pelo menos um primeiro gene alvo pela
formacdo de mudltiplos filamentos duplas de RNA e inclui mdltiplos segmen-
tos de DNA anti-sentido que s&o anti-sentido a pelo menos um segmento do
pelo menos um primeiro gene alvo e multiplos segmentos de DNA sentido
que tém pelo menos um segmento do pelo menos um primeiro gene alvo e
em que os ditos multiplos segmentos de DNA anti-sentido e os mﬂliiplos
segmentos de DNA de sentido estdo arranjados em uma série de repetigdes
invertidas (Figura 2E); e DNA que inclui nucleotideos derivados de um miR-
NA ou DNA que inclui nucleotideos de um siRNA (Figura 2F).

A Figura oF representa varios arranjos ndo limitantes de RNA
duplo filamento que podem ser transcritos a partir de modalidades dos ele-
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mentos de supressdo génica e DNAs exdgenos capazes de ser transcritos
uteis nos constructos de DNA recombinantes da inven¢ao. Quando tal RNA
duplo filamento é formado, ele pode suprimir um ou mais genes alvo, e pode
formar um unico RNA duplo filamento ou mudltiplos filamentos duplas de
RNA, ou um unico "stem" ou multiplos "stems" de RNA duplo filamento. On-
de multiplos "stems" de RNA duplo filamento sdo formados, eles podem ser
arranjados em arranjos de "cabeca de martelo" ou "folha de trevo". Em al-
gumas modalidades, os "stems" de filamento dupla podem formar um arranjo

em "pseudo-nd" (por exemplo, quando o RNA espacgador ou de alca de um

"stem" de filamento dupla forma parte de um segundo "stem" de filamento
dupla); vide, por exemplo, descrigdes de arquiteturas de pseudo-nés em
Staple & Butcher (2005) PLoS Biol., 3(6):e213. DNA espagador (localizado
entre ou adjacente a regides de dsRNA) é opcional mas comumente incluido
e geralmente inclui DNA que ndo corresponde ao gene alvo (e'mbora em al-
gumas modalidades possa incluir DNA sentido ou anti-sentido do gene alvo).
DNA espacador pode incluir sequéncia que transcreve RNA de filamento
simples ou pelo menos RNA de filamento parcialmente duplél (tal como em
um arranjo "kissing stem-loop") ou um RNA que assume uma estrutura se-
cundaria ou configuragao tridimensional (por exemplo, uma grande al¢a de
sequéncia anti-sentido do gene alvo ou um aptamero) que confere ao trans-
crito uma caracteristica adicional desejada', tal cbmo estabilidade aumenta-
da, meia-vida in vivo aumentada ou especificidade por célula ou tecido.
Exemplo 2

Esse exemplo descreve um método ndo limitante de determina-
¢do da utilidade potencial de um sitio de reconhecimento de miRNAs, pela
determinac¢édo do padrdo de expressao de miRNA. O conhecimento da distri-
buicao espacial ou temporal de uma dada expresséo de miRNA é util, por
‘exémplo, ao desenhar constructos recombinantes a serem expressos de
uma maneira espacialmente ou temporalmente especifica. Esse exemplo
descreve padrées de expressdo de miRNA maduro no milho e fornece se-
quéncias de sitios de reconhecimento para esses miRNAs que sdo adequa-
dos para inclusdo em constructos de DNA recombinante Uteis no milho e em

outras plantas.
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RNA total foi isolado de plantas de milho LH244 usando Trizol
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Sete estagios de desenvolvimento foram usados,
incluindo raizes e meristemas de ramos de mudas em germinagéo, fo'lhas
jovens (V1 a V2) e adultas (V7 a V8), caule internodal, pendao antes da que-
da, e espigas imaturas (de aproximadamente 1") (2,54 cm). Cinco microgra_-
mas de RNA total foram separados em PAGE-Ureia 17% como descrito por
Allen et al. (2004) Nat. Genet., 36:1282-1290. Os blots foram marcados com
oligonucleotideos de DNA que eram anti-sentido para a seqiiéncia de pe--
queno RNA e marcados na extremidade com gama *P-ATP usando Optiki-
nase (USB). As sondas usadas e suas respectivas seqiiéncias sdo dadas na
Tabela 1.

Tabela 1
SEQ ID NO. Seqliéncia miRNA
1 GTGCTCACTCTCTTCTGTCA miR156,
‘ miR157
2 TAGAGCTCCCTTCAATCCAAA miR159
3 TGGCATCCAGGGAGCCAGGCA miR160
4 CTGGATGCAGAGGTTTATCGA : miR162
5 TGCACGTGCCCTGCTTCTCCA miR164
6 GGGGAATGAAGCCTGGTCCGA miR166
7 TAGATCATGCTGGCAGCTTCA miR167
8 TTCCCGACCTGCACCAAGCGA miR168
9 TCGGCAAGTCATCCTTGGCTG miR169
10 GATATTGGCGCGGCTCAATCA miR171
11 CTGCAGCATCATCAAGATTCT miR172
12 : GGCGCTATCCCTCCTGAGCTT i miR390
13 - | GATCAATGCGATCCCTTTGGA miR393
14 TGGGGTCCTTACAAGGTCAAGA TAS3 5'D7(+)
15 GGAGGTGGACAGAATGCCAA miR394
16 GAGTTCCCCCAAACACTTCAC miR395
17 CATCAACGCTGCGCTCAATGA miR397
18 . | CGGGGGCGACCTGAGAACACA miR398
19 AGCCAGGGAAGAGGCAGTGCA miR408

Os resultados sdo mostrados na Figura 3. Uma sonda (SEQ ID
NO:1) hibridizou com miRNAs maduros de duas familias (miR156 e
miR157). miRNAs maduros individuais foram expressos em niveis diferentes
em células ou tecidos especificos. Por exemplo, Zm-miR390 n3o foi expres-

SO OU expresso apenas em niveis baixos em raiz e folha adulta.

Exemplo 3
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Esse exemplo ndo limitante descreve constructos de DNA re-
combinante da invengao, Uteis para suprimir a expressdo de um RNA alvo
em uma célula especifica de ou derivada de um eucarioto multicelular tal
como uma célula de planta ou uma célula de animal e métodos para seu u-
so. Os constructos incluem um promotor operativamente ligado ao DNA que
transcreve RNA incluindo pelo menos um sitio de reconhecimento de miRNA
exogeno reconhecivel por um miRNA maduro expresso em uma célula es-
pecifica de um eucarioto multicelular, e um RNA alvo a ser suprimido na cé-
lula especifica, em que o dito RNA alvo é para ser expresso em células do
eucarioto multicelular diferentes da célula especifica.

Promotores constitutivos fortes que sdo expressos em aproxi-
madamente todas as células de planta foram identificados (por exemplo,
CaMC 35S, OsAct), mas promotores especificos fortes espacialmente espe-
cificos (especifico para célula ou tecido) e temporalmente especificos foram
menos bem caracterizados. Para limitar a expressao de RNA alvo ou trans-
gene para um tipo especifico de célula ou tecido na auséncia de um promo-
tor forte especifico para célula ou para tecido, pode ser desejavel suprimir
em células ou tecidos selecionados a expressdo de um transcrito sob o con-
trole de um promotor constitutivo. A invengdo fornece métodos que usam
seqiéncias de reconhecimento de miRNAs enddgenos para suprimir a ex-
pressdo de um RNA alvo constitutivamente expresso em células especificas.

Métodos da invengao permitem controle pés-transcricional espa-
cialmente ou temporalmente especifico de expressdo de um RNA alvo em
que a transcrigdo é direcionada por um promotor nao-especifico (por exem-
plo, constitutivo). Os métodos da invengdo permitem, por exémplo, a expres-
sdo restrita de um gene transcrito por um promotor constitutivo ou um pro-
motor com expressdo além do(s). tipo(s) de célula ou tecido desejados. A
expresséo restrita pode ser restrita espacialmente ou temporaimente, por
exemplo, restrita aos tipos ou classes especificas de tecidos ou células ou a
estagios especificos de desenvolvimento, reprodugdo, crescimento e sazo-
nal. Onde um miRNA é expresso sob condigdes particulares (por exemplo,

sob estresse bidtico tal como aglomeragao, interagGes alelopaticas ou infes-
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tagdo por praga ou patdgeno, ou estresse abidtico tal como estresse pelo
calor ou frio, estresse por estiagem, estresse nutricional, estresse por metal
pesado ou sal), o sitio de reconhecimento de miRNA correspondente pode
ser usado para supressao condicionalmente especifica, isto é, para suprimir
0 RNA alvo sob a cdndigéo particular.

Por exemplo, Zm-miR162 é pobremente expresso em raizes de
milho (vide Exemplo 2 e Figura 3), portanto, desenhar um constructo de
expressao para incluir um sitio de reconhecimento de miRNA162 exégeno
adjacente a, ou dentro de, um RNA alvo constitutivamente expresso, pode
limitar o acumulo de RNA alvo transcrito em todas as células de uma planta
de milho com excegao das raizes. Esse método tem utilidade para todas as
aplicagbes de expressao génica em que 0 dado miRNA maduro é expresso.

Em eucariotos multicelulares, incluindo plantas, microRNAs
(miRNAs) regulam genes enddgenos por um mecanismo de clivagem pds-
transcricional, que pode ser espacialmente ou temporalmente especifico. A
presente invengdo fornece métodos pelos quais a adi¢cdo de um sitio de re-
conhecimento de miRNA a um transgene expresso constitutivamente pode-
ria ser usada para limitar a expressdo do transgene as células que ndo tém,
ou distantes daquelas que expressam, o miRNA maduro complementar tanto
espacialmente quanto temporalmente (incluindo condicionalmente). A mani-
pulacdo desses sitios de reconhecimentb de miRNA em novos transcritos
introduzidos em células de planta transgénicas e plantas transgénicas deri-
vadas dessas células, é dtil para alterar padrdes de expressao para 0 novo
transgene.

Em uma abordagem alternativa, um sitio de reconhecimento de
miRNA existente (nativo ou' enddgeno) é mutado (por exemplo, por mutagé-
nese quimica) o suficiente para reduzir ou impedir a clivagem (vide Mallory
et al. (2004) Curr. Biol., 14:1035-1046). Dessa maneira, uma sequéncia de
RNA alvo com efeitos desejaveis, por exemplo, tamanho da folha ou semen-
te aumentado, pode ser expressa em niveis maiores do que quando o sitio
de reconhecimento de miRNA nativo ou endbgeno estava presente. Uma

modalidade é substituir um gene nativo por um homdélogo manipulado, em
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que o miRNA nativo tenha sido mutado ou até deletado, isto € menos susce-
tivel a clivagem por um dado miRNA.

Uma modalidade do método é a introducdo de pelo menos um
sitio de reconhecimento de miRNA exdgeno (tipicamente uma seqiiéncia de
21 nucleotideos) nas regides ndo traduzidas 5’ ou 3' de um RNA alvo, ou
dentro do RNA alvo. Onde o RNA alvo inclui a seqiiéncia codificante, o pelo
menos um sitio de reconhecimento de miRNA exdgeno pode ser introduzido
na regidao codificante do RNA alvo. Isso resulta na expresséo reduzida do
RNA alvo em tipos de tecidos ou células qﬁe expressam o miRNA maduro
correspondente. Pela inclusdo de um sitio de reconhecimento que corres-
ponde a um miRNA maduro em um transcrito de RNA alvo, é possivel modu-
lar a eXpresséo do RNA alvo de tal maneira que mesmo sob o controle de
um promotor constitutivo, 0 RNA alvo € expresso apenas em células ou teci-
dos selecionados ou durante periodos temporais selecionados. Isso permite
tanto os altos niveis de expressdo obteniveis com promotores cthtitutivos
fortes quanto a limitagdo espacial ou temporal de tal expressao.

Qualquer sitio de reconhecimento de miRNA pode ser usado,
preferivelmente onde a expressdo do miRNA maduro correspondente tenha
sido determinada para satisfazer a expressdo ou supressdo desejada do
RNA alvo. Vérias sequéncias de reconhecimento de miRNA s&o conhecidas.
Vide, por exemplo, Jones-Rhoades & ‘Bartel (2004). Mol. Cell, 14:787-799,
Rhoades et al. (2002) Cell, 110:513-520, Allen et al. (2004) Nat. Genet.,
36:1282-1290). Vide também a base de dados na rede ASRP (Gustafson et
al. (2005) Nucleic Acids Res., 33:D6379-D640). Exemplos ndo limitantes de
'sitios de reconhecimento de miRNA Uteis em constructos e métodos da in-
vengao incluem aqueles forhecidos na Tabela 2, que da as sequéncias de
sitio de reconhecimento para a familia de miRNA indicada e indica a distribu-
icdo entre "todas as plantas" (isto é, plantas inferiores, monocotiledéneas e
dicotiled6neas), monocotileddneas e/ou dicotiledéneas. A espécie de planta
a partir da.qual o miRNA foi identificado e as abreviagbes usadas foram: A-
rabidopsis thaliana (At), Glycine max (Gm), Gossypium hirsutum (Gh), Hor-
deum vulgare (Hv), Lycopersicum esculentum (Le), Lotus corniculatus var.
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Japonicus (sinbnimo de "Lotus japonicus') (Lj), Medicago truncatula (Mt),
Mesembryanthemum crystallinum (Mc), Oryza sativa (Os), Pennisetdm glau-
cum (Pg), Phaseolus vulgaris (Pv), Populus tremula (Pt), Saccharum officina-v
rum (So), Sorghum bicolor (Sb), Theobroma cacao (Tc), Triticum aestivum

(Ta), Vitis vinifera (Vv), e Zea mays (Zm).

Tabela 2

SEQ ID NO.

Sitio de reconhecimento
de miRNA

Seqiiéncia do Sitio de Reconhe-
cimento

Seqiiéncia de reconhecimento da familia miR156- todas as plantas

20 At1g27370 GUGCUCUCUCUCUUCUGUCA
21 At1g53160 CUGCUCUCUCUCUUCUGUCA
22 At2g33810 UUGCUUACUCUCUUCUGUCA
23 At3g15270 CCGCUCUCUCUCUUCUGUCA
Seqiiéncia de reconhecimento da familia miR159- todas as plantas

24 At5g06100 UGGAGCUCCCUUCAUUCCAAU
25 At2g26960 UCGAGUUCCCUUCAUUCCAAU
26 At4g26930 AUGAGCUCUCUUCAAACCAAA
27 At2g26950 UGGAGCUCCCUUCAUUCCAAG
28 At2g32460 UAGAGCUUCCUUCAAACCAAA
29 At3g60460 UGGAGCUCCAUUCGAUCCAAA
30 At5g55020 AGCAGCUCCCUUCAAACCAAA
31 PVMYB CAGAGCUCCCUUCACUCCAAU
32 VVMYB | UGGAGCUCCCUUCACUCCAAU
33 HvMYB33 UGGAGCUCCCUUCACUCCAAG
34 OsMYB33 UGGAGCUCCCUUUAAUCCAAU

Seqiiéncias alvo da familia miR160- todas as plantas

35 At1g77850 UGGCAUGCAGGGAGCCAGGCA
36 At2g28350 AGGAAUACAGGGAGCCAGGCA
37 At4g30080 GGGUUUACAGGGAGCCAGGCA
38 OsARF AGGCAUACAGGGAGCCAGGCA
39 LjARF AAGCAUACAGGGAGCCAGGCA
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Seqiiéncias alvo da familia miR161 — Arabidopsis

40 At541170 ACCUGAUGUAAUCACUUUCAA
41 At1g06580 CCCGGAUGUAAUCACUUUCAG
42 At1g63150 UUGUUACUUUCAAUGCAUUGA
43 At516640 CCCUGAUGUAUUUACUUUCAA
44 At g62590 UAGUCACGUUCAAUGCAUUGA
45 At1g62670 CCCUGAUGUAUUCACUUUCAG
46 At1g62860 CCCUGAUGUUGUUACUUUCAG
47 At1g62910 UAGUCACUUUCAGCGCAUUGA
a8 At1962930 UCCAAAUGUAGUCACUUUCAG
49 At163080 UCCAAAUGUAGUCACUUUCAA
50 At1g63130 UCCAAAUGUAGUCACUUUCAG
51 At1g63400 UCCAAAUGUAGUCACUUUCAA
52 At1g63230 UUGUAACUUUCAGUGCAUUGA
53 At1g63330 UAGUCACGUUCAAUGCAUUGA
54 At1g63630 UUGUUACUUUCAGUGCAUUGA
55 At1g64580 CCCUGAUGUUGUCACUUUCAC
56 | At2ga1720 UUGUUACUUACAAUGCAUUGA
57 At1g63070 UAGUCUUUUUCAACGCAUUGA

Sequiéncias alvo da familia miR162—- monocotiledéneas e dicotileddneas

58 At1g01040 CUGGAUGCAGAGGUAUUAUCGA
59 PtDCL1 CUGGAUGCAGAGGUCUUAUCGA
60 OsDCL1 CUGGAUGCAGAGGUUUUAUCGA

Seqliéncias alvo da familia miR163 — Arabidopsis

61 At1g66700 AUCGAGUUCCAAGUCCUCUUCAA
62 At1g66720 AUCGAGUUCCAGGUCCUCUUCAA
63 At3g44860 AUCGAGUUCCAAGUUUUCUUCAA
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Seqliéncias alvo da familia miR163 — Arabidopsis

AGCACGUACCCUGCUUCUCCA

64 At1g56010

65 At5g07680 UUUACGUGCCCUGCUUCUCCA
66 At5g53950 AGCACGUGUCCUGUUUCUCCA
67 At5g61430 UCUACGUGCCCUGCUUCUCCA
68 At5g39610 CUCACGUGACCUGCUUCUCCG
69 OsNACT CGCACGUGACCUGCUUCUCCA
70 MtNAC CUUACGUGUCCUGCUUCUCCA
71 GMNAC CUUACGUGCCCUGCUUCUCCA
72 LeNAC GCCACGUGCACUGCUUCUCCA

Sequiéncias alvo da familia miR165/166 — todas as plantas

73 At1g30490 UUGGGAUGAAGCCUGGUCCGG
74 At5g60690 CUGGGAUGAAGCCUGGUCCGG
75 At1952150 CUGGAAUGAAGCCUGGUCCGG
76 PtHDZIPIII CCGGGAUGAAGCCUGGUCCGG

Seqﬁéncias alvo da familia miR167— monocotileddneas e dicotiledéneas

GAGAUCAGGCUGGCAGCUUGU

77 At1g30330
78 At5337020 UAGAUCAGGCUGGCAGCUUGU
79 OsARF86 . | AAGAUCAGGCUGGCAGCUUGU

Seqiiéncias alvo da familia miR168 — todas as plantas

80

At1g48410

UUCCCGAGCUGCAUCAAGCUA

Sequiéncias alvo da familia miR169 — todas as plantas

AAGGGAAGUCAUCCUUGGCUG

81 At1g17590
82 At1g54160 ACGGGAAGUCAUCCUUGGCUA
83 At1g72830 AGGGGAAGUCAUCCUUGGCUA
84 At3g05690 AGGCAAAUCAUCUUUGGCUCA
85 At3g20910 GCGGCAAUUCAUUCUUGGCUU
86 At5g12840 CCGGCAAAUCAUUCUUGGCUU
87 At3g14020 AAGGGAAGUCAUCCUUGGCUA
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Sequéncias alvo da familia miR169 - todas as plantas

88 ZmHAP2 GUGGCAACUCAUCCUUGGCUC
89 VVHAP2 UGGGCAAUUCAUCCUUGGCUU
90 OsHAP2 AUGGCAAAUCAUCCUUGGCUU
91 GmHAP2 UAGGGAAGUCAUCCUUGGCUC
92 GhHAP2 CUGGGAAGUCAUCCUUGGCUC

Seqijéncias alvo da familia de miR170/171- todas as plantas

93

At2g45160

GAUAUUGGCGCGGCUCAAUCA

Sequéncias alvo da familia miR172 - todas as plantas

94 At4g36920 CUGCAGCAUCAUCAGGAUUCU
95 At2g28550 CAGCAGCAUCAUCAGGAUUCU
96 At5g60120 AUGCAGCAUCAUCAGGAUUCU
97 At5g67180 UGGCAGCAUCAUCAGGAUUCU
97 At2g39250 UUGUAGCAUCAUCAGGAUUCC
99 At3g54990 UUGCAGCAUCAUCAGGAUUCC

Seqliéncias alvo da familia miR319 — todas as plantas

100 At4g18390 CAGGGGGACCCUUCAGUCCAA
101 At1953230 GAGGGGUCCCCUUCAGUCCAU
102 At3g15030 GAGGGGUCCCCUUCAGUCCAG
103 At2g31070 AAGGGGUACCCUUCAGUCCAG
104 At1g30210 UAGGGGGACCCUUCAGUCCAA
105 OsPCF5 GAGGGGACCCCUUCAGUCCAG
106 OsPCF8 UCGGGGCACACUUCAGUCCAA
107 At1g12820 AAACAAUGCGAUCCCUUUGGA
108 At4g03190 AGACCAUGCGAUCCCUUUGGA
109 At3g23690 GGUCAGAGCGAUCCCUUUGGC
110 At3962980 AGACAAUGCGAUCCCUUUGGA

Sequiéncias alvo da familia miR394 - monocotiledéneas e dicotiledéneas

111

At1g27340

GGAGGUUGACAGAAUGCCAAA
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Seqliéncias alvo da familia miR395 — monocotileddneas e dicotileddneas

112 At5g43780 GAGUUCCUCCAAACACUUCAU
113 At3g22890 GAGUUCCUCCAAACUCUUCAU
114 At5g10180 AAGUUCUCCCAAACACUUCAA

Seqiiéncias alvo da familia miR396 — monocotiledéneas e dicotiledoneas

115 At2g22840 UCGUUCAAGAAAGCCUGUGGAA
116 At2g36400 CCGUUCAAGAAAGCCUGUGGAA
117 At4g24150 UCGUUCAAGAAAGCAUGUGGAA
118 At2g45480 ACGUUCAAGAAAGCUUGUGGAA
119 At3g52910 CCGUUCAAGAAAGCCUGUGGAA
Seqiiéncias alvo da familia miR397—- monocotileddneas e dicotiledéneas
120 At2g29130 AAUCAAUGCUGCACUCAAUGA
1121 At2938080 AGUCAACGCUGCACUUAAUGA
122 At2g60020 - AAUCAAUGCUGCACUUAAUGA

Seqtiéncias alvo da familia miR398 — monocotileddneas e dicotileddneas

123 At1g08830 AAGGGGUUUCCUGAGAUCACA
124 At2g28190 UGCGGGUGACCUGGGAAACAUA
125 At3g15640 AAGGUGUGACCUGAGAAUCACA

Seqiiéncias alvo da familia miR173 - A

rabidopsis

GUGAUUUUUCUCAACAAGCGAA

126 AtTAS1a
127 AtTAS1c  GUGAUUUUUCUCUACAAGCGAA
128 AtTAS2 GUGAUUUUUCUCUCCAAGCGAA

Seqiiéncias alvo da familia miR399- monocotiledéneas e dicotileddneas

129 At2g33770 UAGGGCAUAUCUCCUUUGGCA
130 At2g33770 UUGGGCAAAUCUCCUUUGGCA
131 At2g33770 UCGAGCAAAUCUCCUUUGGCA
132 At2g33770 UAGAGCAAAUCUCCUUUGGCA
133 At2g33770 UAGGGCAAAUCUUCUUUGGCA

134 OsE2UBC

| UAGGGCAAAUCUCCUUUGGCA
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Seqliéncias alvo da familia miR399— monocotileddneas e dicotiledoneas

135 OsE2UBC CUGGGCAAAUCUCCUUUGGCA
136 OsE2UBC UCGGGCAAAUCUCCUUUGGCA
137 OsE2UBC CCGGGCAAAUCUCCUUUGGCA
| 138 PtE2UBC GCGGGCAAAUCUUCUUUGGCA
139 MtE2UBC AAGGGCAAAUCUCCUUUGGCA
140 | TaE2UBC UAGGGCAAAUCUCCUUUGGCG
141 TaE2UBC CUGGGCAAAUCUCCUUUGGCG
142 -TaE2UBC UUCGGCAAAUCUCCUUUGGCA

Seqiiéncias alvo da familia miR403 — dicotiledoneas

143

At1g31280

GGAGUUUGUGCGUGAAUCUAAU

Seqliéncias alvo da familia miR390- todas as plantas

144 At3g17185 CUUGUCUAUCCCUCCUGAGCUA
145 SbTASS - UAUGUCUAUCCCUUCUGAGCUG
146 SoTAS3 UAUGUCUAUCCCUUCUGAGCUA
147 ZmTAS3 UAUGUCUAUCCCUUCUGAGCUG
148 OsTAS3 UCGGUCUAUCCCUCCUGAGCUG
149 PgTAS3 UUAGUCUAUCCCUCCUGAGCUA
150 VVTAS3 AUUGCCUAUCCCUCCUGAGCUG
151 TcTAS3 CCUUGCUAUCCCUCCUGAGCUG
152 LeASR CUUGUCUAUCCCUCCUGAGCUG
153 ZmTAS3 CCCUUCUAUCCCUCCUGAGCUA
1 154 PtTAS3 CUUGUCUAUCCCUCCUGAGCUA
155 OsTAS3 CCCUUCUAUCCCUCCUGAGCUA
156 TaTAS3 CCCUUCUAUCCCUCCUGAGCUA
157 HvVTAS3 CCUUUCUAUCCCUCCUGAGCUA
158 PtTAS3 CCUGUCUAUCCCUCCUGAGCUA
159 McTASS3 UGUGUCUAUCCCUCCUGAGCUA
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Seqiiéncias alvo da familia miR447 — Arabidopsis

160 At5g60760 UGACAAACAUCUCGUCCCCAA
161 At3g45090 UGACAAACAUCUCGUUCCUAA

Seqliéncias alvo da familia miR408 - monocotiledéneas e dicotiledéneas

CCAAGGGAAGAGGCAGUGCAU

162 At2g02850
163 At2g30210 ACCAGUGAAGAGGCUGUGCAG
164 At2g47020 GCCAGGGAAGAGGCAGUGCAU
165 At5g05390 GCCGGUGAAGAGGCUGUGCAA
166 At5g07130 GCCGGUGAAGAGGCUGUGCAG
SeqLliéncias alvo de ta-siRNA de TAS3 - monocotileddneas e dicotileddoneas
167 At2g33860a AGGGUCUUGCAAGGUCAAGAA
168 At5g60450a AAGGUCUUGCAAGGUCAAGAA
169 Semelhante OsARF3 GAGGUCUUGCAAGGUCAAGAA
170 Semelhante OsARF2 ACGGUCUUGCAAGGUCAAGAA

Seqiiéncias alvo de TAS1/TAS2 - Arabidopsis thaliana

171 Atg12770 AGAACUAGAGAAAGCAUUGGA
172 Atg12770 AGAGUAAGAUGGAGCUUGAUA
173 At1g63130 AGAUGGUGGAAAUGGGAUAUC
174 At1963230 UUGUUGAUCGUAUGGUAGAAG
175 At1g62930 GGUAUUCGAGUAUCUGCAAAA

Assim, uma planta transgénica que expressa um constructo de
DNA recombinante que, sob o controle de um promotor constitutivo (por e-
xemplo, um promotor 35S) transcreve um RNA que contém um sitio de re-
conhecimento de Zm-miR390 e um RNA alvo poderia seria esparado mos-
trar supressao da expressdo do RNA alvo na raiz e folha aduita em relagéo &
expressao em outros tecidos. |

Em outro exemplo, Zm-miR172 foi expresso em altos niveis no
caule e ndo expresso, ou expresso apenas em baixos niveis em outros teci-
dos. Uma planta transgénica que expressa um constructo que, sob o contro-
le de um promotor constitutivo forte (por-exempld, ‘um promotor 35S de
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CaMV) transcreve um RNA que contém um sitio de reconhecimento de Zm-
miR172 e um RNA alvo seria esperada expressar aquele RNA alvo em ni-
veis mais elevados em outros tecidos que nao o caule (onde a expressio do
RNA alvo seria suprimida). '

Para ilustrar o uso dos constructos e métodos da inven¢ao para
controlar a expressdo de um gene de interesse, um gene repdrter é usado
como o proprio gene de interesse ou como um substituto do gene de inte-
resse. Por exemplo, onde a expressdo de um gene repérter (por exemplo,
proteina verde fluorescente, GFP) é desejada no caule do milho e no tecido
da espiga imatura, um sitio alvo de miR156 & incluido em um cassete de ex-
pressdo de GFP e expresso em uma planta de milho estavelmente transgé-
nica sob o controle do promotor CaMV35S. Em outros tecidos (por exemplo,
raizes, folhas e penddes), a expressdo de GFP é suprimida. O fenétipo de
supressdo pode ser limitado a tipos celulares muito especificos dentro dos
tecidos suprimidos, com células vizinhas mostrando expressao ou um gradi-
ente de expressdo de GFP adjacente aquelas células que expressam
miR156 maduro.

Em outro exemplo, um promotor constitutivo forte é usado para
direcionar a expressao de uma proteina ou fragmento de proteina inseticida
de Bacillus thuringiensis ("Bt"), onde um sitio de reconhecimento de miRNA
expresso especificamer.itefno pdlen esta incluido no constructo, resultando
em expressao forte de Bt em tecidos da planta exceto para o pélen.

Um exemplo especifico, ndo limitante do método é a inclusdo do
sitio de reconhecimento para pelo menos um miRNA, que ndo é expresso
(ou expresso apenas em baixos niveis) nas raizes, em um constructo de

- DNA recombinante qué inclui um RNA alvo do qual a expresséao é désejada

apenas nas raizes. Um promotor constitutivo forte (por exemplo, 35S intensi-
ficado)' pode ainda ser usado, mas a expressdo do RNA alvo esta restrita
agora as células que nao expressam o miRNA maduro correspondente. Um
exemplo especifico dessa abofdagem é a inclusao de um sitio de reconhe-
cimento de miRNA162 de milho, miRNA164 de milho ou miRNA390 de milho
(ou qualquer combinagéo desses) erh um constructo de DNA recombinante
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para expressao deA uma proteina ou fragmento de proteina inseticida de Ba-
cillus thuringiensis ("Bt",vide, por exemplo, as sequiéncias inseticidas de Ba-
cillus thuringiensis e métodos de uso dessas descritos na Patente U.S. Nu-
mero 6.953.835 e no Pedido de Patente Provisério U.S. Nimero 60/713.111,
depositado em 31 de Agosto de 2005) como o RNA alvo, por exemplo, em
um constructo que inclui o cassete de expressdo e35S/Bt/hsp17. Esses
miRNAs (por exemplo, miRNA162, miRNA164, ou miRNA390) ndo séo subs-
tancialmente expressos em raizes de milho mas séo expressos na maioria
dos outros tecidos. A inclusdo de um ou mais desses sitios de reconheci-
mento dentro de um cassete de expresséo, reduz a expressao de transcritos
na maioria dos tecidos diferentes da raiz, mas mantém altos niveis de ex-
pressao de RNA alvo de Bt nas raizes, como é desejavel para 'o controle de
pragas tais como larva da raiz do milho. Em modalidades similares, combi-
nagdes de sitios de reconhecimento de miRNA diferentes s&o incluidas no
constructo a fim de se obter o padrdo de expressdo desejado em um ou
mais tecidos especificos. '

Exemplos especificos nédo limitantes de sequéncia de DNA ca-
paz de ser transcrita que inclui ufn sitio de' reconhecimento de miRNA exé-
geno estao descritos na Figura 4 e Figura 5. A Figura 4 descreve TIC809
direcionado para cloroplasto com um sitio de reconhecimento de miRNA162
(teXto em negrito) localizado na regido 3’ ndo traduzida (SEQ ID NO. 176).
Figura 5 descreve TIC809 nédo direcionado com um sitio de reconhecimento
de miRNA164 (texto em negrito) localizado na regiao 3’ nao traduzida (SEQ

ID NO. 177).

- Exemplo 4

Esse exemplo descreve a identificagdo de um gene MIR de uma
planta de cultivo com expressao tecido-especifica e identificagdo do promo-
tor do gene miR. Mais particularmente, esse exemplo descreve o perfil de
transcricdo como um método ndo limitante de identificar um miRNA expresso
especificamente em tecido reprodutivo feminino (endosperma), assim como
a identificagcdo de uma seqiéncia promotora de miR167 de milho com ex-
pressdo endosperma-especifica. O sitio de reconhecimento correspondente
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a esse miRNA é dtil, por exemplo, na produgdo de plantas transgénicas com
esterilidade feminina induzivel de acordo com essa invengao.

Um membro da familia de genes MIR167 (SEQ ID NO. 178) foi
descoberto representar cerca de um quarto da populacdo de pequeno RNA
clonada do endosperma do milho em desenvolvimento. Para determinar se
um unico membro da familia de genes MIR167 é responsavel pela forte ex-

pressdo observada no endosperma, varios genes de MIR167 foram analisa-

- dos por RT-PCR. Nove seqiiéncias stem-loop de MIR167 de Zea mays fo-

ram encontradas no registro publico de miRNA ("miRBase", disponivel na
rede em microrna.sanger.ac.uk/sequences) listadas como miR167a até
miR167i. RT-PCR tecido-especifico foi realizado para varias das seqéncias
de miR167 de Z. mays usando iniciadores gene-especificos para a sintese
de cDNA de primeiro filamento seguido por PCR com pares de iniciadores
gene-especificos. A expressdao de miR167 foi forte e especifica para tecido
de endosperma (15, 20 dias apds a polinizacao). |

Para determinar se miR167g é abundantemente expresso no
endosperma, Northern blots de milho (LH59) foram preparados. O blot foi
marcado com uma sonda de LNA de 22-mer de miR167 madura com extre-
midade marcada (Figura 6A), stripped, e re-marcado com uma sonda de
~400bp gene miR167g-especu’fic_a (Figura 6B). O forte sinal do endosperma
observado indicou que miR167g é amplamente responsavel pela expréssnéo
aumentada no endosperma. O perfil de transcrigdo de tecidos de milho con-
firmaram os resultados do Northern blot (Figura 6C); o transcrito que corres-

ponde a miR167g estava abundantemente e especificamente expresso em

tecido de endosperma. . _
Uma seqﬁéncia de cDNA de 804 pares de base disponivel publi-

camente no GenBank (apontada como "ZM_BFb0071120.r ZM_BFb Zea
mays cDNA 5', mRNA sequence") e que terh 0 numero de acesso DR827873.1
(G1:71446823) esté incorporada aqui por referéncia. Essa seqléncia inclui
um segmento (SEQ ID NO. 178) que corresponde ao miR167g maduro.
Usando a seqﬁéncia publica, a analise de bio-infor‘mética foi realizada na a
sequéncia genémica de milho patenteada. Um grupamento genémico de
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4,75 quilobases que inclui a sequéncia da linhagem B73 de milho natural foi
identificado como contendo seqliéncias de genes previstas para miR167a e
miR167g. Uma regido de 486 pares de bases entre os dois genes miR167 foi |
identificada como tendo homologia a uma sequéncia de sinalizador de se-
quéncia expressa (EST). Motivos de promotor foram identificados nas se-
gléncias a montante de ambos os transcritos previstos (miR167a e miR167g).
Uma regiéo de 1682 pares de bases (SEQ ID NO. 179) entre os transcritos de
miR167a e miR167g previstos, e uma regido menor de 674 pares de bases
(SEQ ID NO. 180) entre 0 EST e 0 transcrito de miR167g previsto foi identifi-
cada como sequéncias promotoras de miR167g. Subgrupos dessas seqﬁén-
cias (por exemplo, pelo menos cerca de 50, cerca de 100, cerca de 150, cerca
de 200, cerca de 250 ou cerca de 300 nucleotideos de SEQ ID NO. 179 ou
SEQ ID NO. 180 ou fragmentos de pelo menos cerca de 50, cerca de 100,
cerca de 150 e cerca de 200 nucleotideos contiguos que tem pelo menos
85%, pelo menos 90% ou pelo menos 95% de identidade a um segmento de
SEQ ID NO. 179 ou SEQ ID NO. 180) também sdo Uteis como promotores;
seus efeitos promotores sdo demonstraveis por procedimentos bem-
conhecidos na técnica (por exemplo, para direcionar a expressao de um gene
repérter tal como luciferase ou proteina verde fluorescente). o) mapa de ano-
tagdo, incluindo localizagbes dos genes de miR167a e miR167g e miRNAs
maduros e elementos promotores (por exemplo, TATA bbxes), desse grupa-
mento gendmico € mostrado na Figura 7. O mapa de anotagdo também mos-
tra arlocalizagéo de motivos do fator reéponsivo a auxina (ARF) ou elementos
de resposta a auxina com a sequéncia TGTCTC (SEQ ID NO. 181), que indi-
ca que a auxina pode regular a expressao de miR167g. miRNAs de miR167
maduro sao complementarés a ARF6 e ARF8 (que codificam ARFs ativado-
ras) e tem sido propostos com regulando a homeostase da auxiha; vide, por
exemplo, Rhoades et al. (2002) Cell, 110:513-520, Bartel & Bartel (2003) Plant
Physiol., 132:709-717, Ulmasov et al. (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
96:5844-5849, e Mallory et al. (2005) Plant Cell, 17:1360-1375.

Além das sequiéncias promotoras de miR167g (SEQ ID NO. 179
e SEQ ID NO. 180) identificadas da linhagem B73 de milho natural, duas
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sequéncias promotoras adicionais de miR167g (SEQ ID NO. 182 e SEQ ID
NO. 183) foram amplificadas a partir da linhagem natural LH244 de milho. As
extremidade 3' de SEQ ID NO. 182 e SEQ ID NO. 183 foram determinadas
experimentalmente por 5’RACE (amplificacdo rapida de extremidades de
cDNA, Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA) de miR167g. A extremidade 5’
da seqliéncia de 768 pares de bases (SEQ ID NO. 182) corresponde a ex-
tremidade de uma seqiéncia de DNA de 481 pares de bases disponivel pu-
blicamente no GenBank (anotada como "QCG17c03.yg QCG Zea mays cD-
NA clone QCi,G1‘ 7¢03, sequiéncia de mRNA") e que tem o numero de acesso
CF035345.1 (G1:32930533). A extremidade 5’ da sequéncia de 407 pares de
bases (SEQ ID NO. 183) corresponde a extremidade de uma seqiiéncia de
DNA de 746 pares de bases disponivel publicamente no GenBank (anotada
como "MEST991_A06.T7-1 UGA-ZmSAM-XZ2 Zea mays cDNA, seqléncia
de mRNA") e que tem o numero de acesso DN214085.1 (GI:60347112).

As seqléncias promotoras de miR167g, gene de miR167g, mi-
croRNA de miR167g maduro e sitio de reconhecimento de miR167g (exem-
plos dos quais estéo incluidos abaixo na Tabela 6) descritas aqui tém varias
utilidades como descrito em outro lugar nessa descricdo. Em particular, um
promotor de miR167g é util como um promotor endosperma-especifico e po-
de ser usado, por exemplo, para substituir um promotor B32 de milho. Em
outra utilidade, a sequéncia de miR167g ou miR167g maduro (ou um precur-

- sor dessas) é manipulada para suprimir um gene alvo, especialmente quan-

do a supresséo deve ser especifica para endosperma. O sitio de reconheci-
mento de miR167g ¢é util, por exemplo, em constructos para expressdo géni-
ca onde o gene deve ser expresso em outros tecidos que ndo o endosperma
e especialmente util na produgao de plantas transgénicas com esterilidade

feminina induzivel de acordo com essa invengao.

Exemplo 5 _
Os critérios atuais para identificacdo de miRNA tém enfatizado a

conservagdo filogenética de miRNAs entre as espécies, e assim alguns
miRNAs nao conservados ou espécie-especificos em plantas foram caracte-
rizados em plantas. Esse exemplo descreve métodos ndo limitantes para
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identificar miRNAs, seus padréeé de expressao no tecido, seus sitios de re-
conhecimento correspondentes e exemplos de alvos. _

Cinco novos miRNAs nao-conservados e as correspondentes
sequéncias MIR foram identificados a partir de uma biblioteca de c-DNA fra-
cionada por tamanho construida a partir de folhas de soja. Os critérios para
identificagdo de miRNA incluiram: (1) um clone de pequeno RNA de 21-nt
clonado, e um possivel miRNA* (fita que corresponde ao miRNA) em uma
abundancia menor, (2) contengédo do duplex de miRNA/miRNA* inteiramente
dentro de uma estrutura de foldback pequena, imperfeita, (3) derivagdo do
miRNA a partir de um transcrito de RNA Pol Il ndo cedificante de proteina e
(4) presenga de um sitio alvo complementar em um gene codificante; vide
Ambros et al. (2003) RNA, 9:277-279.

Pequenos RNAs foram extraidos de seqliéncias brutas que con-
tém um adaptador e suas fitas foram determinadas. Esse grupo de seq(ién-
cias foi filtrado para remover pequenas seqiéncias de RNA que eram RNA
de virus, tRNA, rRNA, de cloroplasto e de mitocéndria, e transgene, resul-
tando em um grupo filtrado de 381.633 supostas sequliéncias de miRNA. Pe-
quenos RNAs que nao se originam das fontes acima e ndo sdo homélogos a
miRNAs conhecidos foram mapeados com relagdo a sequéncias de cDNA
de soja. Para as sequéncias de cDNA mapeadas com baixo conteddo codifi-
cante de proteina, um fragmento de sequéncia de cDNA de cerca de 250
nucleotideos, contendo o supoSto miRNA, foi dobrado usando RNA Folder. A
estrutura de foldback foi examinada pafa verificar se 0 pequeno RNA estava
localizado no "stem", e se um pequeno RNA extensivamente (mas nao per-
feitamente) complementar com menor abundancia estava localizado no lado
oposto do "stem". Os alvos potenciais do pequeno RNA sao previstos com
base em regras modificadas de Jones-Rhoades & Bartel (2004) Mol. Cell,
14:787-799, e Zhang (2005) Nucleic Acids Res., 33:W701-704. A Tabela 3
lista os cinco novos miRNAs nado conservados clonados a partir de tecido de
folha de soja e para cada um, miRNA* correspondente e primRNA(s); abun-
dancia ("abund") é dada como o nimero de vezes em que a sequéncia ocor-

reu em um total de 381.633 seqliéncias.
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Para cada novo miRNA de soja, a estrutura de "foldback" das
sequéncias de preéursor' de miRNA foi prevista por um algoritmo ("RNAFoI-
der", baseado em RNAfold, disponivel publicamente em www.tbi.univie.ac.
at/~ivo/BRNA/RNAfold.html), e o perfil de transcrigao do precursor de miRNA

obtido quando disponivel, como listado na Tabela 4. Exemplos de alvos pre-
vistos (sitios de reconhecimento) em soja e seus padrées de expressao i-
dentificados foram identificados para dois dos miRNAs (SEQ ID NO. 184 e

SEQ ID NO. 187).
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Além di_sso, sequencias alvo (sitio de reconhecimento) para cada
novo miRNA de soja foram identificadas a partir de bases de dados internos
de soja ("MRTC"), como listado na Tabela 5. O nimero de nucleotideos néao
pareados entre cada sitio de reconhecimento e a sequéncia de miRNA ma-
duro varia entre 1 a 6 ndo pareamentos, que podem incluir intervalos ou nu-
cleotideos "ausentes". Por exemplo, um intervalo é encontrado entre os nu-
cleotideos 7 € 8 em cada uma das SEQ ID NO. 220, SEQ ID NO. 221, SEQ
ID NO. 223, SEQ ID NO. 224 e SEQ ID NO. 225.
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Esse exemplo descreve métodos nao limitantes para identifica-
¢do de miRNAs de uso na producdo de plantas transgénicas com esterilida-
de induzivel utilizaveis em métodos dessa invengdo. Mas especificamente,

miRNAs que tem um padrao de expressao nos tecidos desejados (isto é,

tecidos reprodutivos masculino ou feminino) foram identificados pela avalia-

“¢ao dos dados do perfil de transcri¢éo (TxP).

Um procedimento comum para identificar miRNAs que tem um

padrédo de expressdo nos tecidos desejados (isto é, tecidos reprodutivos

masculino ou feminino) inclui as etapas de:

(a)

(b)

(c)

fornecer uma sequéncia inicial de miR que inclui a regido
"stem-loop", por exemplo, a partir das sequéncias de miR
disponiveis publicamente na base de dados "miRBase"

- (disponivel na rede em microrna.sanger.ac.uk/sequences);

aplicar algoritmos de analise de seqiéncia, tal como
BLAST como é bem-conhecido na técnica (vide Altschul et
al. (1990) J. Mol. Biol., 215:403-410) para identificar se-
gliéncias homdlogas ou idénticas (por exemplo, sequén-
cias patenteadas em conjuntos de sondas (probeset) de
microarranjo feitos com DNA do genoma completo do mi-
Iho); e ‘

analisar os perfis de transcricdo das sequéncias homolo-
gas do conjunto de sondasidentificadas na‘etapa (b) e i-
dentificar miRNAs que tem um padrdao de expressdo nos
tecidos desejados (isto é, tecidos reprodutivos masculinos

ou femininos).

Preferivelmente, uma quarta etapa é adicionada:

(d)

para seqléncias de conjUntos de sonda homélogas desco-
bertas ter os perfis de transcrigao desejados, confirmando
a identificacdo do gene de miRNA tanto pelo alinhamento

da sequiéncia de "stem-loop" da sequéncia de miR inicial

com a sequéncia do conjunto de sonda, quanto por miR-
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NAs potencialmente novos, determinar que a seqléncia
qije é prevista para se dobrar em uma estrutura de “stem-
loop" caracteristica de um miRNA. Também preferivelmen-
te, uma etapa opcional é usada, em que uma ou mais
comparagdes com BLAST contra grupos de dados de se-
quéncias adicionais diferentes dos grupos de dados das
sequiéncias do conjunto de sondas séo incluidas (antes da
etapa (b) acima), permitihdo a identificagdo adicional de
sondas que caem fora da regido de foldback prevista do
gene de miR; falsos positivos, por exemplo, devido a pé're-
amentos nos grupos de dados da seqliéncia adicional que
incluem contigs que sofreram entrangamento incorreto, sao
identificados pela sua falta de caracteristicas de miRNA
tais como estrutura de foldback apropriada, e removidos.

O procedimento acima foi aplicado aos dados do perfil de trans-
cricio patenteado de milho. As Figuras 13 e 14 descrevem os perfis de
transcricdo de sequéncias de conjuntos de sonda que foram identificados
como incluindo genes de miRNA que tem os padrbes de expressdo deseja-
dos, isto é, em tecido reprodutivo feminino (Figura 13) e em tecido reprodu-
tivo masculino (Figura14). Vérios genes de miRNAk e 'exemplos de seus SI
tios de reconhecimento correspondentes foram identificados por ser Gteis na
produgdo de planta transgénica com esterilidade induzivel (Tabela 6). Dois
membros da familia miR166, miR166b e miR166d, partiiharam uma sequén-

cia de miRNA maduro idéntica e sitios de reconhecimento correspondentes,

“mas mostraram diferentes padroes de expressdo, com miR166b sendo ex-

presso apenas em embrido e miR166d sendo expresso em 6vulo, embriao,
estigma e raiz; assim, para fazer plantas indutivamente fémea estéreis,
miR166b seria preferido. Uma modalidade particularmente preferida de um
miRNA utilt para produgdo de plantas indutivamente fémea-estéreis €
miR167g especifico para endosperma de milho (SEQ ID NO. 307), com ou
sem G adicional na extremidade 3'; modalidades que tém G adicional na ex-
tremidade 3’ sdo 22-mers terminando em GG e tem sitios de reconhecimen-
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to correspondentes que também sao preferivelmente 22-mers onde o nu-
cleotideo adicionado a extremidade 5’ é preferivelmente nao pareado (ou
seja, ndo é C). Além da utilidade desses e de miRNAs similares e seus sitios
de reconhecimento correspondentes para producéo e utilizagdo de plantas-
transgénicas, indutivamente estéreis, os promotores desses miRNAs madu-
ros sdo Uteis para direcionar a expressdo de um transgene para o qual a
expressao éspecu’fica em um tecido reprodutivo € desejada, por exemplo, o
promotor de miR167g é util para direcionar a expressdo especifica em en-

dosperma.
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Exemplo 7
Esse é um exemplo n&o limitante de métodos para fazer de um

constructo de DNA recombinante, util em fazer uma planta transgénica, indu-
tivamente estéril, que transcreve RNA que inclui: (a) pelo menos um sitio de
reconhecimento de miRNA exdgeno reconhecivel por um miRNA maduro
que é especificamente expresso em tecido reprodutivo da planta; e (b) RNA
mensageiro que codifica uma proteina que confere tolerancia a um herbici-
da; em que o miRNA maduro suprime especificamente a expressao da pro-
teina no tecido reprodutivo e em que a esterilidade da planta transgénica é
induzivel pela aplicagao do herbicida a planta. Um exemplo nao limitante de
um metodo para desenhar um sitio de reconhecimento de miRNA para uso
em tal constructo de DNA recombinante esta ilustrado aqui, em que a planta
é milho e a proteina que confere tolerAncia a um herbicida é 5-
enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase; métodos analogos séo uteis com ou-
tras plantas e outras proteinas.

Esse método inclui as etapas de:

(a) Selecionar uma seqléncia alvo unica de pelo menos 18
nucleotideos especifica para 0 RNA mensageiro que codi-
fica 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS).
Uma abordagem é usar uma pesquisa com BLAST (por
exemplo, tanto das bases de dados de cDNA quanto de
DNA genbémico de milho) para identificar ortblogos de
EPSPS e quaisquer combinagdes potenciais a genes nao
relacionados, evitando dessa maneira o silenciamento nao
intencional de seqiiéncias nao-alvo.

(b) Analisar o RNA mensageiro para sequéncias indesejaveis
(por exemplo,' pareamentos com seqiéncias de espécies
nao-alvo, especialmente animais) e pontuar cada segmen-
to de 19-mer potencial quanto ao contetdo de GC, escore
de Reynolds (vide Reynolds et al. (2004) Nature Biotech-
nol., 22:326-330), e a assimétria funcional caracterizada

por uma diferenca negativa na energia livre ("AAG") (vide
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(c)

(e)

122

Khvorova et al. (2003) Cell, 115:209-216). Preferivelmente
19-mers sao selecionados por terem todas ou a maioria
das seguintes caracteristicas: (1) um escore de Reynolds
>4, (2) um conteudo de GC entre cerca de 40% a cerca de
60%, (3) um AAG negativo, (4) uma adenosina terminal, (5)
falta de uma série consecutiva de 4 ou mais dos mesmos
nucleotideos; (6) uma localizagdo proxima da terminagédo 3’
do gene alvo. Preferivelmente, multiplos 19-mers (3 ou
mais) sao selecionados para teste.

Determinar o complemento reverso dos 19-mers selecio-
nados para usar na produgdao de um miRNA sintético de
21-mer; o nucleotideo adicional na posi¢cao 20 é preferi-
velmente pareado com a seqiéncia alvo selecionada e o
nucleotideo na posicao 21 é preferivelmente escolhido pa-
ra nao ser pareado para impedir a transitoriedade.

Testar os miRNAs sintéticos, por exemplo, em um ensaio
transitério de Nicotiana benthamiana para expressao de
miRNA e repressao de alvo.

Clonar os miRNAs mais eficazes em um constructo para
transformacgao estavel de milho (vide as seg6es sob os titu-
los "Fazendo e Usando Constructos de DNA Recombinan-
te" e "Fazendo e Usando Células de Planta Transgénicas e
Plantas Transgénicas").

Esse exemplo descreve a producdao de plantas transgénicas,

indutivamente estéreis e seus usos na producdo de semente hibrida. Mais

especificamente, esse exemplo descreve a produgao de semente de milho

hibrido a partir de uma planta parental de milho transgénica, indutivamente

macho estéril e uma planta parental transgénica de milho indutivamente fé-

mea estéril, em que a esterilidade é induzida pela aplicagdo de herbicida

glifosato as plantas parentais.

Constructos de DNA recombinante sao desenhados para trans-
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crever (a) um sitio de reconhecimento de miRNA exégeno reconhecivel por
um miRNA maduro que é expresso especificamente no tecido reprodutivo da
planta; e (b) RNA mensageiro que codifica uma proteina '(5-enolpiruvilchi-
quimato-3-fosfato sintase) que confere tolerdncia ao um herbicida (glifosato);
em que o miRNA maduro suprime especificamente a expressao da p'rotel’na
no tecido reprodutivo e em que a esterilidade da planta transgénica € induzi-
vel pela aplicagéo do herbicida a planta. Cada constructo de DNA recombi-
nante inclui uma sequéncia que transcreve 0 RNA mensageiro que codifica
5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase da cepa CP4 de Agrobacterium tu-
mefaciens ("EPSPS-CP4"),

ATGCTTCACGGTGCAAGCAGCCGTCCAGCAACTGCTCGTAAGTCCTCTGGTCTTTCT
GGAACCGTCCGTATTCCAGGTGACAAGTCTATCTCCCACAGGTCCTTCATGTTTGGA
GGTCTCGCTAGCGGTGAAACTCGTATCACCGGTCTTTTGGAAGGTGAAGATGTTATC
AACACTGGTAAGGCTATGCAAGCTATGGGTGCCAGAATCCGTAAGGAAGGTGATACT
TGGATCATTGATGGTGTTGGTAACGGTGGACTCCTTGCTCCTGAGGCTCCTCTCGAT
TTCGGTAACGCTGCAACTGGTTGCCGTTTGACTATGGGTCTTGTTGGTGTTTACGAT
TTCGATAGCACTTTCATTGGTGACGCTTCTCTCACTAAGCGTCCAATGGGTCGTGTG
TTGAACCCACTTCGCGAAATGGGTGTGCAGGTGAAGTCTGAAGACGGTGATCGTCTT
CCAGTTACCTTGCGTGGACCAAAGACTCCAACGCCAATCACCTACAGGGTACCTATG
GCTTCCGCTCAAGTGAAGTCCGCTGTTCTGCTTGCTGGTCTCAACACCCCAGGTATC
ACCACTGTTATCGAGCCAATCATGACTCGTGACCACACTGAAAAGATGCTTCAAGGT
TTTGGTGCTAACCTTACCGTTGAGACTGATGCTGACGGTGTGCGTACCATCCGTCTT
GAAGGTCGTGGTAAGCTCACCGGTCAAGTGATTGATGTTCCAGGTGATCCATCCTCT
ACTGCTTTCCCATTGGTTGCTGCCTTGCTTGTTCCAGGTTCCGACGTCACCATCCTT
AACGTTTTGATGAACCCAACCCGTACTGGTCTCATCTTGACTCTGCAGGAAATGGGT
GCCGACATCGAAGTGATCAACCCACGTCTTGCTGGTGGAGAAGACGTGGCTGACTTG
CGTGTTCGTTCTTCTACTTTGAAGGGTGTTACTGTTCCAGAAGACCGTGCTCCTTCT
ATGATCGACGAGTATCCAATTCTCGCTGTTGCAGCTGCATTCGCTGAAGGTGCTACC
GTTATGAACGGTTTGGAAGAACTCCGTGTTAAGGAAAGCGACCGTCTTTCTGCTGTC
GCAAACGGTCTCAAGCTCAACGGTGTTGATTGCGATGAAGGTGAGACTTCTCTCGTC
GTGCGTGGTCGTCCTGACGGTAAGGGTCTCGGTAACGCTTCTGGAGCAGCTGTCGCT

- ACCCACCTCGATCACCGTATCGCTATGAGCTTCCTCGTTATGGGTCTCGTTTCTGAA
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AACCCTGTTACTGTTGATGATGCTACTATGATCGCTACTAGCTTCCCAGAGTTCATG
GATTTGATGGCTGGTCTTGGAGCTAAGATCGAACTCTCCGACACTAAGGCTGCTTGA
(SEQ ID NO. 344). Para conveniéncia de clonagem, cada constructo de DNA
recombinante também inclui uma sequéncia espacgadora na regido 3’ nao
traduzida (3'UTR) localizada entre 0 RNA mensageiro e um terminador,
TgagctcAAGAATTCGAGCTCGGTACCggatccTCTAGCTAG (SEQ ID NO.
345, com os sitios de restricao de Sacl e BamHI indicados por letras minus-
culas), que permite a inser¢ao de um sitio de reconhecvimento de miRNA en-
tre os sitios de restrigao de Sacl e BamHI.

O constructo de DNA recombinante para a esterilidade masculi-
na induzivel inclui a seqiéncia
TgagctcAAGAATTCGAAGACAATGCGATCCCUUUGGAGCTCGGTACCgga
tccTCTAGCTAG (SEQ ID NO. 346, com os sitios de restricdo de Sacl e Ba-

mHI indicados por letras mindsculas), que contém um sitio de reconhecimen-

to de miRNA sintético (indicado por texto sublinhado), feito para ser reco-
nhecido por um miR393, que é altamente expresso no pdlen (vide Exemplo
6) e € um membro de uma familia de miRNA relativamente pequena (redu-
zindo a possibilidade de que outros membros da mesma familia de miRNA
suprimam EPSPS-CP4 em tecidos diferentes de pdlen).

O constructo de DNA recombinante para a esterilidade feminina
induzivel inclui a sequéncia ,
TgagctcAAGAATTCGATCCGCTTTCTCTCTTCTGTCAGCTCGGTACCggatc
cTCTAGCTAG (SEQ ID NO. 347, com os sitios de restricao de Sacl e Ba-

mHI indicados por letras minusculas), que contém um sitio de reconhecimen-

to de miRNA sintético (indicado pelo texto sublinhado), feito para ser reco-
nhecido por um miR156j, que é altamente expresso no évulo € semente pre-
coce (vide Exemplo 6). Esse sitio de reconhecimento de miRNA inclui uma
unica base na posi¢ao 14, que pode ser preferivelmente pareada com uma
sequéncia alvo para melhorar a especificidade para o reconhecimento de
miR156j. O pareamento na extremidade 3’ do miRNA é reduzido (em relagao
a alvos enddgenos), melhorando a especificidade para o reconhecimento de

miR156j. Isso reduz a possibilidade de que outros membros da familia de
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miR156 suprimirem EPSPS-CP4 em tecidos diferentes do 6vulo e semente
precoce.

Cada um dos dois constructos de DNA recombinante (para este-
rilidade masculina induzivel e esterilidade feminina induzivel) é individual-
mente transformado em milho como descrito em "Fazendo e Usando Células
de Planta Transgénicas e Plantas Transgénicas". Resumidamente, um vetor
para transformagao de planta € preparado para cada um dos constructos de
DNA recombinante como descrito em "Fazendo e Usando Constructos de
DNA Recombinante" e usado para transformar tecido de planta de milho u-
sando transformagao mediada por Agrobacterium e selegao com glifosato.
Plantas transgénicas de cada evento de insercao transgéniéa sao cultivadas
até a maturidade e as sementes da progénie sao produzidas por autopolini-
zacgao ou cruzamento de rotina (como descrito em "Fazendo e Usando Célu-
las Transgénicas de Planta e Plantas Transgénicas"). Algumas das semen-
tes da progénie incluem outro DNA recombinante para conferir caracteristi-
cas adicionais (por exemplo, no caso de plantas transformadas, caracteristi-
cas que incluem resisténcia a herbicida, resisténcia a pragas, tolerancia para
germinagao no frio, tolerancia a falta de agua e semelhantes). A partir des-
sas sementes de progénie, sao selecionadas sementes transgénicas para
serem cultivadas em uma primeira planta parental (Qque contém em seu ge-
noma o constructo de DNA recombinante para esterilidade masculina induzi-
vel) e sementes transgénicas para serem cultivadas em uma segunda planta
parental (que contém no seu genoma o constructo de DNA recombinante
para esterilidade feminina induzivel).

Um plantio misto é feito no campo, com uma proporgao de se-
mente transgénica de milho que tem o constructo para esterilidade masculi-
na induzivel para semente transgénica que tem o constructo para esterilida-
de masculina induzivel entre cerca de 1:4 a cerca de 1:10. A semente trans-
génica de milho € deixada germinar, fornecendo dessa maneira a primeira
planta parental com esterilidade masculina induzivel (isto é, plantas paren-

tais para ser polinizadas) e a segunda planta parental com esterilidade femi-

- nina induzivel (isto é plantas parentais polinizadoras). No(s) estagio(s) apro-



10

15

20

25

30

126

priado(s) do desenvolvimento da planta, o herbicida glifosato é aplicado a
primeira e a segunda plantas parentais por pulverizagao de uma quantidade
eficaz para induzir esterilidade masculina nas primeiras plantas parentais e
esterilidade feminina nas ségundas plantas parentais. A semente coletada
do campo é uma semente hibrida produzida a partir de 6vulos da primeira
planta parental polinizados pelo pdien da segunda planta parental.

Variag¢des do procedimento acima sao realizadas em milho, soja,
algodao e trigo. Pares de constructos de DNA recomb}inante (cada par con-
sistindo em um constructo de DNA recombinante para macho esterilidade
induzivel e um constructo de DNA recombinante para fémea esterilidade in-
duzivel) sdo desenhados usando os padroes de expressao de miRNA espe-
cificos descritos na Tabela 6 como se segue.

Cada constructo de DNA recombinante para macho esterilidade
induzivel inclui: (1) sequéncia que transcreve RNA mensageiro que codifica
uma proteina que confere tolerdncia a um primeiro herbicida, em que a pro-
teina é selecionada a partir de uma 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase,
a 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase da cepa CP4 de Agrobacterium
tumefaciens, glifosato oxidoredutase, glifosato acetiltransferase, glifosato
descarboxilase, pat, bar, dicamba monooxigenase, 2,2-acido dicloropropidni-
co desalogenase, acetoidroxiacido sintase, acetolactato sintase, haloarilnitri-
lase, acetil-coenzima A carboxilase modificada, diidropteroato sintase, poli-
peptideo de fotossitema |l de 32 kDa, antranilato sintase, acido diidrodipico-
linico sintase, fitoeno dessaturase, hidroxifenil piruvato dioxigenase, proto-
porfirinogénio oxidase | modificada, e ariloxialcanoato dioxigenase; e (2) se-
gliéncia que transcreve pelo menos um sitio de reconhecimento de miRNA
exogeno reconhecivel por um miRNA maduro que € expresso especifica-
mente em tecido reprodutivo masculino, por exemplo, um miRNA maduro
expresso em pélen selecionado a partir do grupo que consiste em UGACA-
GAAGAGAGUGAGCAC (SEQ ID NO. 323), UGCCUGGCUCCCU-
GUAUGCCA (SEQ ID NO. 328), UCCAAAGGGAUCGCAUUGAUCU (SEQ
ID NO. 333), e UUCCACAGCUUUCUUGAACUG (SEQ ID NO. 338) (vide
Tabela 6). Dessa forma, exemplos nao-limitantes de um constructo de DNA
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recombinante para macho esterilidade induzivel incluem: (1) seqiéncia que

transcreve RNA mensageiro que codifica uma proteina que confere toleran-

-cia a um primeiro herbicida, e (2) sequéncia que transcreve pelo menos um

sitio e reconhecimento de miRNA exdgeno que tem uma seqléncia selecio-
nada a partir do grupo de seqliéncias que consistem em GUGCUCUCUCU-
CUUCUGUCA (SEQ ID NO. 324), CUGCUCUCUCUCUUCUGUCA (SEQ ID
NO. 325), UUGCUUACUCUCUUCUGUCA (SEQ ID NO. 326), CCGCUCU-
CUCUCUUCUGUCA (SEQ ID NO. 327), UGGCAUGCAGGGAGCCAGGCA
(SEQ ID NO. 329), AGGAAUACAGGGAGCCAGGCA (SEQ ID NO. 330),
GGGUUUACAGGGAGCCAGGCA (SEQ ID NO. 331), AGGCAUACAGG-
GAGCCAGGCA (SEQ ID NO. 332), AAACAAUGCGAUCCCUUUGGA (SEQ
ID NO. 334), AGACCAUGCGAUCCCUUUGGA (SEQ ID NO. 335), GGU-
CAGAGCGAUCCCUUUGGC (SEQ ID NO. 336), AGACAAUGCGAUCC-
CUUUGGA (SEQ ID NO. 337), UCGUUCAAGAAAGCCUGUGGAA (SEQ ID
NO. 339), CCGUUCAAGAAAGCCUGUGGAA (SEQ ID NO. 340), UCGUU-
CAAGAAAGCAUGUGGAA (SEQ ID NO. 341), ACGUUCAAGAAAGCUU-
GUGGAA (SEQ ID NO. 342), e CCGUUCAAGAAAGCCUGUGGAA (SEQID -
NO. 343) (vide Tabela 6).

Similarmente, cada constructo de DNA recombinante para fémea
esterilidade induzivel inclui: (1) seqiéncia que transcreve RNA mensageiro
que codifica uma proteina que confere tolerancia a um primeiro herbicida,
em que a proteina é selecionada a partir de uma 5-enolpiruvilchiquimato-3-
fosfato sintase, a 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase da cepa CP4 de
Agrobacterium tumefaciens, glifosato oxidorredutase, glifosato acetiltransfe-
rase, glifosato descarboxilase, pat, bar, dicamba monooxigenase, 2,2-4cido
dicloropropidnico desalogenase, acetoidroxiacido sintase, acetolactato sinta-
se, haloarilnitrilase, acetil-coenzima A carboxilase modificada, diidropteroato
sintase, polipeptideo de fotossitema Il de 32 kDa, antranilato sintase, acido
diidrodipicolinico sintase, fitoeno dessaturase, hidroxifenil piruvato dioxige-
nase, protoporfirinogénio oxidase | modificada, e ariloxialcanoato dioxigena-

se; e (2) sequiéncia que transcreve pelo menos um sitio de reconhecimento

- de miRNA exogeno reconhecivel por um miRNA maduro que € expresso
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especificamente em tecido reprodutivo feminino, por exemplo, um miRNA
maduro selecionado a partir do grupo que consiste em UGACAGAAGAGA-
GAGAGCACA (SEQ ID NO. 297), CUUGGAUUGAAGGGAGCUCCU (SEQ
ID NO. 302), UCGGACCAGGCUUCAUUCCCC (SEQ ID NO. 314), UCG-
GACCAGGCUUCAUUCCCC (SEQ ID NO. 314), e UGAAGCUGCCAG-
CAUGAUCUG (SEQ ID NO. 319) (vide Tabela 6). Dessa forma, exemplos
nao limitantes de um constructo de DNA recombinante para fémea esterili-
dade induzivel incluem: (1) sequéncia que transcreve RNA mensageiro que
codifica uma proteina que confere tolerancia a um primeiro herbicida e (2)
sequéncia que transcreve pelo menos um sitio de reconhecimento de miR-
NA exdgeno que tem uma seqliéncia selecionada a partir do grupo de se-
quéncias que consistem em GUGCUCUCUCUCUUCUGUCA (SEQ ID NO.
298), CUGCUCUCUCUCUUCUGUCA (SEQ ID NO. 299), UUGCUUACU-
CUCUUCUGUCA (SEQ ID NO. 300), CCGCUCUCUCUCUUCUGUCA (SEQ
ID NO. 301), UGGAGCUCCCUUCAUUCCAAU (SEQ ID NO. 303), UCGA-
GUUCCCUUCAUUCCAAU (SEQ ID NO. 304), AUGAGCUCUCUUCAAAC-
CAAA (SEQ ID NO. 305), UGGAGCUCCCUUCAUUCCAAG (SEQ ID NO.
306), UAGAGCUUCCUUCAAACCAAA (SEQ ID NO. 307), UGGAGCUC-
CAUUCGAUCCAAA (SEQ ID NO. 308), AGCAGCUCCCUUCAAACCAAA
(SEQ ID NO. 309), CAGAGCUCCCUUCACUCCAAU (SEQ ID NO. 310),
UGGAGCUCCCUUCACUCCAAU (SEQ ID NO. 311), UGGAGCUCCCUU-
CACUCCAAG (SEQ ID NO. 312), UGGAGCUCCCUUUAAUCCAAU (SEQ
ID NO. 313), UUGGGAUGAAGCCUGGUCCGG (SEQ ID NO. 315), CUGG-
GAUGAAGCCUGGUCCGG (SEQ ID NO. 316), CUGGAAUGAAGCCUG-
GUCCGG (SEQ ID NO. 317), CCGGGAUGAAGCCUGGUCCGG (SEQ ID
NO. 318), UUGGGAUGAAGCCUGGUCCGG (SEQ ID NO. 315), CUGG-
GAUGAAGCCUGGUCCGG (SEQ ID NO. 316), CUGGAAUGAAGCCUG-
GUCCGG (SEQ ID NO. 317), CCGGGAUGAAGCCUGGUCCGG (SEQ ID
NO. 318), GAGAUCAGGCUGGCAGCUUGU (SEQ ID NO. 320), UAGAU-
CAGGCUGGCAGCUUGU (SEQ ID NO. 321), e AAGAUCAGGCUGGCAG-
CUUGU (SEQ ID NO. 322) (vide Tabela 6).

Os dois membros de cada par de constructos de DNA recombi-
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nantes sao transformados individualmente em milho e soja e algodao e trigo,
como descrito sob "Fazendo e Usando Células de Planta Transgénicas e
Plantas Transgénicas". Plantas transgénicas de cada evento de insergao
transgénico sdo cultivadas até a maturidade e sementes da progénie sédo
produzidas por autopolinizagdo ou cruzamento de rotina. Algumas das se-
mentes da progénie incluem outro DNA recombinante para conferir caracte-
risticas adicionais (por exemplo, no caso de plantas transformadas, caracte-
risticas que ihcluem resisténcia a herbicida, resisténcia a pragas, tolerancia
a germinacgao no frio, tolerancia a falta de agua, e semelhantes). A partir
dessas sementes de progénie sao selecionadas sementes transgénicas para
serem cultivadas em uma primeira planta parental (contendo no seu genoma
constructo de DNA recombinante para macho esterilidade induzivel) e se-
mente transgénica para ser cultivada em uma segunda planta parental (con-
tendo no seu genoma o constructo de DNA recombinante para fémea esteri-
lidade induzivel). Um plantio misto é feito no campo, com uma proporgao
apropriada de sementes transgénicas que tém o constructo para macho es-
terilidade induzivel em relagdo as sementes que tem o constructo para ma-
cho esterilidade induzivel. A semente transgénica € deixada germinar, assim
fornecendo primeiras plantas parentais com macho esterilidade induzivel
(isto é, polinizando plantas parentais). No(s) estagio(s) apropriado(s) de de-
senvolvimento da planta, o herbicida apropriado é aplicado as primeiras e
segundas plantas parentais por pulverizacao de uma quantidade eficaz em
induzir macho esterilidade nas primeiras plantas parentais e fémea esterili-
dade nas segundas plantas parentais. Semente coletada do campo € se-
mente hibrida produzida de 6vulos da primeira planta parental polinizada por
poélen da segunda planta parental.

Todos os materiais € métodos descritos e reivindicados aqui po-
dem ser feitos e usados sem experimentagao excessiva como instruido pela
descricdo acima. Embora os materiais e métodos dessa invengao tenham
sido descritos em termos de modalidades preferidas e exemplos ilustrativos,

serd claro para aqueles versados na técnica que variagdes podem ser apli-

- cadas aos materiais e métodos aqui descritos sem desconsiderar o conceito,
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espirito e escopo da invengdo. Todos os tais substitutos similares e modifi-
cagoes claras para os versados na técnica sao considerados estar dentro do

espirito, escopo e conceito da invengao como definido pelas reivindicagdes
anexas.



<400>

20

gugcucucuc ucuucuguca

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

<400>

21

20

RNA

Arabidopsis thaliana

21

cugcucucuc ucuucuguca

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

<400>

22

20

RNA

Arabidopsis thaliana

22

uugcuuacuc ucuucuguca

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

<400>

23

20

RNA

Arabidopsis thaliana

23

ccgcucucuc ucuucuguca

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

<400>

24

21

RNA

Arabidopsis thaliana

24

uggagcuccc uucauuccaa u

<210> 25

<211> 21

<212> RNA

<213> Arabidopsis thaliana
- <400> 25

ucgaguuccc uucauuccaa u

<210> 26

<211> 21

<212> RNA

<213> Arabidopsis thaliana
<400>

26

augagcucuc uucaaaccaa a

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

27

21

RNA

Arabidopsis thaliana

20

20

20

20

21

21

21



132 -

<400> 27

uggagcuccc uucauuccaa g

<210> 28

<211> 21

<212> RNA

<213> Arabidopsis thaliana
<400> 28

uagagcuucc uucaaaccaa a

<210> 29

<211> 21

<212> RNA

<213> Arabidopsis thaliana
<400> 29

uggagcucca uucgauccaa a

<210> 30

<211> 21

<212> RNA

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 30

agcagcucce uucaaaccaa a

<210> 31

<211> = 21

<212> RNA .

<213> Phaseolus vulgaris

<400> 31

cagagcuccc uucacuccaa u

<210> 32

<211> 21

<212> RNA

<213> Vitis vinifera
© <400> 32

uggagcuccc uucacuccaa u

<210> 33

<211> 21

<212> RNA

<213> Hordeum vulgare
<400> 33

uggagcuccc uucacuccaa g

<210> 34

<211> 21
<212> RNA

<213> Oryza sativa

21

21

21

21

21

21

21



<400> 34

uggagcuccc uuuaauccaa u

<210> 35

<211> 21

<212> RNA

<213> Arabidopsis thaliana
<400> 35

uggcaugcag ggagccagge a

<210> 36

. <211> 21
<212> RNA .
<213> Arabidopsis thaliana
<400> 36

aggaauvacag ggagccaggce a

<210> 37

<211> 21

<212> - RNA

<213> Arabidopsis thaliana
<400> 37
ggguuuacag ggagccagge a
<210> 38

<211> 21

<212> - RNA

<213> Oryza sativa
<400> 38

aggcauacag ggagccagge a

<210> 39

<211> 21

<212> RNA

<213> Lotus corniculatus var.
<400> 39

aagcauacag ggagccagge a

<210> 40

<211> 21

<212> RNA :

<213> Arabidopsis thaliana
<400> 40

accugaugua aucacuuuca a

<210> 41
<211> 21
<212> RNA

<213> Arabidopsis thaliana

133

japonicus

21

21

21

21

21

21

21



<400>

41

cccggaugua aucacuuuca g

<210> -

<211>
<212>
<213>

<400>

42

21

RNA

Arabidopsis thaliana

42

uuguuacuuu caaugcauug a

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

<400>

43

21

RNA

Arabidopsis thaliana

43

cccugaugua uuuacuuuca a

<210>

<211>
<212>
<213>

<400>

44

21

RNA .

Arabidopsis thaliana

44

uagucacguu caaugcauug a

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

<400>

45

21

RNA

Arabidopsis thaliana

45

cccugaugua uucacuuuca g

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

<400>

46
21
RNA

Arabidopsis thaliana

46

cccugauguu guuacuuuca g

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

<400>

47

21

RNA .
Arabidopsis thaliana

47

uagucacuuu cagcgcauug a -

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

48

21

RNA

Arabidopsis thaliana

21

21

21

21

21

21

21



<400>

48

uccaaaugua gucacuuuca g

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

<400>

49

21

RNA

Arabidopsis thaliana

49

uccaaaugua gucacuuuca a

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

<400>

50

21

RNA

Arabidopsis thaliana

50

uccaaaugua gucacuuuca g

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

<400>

51

21

RNA o
Arabidopsis thaliana

51

uccaaaugua gucacuuuca a

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

<400>

52

21

RNA

Arabidopsis thaliana

52

uuguaacuuu cagugcauug a

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

<400>

53

21

" RNA

Arabidopsis thaliana

53

uagucacguu caaugcauug a

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

<400>

54

21

RNA

Arabidopsis thaliana

54

uuguuacuuu cagugcauug a

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

<400>

55

21

RNA

Arabidopsis thaliana

55

21

21

21

21

21

21

21



cccugauguu gucacuuuca ¢

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

<400>

56

21

RNA :
Arabidopsis thaliana

56

uuguuacuua caaugcauug a

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

<400>

57

21

RNA

Arabidopsis thaliana

57.

uagucuuuuu caacgcauug a

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

<400>

58

22

RNA

Arabidopsis thaliana

58

cuggaugcag agguauuauc ga

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

<400>

59

22

RNA

Populus tremula

59

cuggaugcag aggucuuauc ga

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

<400>

60

22

RNA

Oryza sativa

60

cuggaugcag agguuuuauc ga

<210>

61
<211> 23
<212> RNA
<213> Arabidopsis thaliana
<400> 61
aucgaguucc aaguccucuu caa
<210> 62
<211> 23
<212> RNA
<213> Arabidopsis thaliana
<400> 62

aucgaguucc

agguccucuu caa

21

21

21

22

22

22

23

23



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

<400>

63

23

RNA :

Arabidopsis thaliana

63

aucgaguucc aaguuuucuu caa

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

<400>

64

21

RNA

Arabidopsis thaliana

64

agcacguacc cugcuucucc a

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

<400>

65

21

RNA
Arabidopsis.thaliana

65

uuuacgugcc cugcuucucc a

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

<400>

66

21

RNA

Arabidopsis thaliana

66

agcacguguc cuguuucucc a

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

<400>

67
21
RNA :

" Arabidopsis thaliana

67

ucuacgugcc cugcuucuce a

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

<400>

68

21

RNA

Arabidopsis thaliana

68

cucacgugac cugcuucucce g

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

<400>

69

21

RNA

Oryza sativa

69

cgcacgugac cugcuucucce a

137

23

21

21

21

21

21

21



138

<210> 70

<211> 21

<212> RNA

<213> Medicago truncatula
<400> 70

cuuacguguc cugcuucucc a

<210> 71

<211> .21

<212> RNA

<213> . Glicina méxima
<400> 71

cuuacgugcc cugcuucucce. a

<210> 72

<211> 21

<212> RNA

<213> " Lycopersicum esculentum
<400> : 72

gccacgugca cugcuucucc a

<210> 73

<211> 21

<212> RNA .

<213> Arabidopsis thaliana
<400> 73

uugggaugaa gccugguccg g

<210> 74

<211> 21

<212> RNA

<213> Arabidopsis thaliana
<400> 74

cugggaugaa gccugguccg g

<210> . 75

<211> 21

.<212> RNA .

<213> Arabidopsis thaliana
<400> 75

cuggaaugaa gccugguccg g

<210> 76

<211> 21

<212> RNA

<213> . Populus tremula
<400> 76

ccgggaugaa gccugguccg g

21

21

21

21

21

21

21



<210> 77

<211> 21

<212> RNA :

<213> Arabidopsis thaliana
<400> 77

gagaucaggc uggcagcuug u

<210> 78

<211> 21

<212> RNA

<213> Arabidopsis thaliana

. <400> 78

uagaucaggc uggcagcuug u

<210> 79

<211> 21

<212> RNA

<213> Oryza sativa
<400> 79
aagaucaggc uggcagcuug u
<210> 80

<211> 21

<212> RNA

<213> Arabidopsis thaliana
<400> 80

uucccgagcu gcaucaagcu a

<210> 81

<211> 21

<212> RNA

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 81

aagggaaguc auccuuggcu g

<210> 82

<211> 21

<212> RNA

<213> Arabidopsis thaliana
"<400> 82

acgggaaguc auccuuggcu a

<210> 83

<211> 21

<212> RNA

<213> Arabidopsis thaliana
<400> 83

aggggaaguc auccuuggcu a

<210> 84
<211> 21

139

21

21

21

21

21

21

21



<212>
<213>

<400>

RNA

Arabidopsis thaliana

84

aggcaaauca ucuuuggcuc a

<210> 85

<211> 21

<212> RNA

<213> Arabidopsis thaliana
<400> 85

gcggcaauuc auucuuggcu u

<210> 86.

<211> 21

<212> RNA

<213> Arabidopsis thaliana
<400> - 86

ccggcaaauc auucuuggcu u

<210> 87

<211> 21

<212> RNA

<213> Arabidopsis thaliana
<400> 87

aagggaaguc auccuuggcu a

<210>
<211>
<212>

<213>

<400> |

88

21

RNA

Zea mays

88

guggcaacuc auccuuggcu ¢

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

<400>

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

89
21

-RNA

Vitis vinifera

89

~ugggcaauuc auccuuggcu u

90

21

RNA

Oryza sativa

90

auggcaaauc auccuuggcu u

<210>
<211>

<212>

91
21
RNA

21

21

21

21

21

21

21



<213>

<400>

Glicina maxima

91

uagggaaguc auccuuggcu C

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

<400>

92

21

RNA

Gossypium hirsutum

92

cugggaaguc auccuuggcu ¢

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

<400>

93

21

RNA

Arabidopsis thaliana

93

gauauuggcg cggcucaauc a

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

<400>

94

21

RNA

Arabidopsis thaliana

94

cugcagcauc aucaggauuc u

<210> -

<211>
<212>
<213>

<400>

95

21

RNA

Arabidopsis thaliana

95

cagcagcauc aucaggauuc u

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

<400>

96

21

RNA

Arabidopsis thaliana

96

augcagcauc aucaggauuc u

<210> 97

<211> 21

<212> RNA

<213> Arabidopsis thaliana
<400> 97

uggcagcauc aucaggauuc u

<210> 98

<211> 21

<212> RNA

<213>

Arabidopsis thaliana

141

21

21

21

21

21

21

21



<400>

98

uuguagcauc aucaggauuc ¢

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

<400>

99

21

RNA

Arabidopsis thaliana

99

uugcagcauc aucaggauuc ¢

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

<400>

100

21

RNA

Arabidopsis thaliana

100

cagggggacc cuucagucca a

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

<400>

101

21

RNA

Arabidopsis thaliana

101

gaggggucce cuucagucca .u

<210>

<211>

<212>
<213>

<400>

102

21

RNA

Arabidopsis thaliana

102 -

gagggguccc cuucagucca g

<210> 103

<211> 21

<212> - RNA

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 103

aagggguacé.cuucagucca,g

<210> 104

<211> 21

<212> RNA

<213> Arabidopsis thaliana
104

<400>

uagggggaccbcuucagucca a

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

105

21

RNA

Oryza sativa

21

21

21

21

21

21

21



<400>

105

gaggggaccc cuucagucca g

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

<400>

106

21

RNA

Oryza sativa

106

ucggggcaca cuucagucca a

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

<400>

107

21

RNA

Arabidopsis thaliana

107

aaacaaugcg aucccuuugg a

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

<400>

108

21

RNA

Arabidopsis thaliana

108

agaccaugcg aucccuuugg a

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

<400>

109

21

RNA

Arabidopsis thaliana

109

ggucagagcg aucccuuugg ¢

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

<400>

110

21

RNA

Arabidopsis thaliana

110

agacaaugcg aucccuuugg a

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

<400>

111

21

RNA :
Arabidopsis thaliana

111

ggagguugac agaaugccaa a

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

112
21
RNA

_ Arabidopsis thaliana

21

21

21

21

21

21

21



144

<400> 112
gaguuccucc aaacacuuca u 21
<210> 113
<211> 21
<212> RNA i
<213> i Arabidopsis thaliana
<400> 113
gaguuccucc aaacucuuca u 21
<210> 114
<211> 21
<212> RNA
<213> : Arabidopsis thaliana
<400> 114
aaguucuccc aaacacuuca a 21
<210> 115
<211> 22
<212> RNA
<213> Arabidopsis thaliana
<400> 115
ucguucaaga aagccugugg aa 22
<210> 116
<211> 22
<212> RNA
<213> Arabidopsis thaliana -
<400> 116
ccguucaaga aagccugugg aa 22
<210> 117
<211> 22
<212> RNA
<213> Arabidopsis thaliana
<400> 117
ucguucaaga aagcaugugg aa 22
<210> 118 '
<211> 22
<212> RNA .
<213> Arabidopsis thaliana
<400> 118
22

acguucaaga aagcuugugg aa

<210> 119
<211> 22
<212> RNA

<213> » Arabidopsis thaliana



<400> 119

ccguucaaga aagccugugg aa

<210> 120

<211> 21

<212> RNA

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 120

aaucaaugcu gcacucaaug a

<210> 121

<211> 21

<212> RNA

<213> Arabidopsis thaliana
<400> 121

agucaacgcu gcacuuaaug a

<210> 122

<211> 21

<212> RNA

<213> Arabidopsis thaliana
<400> 122

aaucaaugcu gcacuuaaug a

<210> 123

<211> 21

<212> RNA

<213> Arabidopsis thaliana

<400> - 123

aagggguuuc cugagaucac a

<210> 124
<211> 22
<212> RNA
"Arabidopsis thaliana

<213>.
<400> 124

ugcgggugac cugggaaaca ua

<210> 125

- <211> 22
<212> RNA -
<213> Arabidopsis thaliana
<400> 125

aaggugugac cugagaauca ca

<210> 126

<211> 22

<212> RNA

<213> Arabidopsis thaliana
<400> 126

gugauuuuuc ucaacaagcg aa

145

22

21

21

21

21

22

22

22



<210> 127

<211> 22

<212> RNA

<213> Arabidopsis thaliana
<400> 127

gugauuuuuc ucuacaagcg aa

<210> i 128

<211> 22

<212> RNA

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 128

gugauuuuuc ucuccaagcg aa

<210> 129

<211> 21

<212> RNA

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 129

uagggcauau cuccuuugge a

<210> 130

<211> 21

<212> RNA

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 130

uugggcaaau cuccuuuggc a.

<210> 131

<211> 21

<212> RNA

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 131

ucgagcaaau cuccuuuggc a

<210> 132

<211> 21
<212> RNA
<213> Arabidopsis thaliana

<400> 132

uagagcaaau cuccuuuggc a

<210> 133

<211> 21

<212> RNA

<213> Arabidopsis thaliana

'<400> 133

uagggcaaau cuucuuuggc a
<210> 134
<211> ' 21

146

22

22

21

21

21

21

21



<212>
<213>

<400>

RNA
Oryza sativa

134

uagggcaaau cuccuuuggc a

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

<400>

135

21

RNA .
Oryza sativa

135

cugggcaaau cuccuuuggce a

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

<400>

136

21

RNA

Oryza sativa

136

ucgggcaaau cuccuuuggc a

<210>

<211> .

<212>
<213>

<400>

137

21

RNA

Oryza sativa

137

ccgggcaaau cuccuuuggc a

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

<400>

138

21

RNA

Populus tremula

138

gcgggcaaau cuucuuuggc a

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

<400>

139

21

RNA

Medicago truncatula

139

aagggcaaau cuccuuuggc a

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

<400>

140

21

RNA

Triticum aestivum

140

uagggcaaau cuccuuuggc g

<210>
<211>

141
21

147

21

21

21

21

21

21

21



148

<212> RNA
<213> Triticum aestivum

<400> 141

cugggcaaau cuccuuuggc g

<210> 142

<211> 21

<212> RNA

<213> Triticum aestivum
<400> 142

uucggcaaau cuccuuuggc a

<210> 143

<211> 22

<212> RNA

<213>- Arabidopsis thaliana
<400> 143

ggaguuugug cgugaaucua au

<210> 144

<211> 22

<212> RNA

<213> Arabidopsis thaliana
<400> 144

cuugucuauc ccuccugagc ua

<210> 145

<211> 22

<212> RNA

<213> Sorghum bicolor
<400> 145

uaugucuaué ccuucugage ug
<210> 146

<211> - 22

<212> RNA .
<213> . Saccharum officinarum
<400> © 146

uaugucuauc ccuucugagc ua

<210> - 147
<211> = 22

<212> RNA
<213> Zea mays
<400> . 147

uaugucuauc ccuucugagc ug

<210> 148
<211> 22

21

21

22

22

22

22

22



<212>
<213>

<400>

RNA
Oryza sativa

148

ucggucuauc ccuccugagc ug

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

<400>

149

22

RNA

Pennisetum glaucum

149

. uuagucuauc ccuccugagc ua

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

<400>

150

22

RNA

Vitis vinifera

150

auugccuauc ccuccugagc ug

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

<400>

151

22

RNA

Theobroma cacao

151

ccuugcuauc ccuccugagc ug

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

<400>

152
22
RNA

Lycopersicum esculentum

152

cuugucuauc ccuccugagc ug

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

- <400>

153

22

RNA

Zea mays

153

cccuucuauc ccuccugagc ua

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

<400>

154

22

RNA

Populus tremula

154

cuugucuauc ccuccugagc ua

<210>

<211>

155
22

149

22

22

22

22

- 22

22

22



<212>
<213>

<400>

150

RNA
Oryza sativa

155

cccuucuauc ccuccugagc ua

<210> 156

<211> 22

<212> RNA

<213> Triticum aestivum
<400> - 156

- cCccuucuauc ccuccugagc ua

<210> 157
<211> 22

<212> RNA

<213> Hordeum vulgare
<400>- 157

ccuuucuauc ccuccugage ua
<210> 158

<211> 22

<212> : RNA

<213> Populus tremula
<400> 158

ccugucuauc ccuccugagce ua
<210> 159

<211> 22

<212> RNA

<213> Mesembryanthemum crystallinum -
<400> 159

ugugucuauc ccuccugagc ua

<210> 160

<211> 21

<212> RNA

<213> Arabidopsis thaliana
<400> 160

ugacaaacau cucgucccca a

<210> 161

<211> 21

<212> RNA :

<213> Arabidopsis thaliana
<400> ] 161

ugacaaacau cucguuccua a |

<210> 162
<211> © 21
<212> RNA

<213> Arabidopsis thaliana

22

22

22

22

22

21

21



<400?

162

ccaagggaag aggcagugca u

<210> 163
<211> 21
<212> RNA
<213> Arabidopsis thaliana
<400> 163
accagugaag aggcugugca g
<210> 164
<211> 21
. <212> RNA .
<213> Arabidopsis thaliana
<400> 164

gccagggaag aggcagugca u

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

<400>

165

21

RNA

Arabidopsis thaliana

165

gccggugaag aggcugugca a

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

<400>

166

21

RNA

Arabidopsis thaliana

166

gccggugaag aggcugugca g

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

167

21
RNA
Arabidopsis thaliana

167

agggucuugc aaggucaaga a

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

<400>

168

21

RNA

Arabidopsis thaliana

168

aaggucuugc aaggucaaga a

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

169

21

RNA

Oryza sativa

21

21

21

21

21

21

21



<400>

169

gaggucuugc aaggucaaga a

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

<400>

170

21

RNA

Oryza sativa

170

acggucuugc aaggucaaga a

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

<400>

171

21

RNA

Arabidopsis thaliana

171

agaacuagag aaagcauugg a

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

<400>

172

21

RNA

Arabidopsis thaliana

172

agaguaagau ggagcuugau a

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

<400>

173

21

RNA

Arabidopsis thaliana

173

agauggugga aaugggauau ¢

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

<400>

<223>

174
21
RNA

Arabidopsis thaliana .

174

uuguugaucg uaugguagaa g

' <210> 175

<211> 21

<212> RNA

<213> Arabidopsis thaliana
<400> 175

gguauucgag uaucugcaaa a

<210> 176

<211> 1242

<212> DNA _
<213> seqgiiéncia artificial
<220>

Constructo sintético

152

21

21

21

21

21

21

21



<400>

acacgctgaa
cacaccataa
ccaccgeegt
gctcctecag
chcggccta
gcgggegeat
tgccgtégtc
accaggccct
tcgacttcga
ccctgaacca
tggacatcat
tcacggctgce
tcttctatta
tccaggacga
tggacatcga
tcaccgtcaa
ttgatgcgtt
cgtgatgact
tggagccaat
ttgtgtttet
ggcgatgaat
<210>

<211>

<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

acacgctgac
cactattgga
gccggtagaa
cgtcagacgt
ccctgaccct

tcgagaéggc

176
accatcttcc
ccgeccgecge
cgcteegttce
aagcctegge
cggcaacaag
ccgctgcatg
agacggggtc
gaccctggcec
gaaggcgtta
gaccgtccag
gaagaatgtc
catcaccaac
caaggaggac
agagacgggt
gaaggagaag
ggcgatcaac
caaatcgcca
gctggatgca
ttggttgatg
ttccccagtg
aaatgagaaa

177

956
DNA

acacactcaa
cggtagaaga
caggggctca
aacgtcagca
aagttcgaga
caggccatgg
aactactcgg
aagtaéttcc
cagatcgcca
caggggaccg
ctgtccatcg
accttcacga
gcccacaaga
ggcgtgatgg
gtcctgtteg
gtggtccagg
cggcacttac
gaggtattat
tgﬁgtgcgag
ttttctgtac

taaattgttce

seqiiéncia artificial

Constructo sintético

177
aagctgactc
gaacacacag
gtgatcaacc
ggtcaactac
ggccaagtac

gttacagatc

tagcagatcc
ggacaacaca
atggccttcet
tcggagatct
ttccagggcg

gccaacgaca

153

gccacactat
tggcgeccac
agtccaccgce
acggcggaaé
cgctgtegta
ccttcttcaa
agatctacca
agggcgccat
acgacatccce
tccaggtcag
tgatagacaa
acctgaacag
cgtcctacta
ccacgctgcé
tgaccatcaa
cacﬁccagtc
cccggaagag
cgatgcgttt
ttcttgcgag
ttgtgtaatc

tgattttgag

tctagaacca
ccataagatc
tcaaccgggt
accaggtggc
ccatcgacgg

tccecgecaggce

tggagaacac

cgtgatgatg

cagcctcccec

gatccggtgé
vcctgccécég
ccgggtgatc
ggtggctcct
cgacggcagc
gcaggccgcg
cgtcatgatc
caagaagttt
ccaggagtcg
ttacaacatc
catcgecttce
égacactgag
tagcagggat
gcataagatt
ggacgtatgc
tctgatgaga
égctaatcgc

tg

tcttccacac
caagggaggc
gatcaccctc
tcctcagtat

cagcaccctg

cgcggtggte

acagggacaa
gcctcg;cgg
gtcgecececgece
atgcaggtgt
ctgtcgaccg

accctcacgg

cagtatgtca

accqtgaggt
gtggtcaaca
gacaagatcg
tgggatcagg
gaggcctgga
ctcttcgeca
gacatcagtg
aattacgccg
tctaaggtgg
tgctctaact
tcattcaggt
catctctgta

caacagattc

actcaagcca
ctccgecgcece
acggtgccgt
gtcaaccagg
aggttcgact

aacaccctga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

960
1020
1080
1140
1200

1242

60

120

180

240

300

360



accagaccgt

tcatgaagaa

ctgccatcac
a;tacaagga
aégaagagac
tégagaagga

tcaaggcgat

cgttcaaatc

gaatgtécgt
agccaatttg
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
tgaagctgcc
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
atgtattgct
tccatctgca
ctgacttgtg
tggaggcacg
ctactggttg

ctatcacatg

ctgccaatta

‘ttggagttecg

cgtcectace
cttcgaagac
ggttaccact
ctagtgtagg
tatatatata
tgcaggtggg

ccaagctata

ccagcagggyg

tgtcctgtcece

caacacctte

ggacgcccac
gggtggegtyg
gaaggtcctg
caacgtggtc
gccacégcac

gcectgette

gttgatgtgt

178

22

DNA

Zea mays

178
agcatgatct

179

1683

DNA

Zea mays

179
gatgacgctg
tgcttttttce
agaaccgtcg
cagtacgttt
catgcatggg
tacaatgaaa
aatatattgc
acagagaaga
tatctgtctg

actgatagga

tactcatgca

gtcttatgtt

tatacacaaa
ggaccceggce

ggtaggcagt

accgtccagg

atcgtgatag

acgaacctga

aagacgtcct
atggccacgc
gtcgtgacca
caggcactcc

ttaccccgga

tccatctgca

gtgcgagttc

g9

cgccttettg
cgctgctatg
écggacécct
tgttctcgat
tgaggattat
tagécaaata

aggtagtaaa

tcgaaaagac

tctctaccaa
tgtttgatta
agaaaaaaaa
cataaccagg
agggctacéc
ccteccececgg

ccagagcggt

154

tcagcgtcat
acaacaagaa
acagccagga
actattacaa
tgcccatege
tcaaggacac
agtctagcag
agaggcataa

tgcgtttgga

‘ttgcgagtct

tttttttget

gtgtatggtt

~§cacaéagta

ctctgctaca
tcatcgctaa
gcctagacgt
cctcaagtac
atgtatagaa
agtgggctac
caagtccaac
ttgcattttc
tgggataaca
agattacagé
tggacaatéa

ggtcttgtca

gatcgacaag
gttttgggat
gtcggaggec
catcctette
cttcgacatc
téag%attac
ggattctaag
gatttgctct
cgtatgétca

gatgagacat

gcaactttga
gtgtgctgca
cgtgagacga
gcétgtcatc
gtttccatgt
tcttctcatg

tgatagccat

tactgategt

agtacgttég
ggaaccactt
aaattcgaac
aacatattaa
tgcagtgcat
aaaaaatcca

ctttcttact

atcgtggaca
caggtcacgg
tggatcttct
gccatccagg
agtgtggaca
gccgtcaccg
gtggttgatg
aactcgtgat
ttcaggttgg

ctctgt

gaaagataga
gattttggat
tcgaggagga
ttaattaagc
acgtag;ata
acgaccatgt
taattcttgg
ctgatcatat
ctagctgtct
gactgcatac
cccaagtcegt
tcga;ctgca
agaacctaat
gtttccaagc

tccaaaacca

420

480

540
600
660
720
780
840
§OO'

956

22

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840

900



ggccactgtt
actgtagtaa
gtggattcag
tacagttegt
. aatgggagat
ttattgtgca
vagatagcaéa
aaatttgaaa
. actactagtt
agtgcaatcc
agctccgaaa
'aatggatcga
gttggcctcce
cct

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
acgtatgctg
tgaattgtga
‘gtttagttta
aatcgtgcat
gacéagagag
gcaaaactcc
© cggcggactg
.ttgtacgtac
gcgtcacctce

ggacaaaaga

gtgagcgaga

ttcaattcat

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

<220>
<223>

gatgtaggct.
acatcagtgt
cgttatttga
agagéacacﬁ
aagatagaag
aaacactgtt
tcgtgtatat
taggagacac
catcggatgce
gtcagccgceca
ggcttatcct
aatgcaacaa

ccatcccata

180

674

DNA

Zea mays

180
tgtggattca
atacagttcg
aaatgggaga
attattgtgb
cagatagcaa
gaaatttgaa
cactactagt
tagtgcaatc
cagctccgaa
aaatggatcg
cgttggeccectce
tcect

181

6
DNA

seqiiéncia artificial

Constructo sintético

ggctggctgg

ggacgggcgce
acaccgtaat
atttaﬁaaﬁg
agatagaatg
tttccatata
ggtcgtgcaa
agttgataat
gttagégtgc
cggétccagt
tgcaacéaac
ataaaaaagg

tatatatagc

gcgttatttg
tagagaacac

taagatagaa

aaaaéactgt

atcgtgtata
ataggagaca
tcatcggatg
cgtcagcecge
aggcttaﬁcc
aaatgcaaca

cccatceccat

155

ctcatgtgcc
cagaatttca
aatgctcfcc
caéacgttat

agtaattggc

gtggagtttt

atattatata
tctacgcectct
cactcctcat
ccactccagt
atggﬁacgaa
gcatcaaaat

tatagctatc

aacaccgtaa

-tatttataat

gégatagaat

ttttccatat.

tggtcgtgca
cagttgataa
cgttagegtyg
aéggctccag
ttgcaacaaa
aataaaaaag

atatatatag

acagttgetg
gatctcggta
agéagattgt
gtttacatag
tggagatcaa
aaagtétggg‘
tgtggttgtg
écgcacgggé
cttgtttcet:
ccagcaacag
aaaggcgcag
acgctgcgag

cétcggttct

taatgctctc
gcagacgtta

gagtaattgg

.agtggagttt

aatattatat
ttctacgctce
ccactcctca
tccactccag
catcgtacga
ggcatcaaaa

ctatagctat

ttcgttatta

cgtatgctgt

gaattgtgaa

tttagtttaa
atcgtgcaﬁa
acgagagagc
caaaactccg
ggéggactgé
tgtacgtact
cgtcacctece
gacaaaagaa
tgagcgagac

tcaattcatt

cagcagattg
tgtttacata
ctggagatca
taaégtatgg
atgtggttgt
tacgcacggg
tcttgtttee
tccagcaaca
aaaaggcgca
tacgctgcga

ccecteggtte

960
1020
1080
140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1683

60
120
.180
240
300
360
420
480
540
600
660

674



<400>

tgtctc

<210>

<211>
<212>
<213>
<400>
tcagcgttat
aacgctattt
tagtagatga
atcgtgcaaa
aggatgagta
aatttgaaat
atccgcactg
tactagttca
ctagtgcaat
ccagctccga
aaagtgtcga
ggcctcccca
ccceegetcet
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
tttgaaataa
ccgcactgcece
ctag;tcatc

agtgcaatcc

agctccgaaa

agtgtcgaaa

cctcceccatce

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

<400>

181

‘182

768

DNA

Zea mays

182
ttgaacaccg
ataacgcaga
gataggagag
acaccgtttt
agctgatgga
aactgacaca
céagtggacc
tcgatcggat
ccgtcagecg
aaggcttatc
aatacgacat
tcccatatat
ctccatctct

183

407

DNA

Zea mays

;83
ctgécaéagt
agtggacccc
gatcggatgce
gtcagccgca
ggcttatcct
tacgacataa
ccatatatat

184

21
RNA

taaagcctct
cactatttat
atagaatgag
tcgtagagtg
gagcaaatat
gttttggtgc
ccgeccgacg
gcgttagegt
cacggctcca
cttgcaacaa
aaaaaaagca
atatagctat

ctacccttte

tttggtgcgt
gcccgacgat

gttagcgtgce

-cggctccagt

tgcaacaaac
aaaaagcatc

atagctatag

Glicina méxima

184

156

ccggcagatt
aatgcagatg
taaactgctg
aagtttaaaa
tgtatatacg
gtggaaatag
ataattétac
gceccectecte
gtccactcca
acatcgtacg
tcaaaatacg

agctayccct

tctctctegg:

ggaaatagac
aattctacgc
cccteectecat
ccactccagt
atcgtacgaa
aaaatacgct

ctayccctcecg

gtgaatacac
tgtaaaagtg
gagagcaaat
tagcaggtga
tggtcggtge
acgaggataa
gcécgggcgg
atattgtttc
gtccagcaac
aaaaaggcgc
ctgcgagtg;
cggttcttéa

atagctag

gaggataatt
acgggéggcg
attgtttcct
ccagcaacag
aaaggcgcag
gcgagtgagy

gttcttc

agttgtggag
aaatttaaaa
cgtgcatatg
gagagtagat
aatagagtga
ttctagtgca
cgcactgcac
cttgtacgta
agcgtcacct
aggaaaarga
gygagacatt

attcatctat

ctagtgcaat
cactgcacta
tgtacgtact
cgtcacctcc
gaaaargaaa

gagacattgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

768

60
120
180
240
300
360

407



ugagaccaaa ugagcagcug a

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

<400>

gcugcucauc uguucucagg

<210>

. <211>

<212>
<213>

<400>

aaaattcatt
catttccaaa
agctgaccac
cttgttgéac
gcgaggggaa
gttaqaﬁgat
ctaattatag
gtgtcacaaa
ctaactctag
aagtcaataa
agagaacttt
ctgaagtgtt
aagaagﬁtca
<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

185
20
RNA

Glicina mdxima

185

186
762
DNA

Glicina méaxima

186
acattgataa
atatgtgtag
atgatgcagc
tgtccaactc
aagaatgtag
tgtctaattg
gtaccatacc
tcacaatcca
ctttttagct
aaagagcttt
tgaactttgt
gaatccacga
agcaaaactc

187

21
RNA

aacacaattc
gtagaggggt
tatgtﬁtgct
ctactgattg
agtgtgacta
tgtttatgga
ttaaaataag
ttgccattgg
géttcaagta
gatgatcatc
ctaccaaata
ggtgcttgtt

tttttggcaa

Glicina médxima

187

uagaagcucc ccauguucuc a

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

<400>

gagcaugggu

188
19
RNA

Glicina méxima

188

aacuucuau

157

aaaagatcaa
tttacaggat
attcagctgce
cggatgcact
cgattgcatg
attgtatatt
tccaactaag
ttttttaatt
cagattcctc
tgcattgtct
tctgtcagtyg
gcaaagttgt

aaaaaaaaaa

tgttccactt
cétcctgaga
tcatctgttce
tgccacaaat
catgtgattt
ttcagéccag
tccatgtctg
tttcattgtce
aaagtggaéa
aagttggata
tcatctg;ca
gatattaaaa

aa

catgcaaaga

ccaaatgagc

tcaggtecgcece -

gaaaatcaaa
aggtéattaa
gcacctgtaa
tgatttttta
tgttgtttaa
atgttctttg
aactaattag
gttctgcaag

gacatctacg

21

20

60
120
180

240

300

360
420
480
540
600
660
720

762

21

19



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

<220>

<221>
<222>
<223>
<400>
ttttctecta
catcttttct
aggaaattaa
caccgttagc
gccagcacca
ttgccttetg
<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

189
346
DNA

Glicina madxima

incerto

(1)..(346)
incerto em todas locagdes n

189

actttgagag

tcaaccttta

gaaaatgggt

agaaaacggg

ccatcacttc

gtggacttct
190

21
RNA

catgggtaac
ttcgttcc;t
ttgttgcecga
tgttatctgg
ttcactctag

atggagaagt

Glicina maxima

190

ugﬁugcgggu aucuuugccu ¢

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
ggcguagauc
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
aacacuaggg

acuguucugu

ugccuauuau

- cugccuuuug

gauuuugacc

aggaugguca

ccauuggaug

ugagcuuucg

191
20
RNA

Glicina mdxima

191

cccacaacag

192

434
RNA

Glicina maxima

192

uuugcauucc

gucgggccag

uauggcuuau

ucuccgagac

cgaacugcau

guuuaugucu

aacacccugu

augc

uccuuuagcc

caaaacuguu

ugcuuuagug

uaacaaauuu

gaggcaugaa

ggguuuuaua

ugguguugaa

158

ttctattcttt
tttcaactgt
tgccagcaga
ataagaccgc
tatccgattt

ttcttcacac

gcaacccaua
gcggguaucu
gcguagaucc
gauuguaugu
aguuucauag
agaauuuuua

aaaguagcuu

atctctgnce
taaaaggcct
atagaagctc
caggttccat
ttttaaagga

cctatg

uucuaagcuu
uugccucuga
ccacaacagu
ucucuuguug
ugguucaacc
gaucugucuu

cagccuucug

ccntttectt
gactatgttg
cccatgttcet
tccéttgttt

tcgttgtccee

ccuuucuccu
aggaaaguug
uaugcuugca
cuaaacuuuu
acaguaaaau
gauuacugga

gaugugguua

60
120
i80
240
300

346

21

20

60
120
180
240
300
360
420

434



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

<400>

193
21
RNA

Glicina midxima

193

ugcgaguguc uucgccucug a

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

. <400>

194
21
RNA

Glicina maxima

194

ggaggcguag auacucacac C

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
aattagggtt
tgcgagtgtc
actcacacct
cttcgccteca
taataattag
aacgatttga
taatttgatt
aaattgggtt
<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

195
439
DNA

Glicina maxima

195
ctctggtcct
ttcgectcectg
ctttttctgg
ccaaatttcg
gtttaaaggg
ttcgtgatga
tctaacaaat
gttaggtta

196

22
RNA

cccgecceey
agagagatac
ctatctcacc
ttctptaaat
aaaaaaagtc
taatgtatgg

taatatgtag

Glicina mdxima

196

uugccgauuc cacccauucc ua

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

<400>

gcugcucauc uguucucagg

<210>
<211>
<212>

197
20
RNA

Glicina méaxima

197

198
495
DNA

159

étgctggcat
tatgagatct
actgctcttt
ttcacctata
gcttcttaat
atctgtatag

tggecttett

tctcaagcca
caagcctcgé
tccgcégggg
tatgtgtata
cctttattca
tcggttgcte

ggacatgaaa

gtgaaatcgg
aggcgtagat
cacgaaggtc
tttttaataa
ttgtatgcag
tagtatccaa

aaaattcttg

21

21

60

120

180

240

300

360

420

439

22

20



<213>

<400>

~ gactagatgt

aggaagtgat
Qatctctétc
atﬁtccttcg
cacctttctt
tggaccttaa
gacatgttac
tgtttaaggt
aaaaéaaaaa
<210>

<211>

<212>

<213>

<400$

ctgttctata
gatgggaggg
ttttgccgat
ccgctetceca
caagaaaaaa
aaggcttaac
aattagctag
tccaaataat
gggtgccact
ttccctaaat
ttttacatta
atgacaaatt
ttaaatcaag
aaaccaacac
<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Glicina mdxima

198
éaatgtgatt
gégagatggg
agtgttg;gt
gttcctectet
cttcagatct
ctatcttect
ttcaagataa
ttctataaat
aaaaa

199

825
DNA

catattcata
égggtcggta
tgttttgttt
ttccactctce
gctctttata
tgatctctta
caaattgctt

catcgatgag

Glicina maxima

199
ttgatagagt
tcggtaaagg
tccacccatt
caatctgtta
caacaaatcg
aaattatctc
ctccacaaga
tttacpggag
ataacgccac
tattccagceg
aattctttga
aacgaatttt
caaaaaaatg
accaacatat

200

21
RNA

gagaaaggga
ataacagcgt
cctatgattt
tggtcatgaa
cttctttectt
agctctagta
tgtttaaaéa
cttttcttte
caaagttttc
ctaataaata
aaataatttc
gtatttattt
tattttatta

tttaactttt

Glicina médxima

200

ccagcugcuc auuuggucac u

160

gagagagaaa
aagaatatat
atcctfttgc
ctctccgete
ccatacactt
ttaattttaa
ttttattttt

atacctataa

aaggaagaag
ctctatgatt

tctttggttce

gctgceggte:

ttttegtett

gatgtagatt
tgtéétctat
ttggtaaaag
tttcttgatt
ctgaattttc
attttggttg
ttttataaaa
aaataaaaaa

ttattaaact

gggaaaggga
ctgagactcg
cgattccacc
ﬁttcétcttg
attatagatc
ccgetetete
catcttttct

taatatactt

agcttgagga
aattgttgté
ctttctttéc
tgactgggtt
ttct;tcctt
attacagaca
ccatatcaag
ctggacattt
tttéaccaag
tgtttttttt
ttaatatttt
aattattaga
gtgaaggaaa

aaacg

gaagagcttg
actcaatctc
cattcctatg
ttatggtaag
taagttttta
tttgttgctg
ctcgttctcet

attacagaca

agtgatggga
ttgtttattc
actctcctct
acattcaaga
tttcttgttt
gatgctagtt
ctggaccaaa
ttaaaggttt
ttacattttt
ataaaaagaa
tttttagttc
aaataacata

aaattattta

60
120
180
240
300
360
420
480

495

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

825

21



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

<400>

201

21

RNA

Glicina maxima

201

agaggacaug gggagguucu a

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

<400>

202

21

RNA _
Glicina médxima

202

ucagcugcuc aucuguucuc a

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

<400>

203

21

RNA

Glicina maxima

203

ccagcugcuc auuuggucac u

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

<400>

204

21

RNA

Glicina méxima

204

ucagcucuuc uuuuggucuc u

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

<400>

205

21

RNA .

Glicina maxima

205

ucagcuacug aucuggucuc a

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

<400>

206

21

RNA

Glicina mdxima

206

ucagcuguuc cuuuguucuc u

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

<400>

ucagcuguuc

207

21

RNA

Glicina maxima

207

cuuuguucuc u

161

21

21

21

21

21

21

21



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

<400>

208

21

RNA :
Glicina maxima

1208

guagcuucuc acuuggucuu a

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

 <400>

209

21

RNA

Glicina midxima

209

uuagcugcuu cuucggucuc u

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

<400>

210
21
RNA :

Glicina maxima

210

uuagaugcuu guuuggucuu u

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

<400>

211

21

RNA

Glicina maxima

211

ugagaacaug gggagccucu a

<210>
<211>

©<212>

<213>

<400>

212

21

RNA

Glicina maxima

212

agaggacaug gggagauucu a

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

<400>

213

21

RNA

Glicina mdxima

213

agaggacaug gggagguucu a

<210>

<211>
<212>
<213>

<400>

214

21

RNA

Glicina maxima

214

ugagaacaug ggaaucuucu a

162

21

21

21

21

21

21

21



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

<400>

215

21

RNA

Glicina maxima

215

aaagaacaug gggagccucu a

<210>
<211>
<212>

<213> -

<400>

216

21

RNA

Glicina mdxima

216

ugagaacaug ggggauuucu a

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

<400>

217

21

RNA

Glicina médxima

217

ugugaaggug gggagcuucu u

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

<400>

218 -

21

RNA

Glicina maxima

218

ggagaacaug cagagcuucu g

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

<400>

219

21

RNA

Glicina méaxima

219

ugagaaacug gggagcuuuu ¢

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

<400>

220

20

RNA

Glicina maxima

220

ugagaacugg ugagcuucug

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

<400>

221
20
RNA

Glicina méxima .

221

ugaguacugg ggagcuucuc

163

21

21

21

21

21

20

20



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

<400>

222
21
RNA
Glicina maxima

222

ugagagcaug gguaacuucu a

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

<400>

223

20

RNA

Glicina mdxima

223

ugagcacugg ggagcuucuc

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

<400>

224

20

RNA

Glicina méxima

224

ugagcacugg ggagcuucuc

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

<400>

225

20

RNA

Glicina méxima

225

ugagcacugg ggagcuucuc

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

<400>

226

21

RNA

Glicina méxima

226

ugagaacaug ggaacuuucu a

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

<400>

227

21

RNA

Glicina maxima

227

ugagagcaug gguaacuucu a

- <210>

<211>
<212>
<213>

<400>

228

21

RNA

Glicina médxima

228

ugagaaccug guaagcuucu g

164

21

20

20

20

21

21

21



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

<400>

229

21

RNA

Glicina maxima

229

ugagaacauc gaaagcuucu u

<210>
<211>
<212>

<213> -

<400>

ugaggac

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

<400>

aag g

230

21

RNA

Glicina méxima

230

ggagcuuau g

231

21

RNA

Glicina médxima

231

cuaaaacaug gggagcuucu u

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

<400>

232

21

RNA

Glicina maxima

232

ugaggaaaua gggaguuucu g

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

<400>

233

21

RNA

Glicina maxima

233

ugagaacaua gugaguuuuu u

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

<400>

234

21

RNA

Glicina maxima

234

uaggaucgug gggagcuucu c

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

<400>

235

21

RNA

Glicina méxima

235

uaggaucgug gggagcuucu c

165

21

21

21

21

21

21

21



<210> 236

<211> - 21

<212> RNA

<213> _Glicina maxima
<400> 236

uaggaucgug gggagcuucu ¢
<210> 237

<211> 21

<212> . RNA

<213> Glicina méxima
<400> 237

gaugaauaug gggaguuucu a

<2105 238

<211> 21

<212> RNA

<213> Glicina maxima
<400> 238

ggggcaagga cauccgcaac g

<210> 239

<211> 21

<212> RNA

<213> Glicina méxima
<400> 239

aaggcaaagu ugcccgcgac g

<210> 240
<211> 21
<212> RNA
.<213> Glicina méxima
<400> 240

gaggcaaaga ugcgagcaac g

<210> ] 241
| <211> 21
<212> RNA
<213> Glicina maxima
<400> 241

gcggcaaaga uacucacaac C

<210> 242

<211> 21

<212> RNA

<213> Glicina mdxima
<400> 242

aacgcaaaga gaccuguaac a

166

21

21

21

21

21

21

21



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

<400>

243

21

RNA

Glicina maxima

243

aaggcaaaga ugccagcgac g

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

<400>

244

21

RNA :

Glicina maxima

244

gagccaaaga gacccgugac g

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

<400>

245
21
RNA

Glicina maxima

245

aaggcauaga uagucgcagc a

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

<400>

246

21

RNA :
Glicina maxima

246

aaggcaaaga ugccagcaaﬁ g’

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

<400>

247

21

RNA

Glicina méxima

247

uagggaaaga uacauguaac a

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

<400>

248

21

RNA

Glicina maxima

248

gaggcaaagu uguucgcaau g

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

<400>

249

21

RNA

Glicina méxima

249

caggcaaaga ugucugcaau u

167

21

21

21

21

21

21

21



<210> : 250

<211> 21

<212> RNA

<213> Glicina mdxima
<400> 250

uagguaugga uacuugcaac a

<210> 251

<211> 21

<212> RNA

<213> Glicina maxima
<400> 251

aaggcaaagc ugcccgcgau g

<210> 252

<211> 21

<212> . RNA

<213> Glicina maxima
<400> 252

ucaggggagg agacacucgc a

<210> 253

<211> 21

<212> RNA

<213> Glicina maxima
<400> 253

uuagaggcaa agacacucgu ¢

<210> 254
C<211> 21
<212> RNA
<213> Glicina maxima
<400> 254
ucagaggaga agauacucgu g
<210> 255
<211> 21
<212> RNA
<213> Glicina madxima
<400> 255

ucagaggaga agacacgcgc a

<210> 256

<211> 21

<212> RNA

<213> Glicina maxima
<400> 256

ucagagggga agacacacgc u

168

21

21

21

21

21

21

21



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

<400>

257

21

RNA

Glicina maxima

257

ucagagggga agacacacgc u

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

. <400>

258

21

RNA

Glicina méxima

258

ucagagguga ggacacacgc u

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

<400>

259
21
RNA

Glicina maxima

259

ccagaggcgg augcauucgce a

<210> 260

<211> 21

<212> RNA

<213> Glicina méxima
<400> 260

acagaggcag ggacacuugc a
<210> ‘261

<211> 21

<212> RNA

<213> Glicina maxima
<400> 261

gcagagguga agaagcuugc a
<210> 262

<211> 21

<212> RNA

<213> Glicina mdxima
<400> 262

uuagaggaga ggauacucgc g

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

<400>

263

21

RNA

Glicina médxima

263

gcagagguga agaagcuugc a

<210>

264

169

21

21

21

21

21

21

21



<211>

<212>
<213>

<400>

21
RNA
Glicina maxima

264

ucagaggcaa agauacccgce a

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

<400>

265

21

RNA

Glicina mdxima

265

uuagagggga agacacgcge u

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

<400>

266

21

RNA

Glicina méxima

266

ucagagggga agacacccgu g

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

<400>

267

21

RNA

Glicina maxima

267

ucagaggcua agagacuugu a

<210>
<211>

o <212>

<213>

<400>

268

21

RNA )
Glicina maxima

268

ucagagggga agacacgcgu g

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

_<400>

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

<400>

269

21

RNA

Glicina maxima

269

ucagagggga agacacccgu g

270

21

RNA

Glicina maxima

270

170

21

21

21

21

21

21



ucagagggga agacacacgu u

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

<400>

271

21

RNA

Glicina méxima

271

ucagagggga agacacacgu u

. <210>
<211>
<212>

- <213>

<400>

272

21

RNA

Glicina médxima

272

ucagggguga agacacacgu a

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

<400>

273

21

RNA

Glicina mdxima

273

ucagagggga agacacccgu g

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

<400>

274

21

RNA .
Glicina méxima

274

ucagaaacga agacgcucgu u

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

<400>

275

21

RNA

Glicina méxima

275

uccgagggga agauacucgu u

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

<400>

276

21

RNA

Glicina méxima

276

uccgagggga agauacucgu ¢

<210>

277

171

21

21

21

21

21

21

21



<211>
<212>
<213>

<400>

21
RNA
Glicina maxima

©2717

uccgagggga agauacucgu ¢

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

<400>

278

21

RNA

Glicina méxima

278

gcagaggcug uggcacucgc a

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

<400>

279

21

RNA

Glicina maxima

279

uuagaggcga ggacacacgu u

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

<400>

280

21

RNA

Glicina maxima

280

uccgaggaga agauacucgu u

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

<400>

281

21

RNA

Glicina méxima

281

ucaguggcga aggcguucgu ©

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

<400>

282

21

RNA

Glicina maxima

282

uuagagguga uggcacucgu g

<210>

.<211>

<212>
<213>

<400>

283

22

RNA

Glicina méxima

283

dgggaauggg uggaaacggc aa

<210>

284

172

21

21

21

21

21

21

22



<211> . 22

<212> RNA

<213> Glicina maxima
<400> 284

ugggaauggg ugggaugggu aa

<210> 285
<211> 22 /

<212> RNA

<213> Glicina mdxima
<400> 285

ugggaauggg ugggaugggu aa

<210> 286

<211> 22

<212> RNA

<213> Glicina maxima
<400> 286

auggaacugg uggaauuggc aa

<210> 287

<211> 22

<212> RNA

<213> Glicina maxima
<400> 287

cgggaaaggu uggaauuggc aa

<210> 288

<211> 22

<212> RNA

<213> Glicina maxima
<400> 288

uaggaauggg uggauuuugc aa

<210> i 289

<211> 20
. <212> . RNA .

<213> Glicina mdxima
<400> 289

ggaaugggug gcgugggcaa

<210> 290

<211> 22

<212> RNA

<213> Glicina méxima
<400> 290

caggaaaggg gggaguuggc aa
<210> 291
<211> 22
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22

22

22

22

22

20

22



<212> RNA
<213> Glicina méxima
<400> 291

uagcaauggg uuggaucggu ga

<210> 292

<211> 22

<212> RNA

<213> Glicina maxima
<400> 292

guugaauggg uggaauugga aa

<210> 293

<211> 22

<212> RNA

<213> Glicina maxima
<400> . 293

guugaauggg uggaauugga aa

<210> 294

<211> 22

<212> RNA

<213> Glicina méxima
<400> 294

aaggaauugg gggaauuggu ac

<210> ) 295

<211> 22

<212> RNA

<213> Glicina méxima
<400> 295

cacgaguggg gggaaucggc gg-

<210> 296

<211> _ 22

<212> . RNA )
<213> Glicina maxima
<400> 296

guggaauggg uggucuuggu aa

<210> 297

<211> 21

<212> RNA
<213> Zea mays
<400> 297

ﬁgacagaaga gagagagcac a
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22

22

22

22

22

22

21



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

<220>
<223>

<400>

298

20

RNA

sequiéncia artificial

Constructo sintético

298

gugcucucuc ucuucuguca

<210>

. <211>

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

299

20

RNA

seqiiéncia artificial

Constructo sintético

299

cugcucucuc ucuucuguca

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

<220>
<223>

<400>

300

20

RNA

seqiiéncia artificial

Constructo sintético

300

uugcuuacuc ucuucuguca

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

<220>

<223>

<400>

301

20

RNA

seqiiéncia artificial

Constructo sintético

301

ccgcucucuc ucuucuguca

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

<400>

302

21

RNA

Zea mays

- 302

cuuggauuga agggagcucc u

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

<220>

303

21

RNA

seqiiéncia artificial

175

20

20

20

20

21



<223>

<400>

Constructo sintético

303

uggagcuccc uucauuccaa u

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

<220>
<223>

<400>

304

21

RNA .
seqiiéncia artificial

Constructo sintético

304

ucgaguuccc uucauuccaa u

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

<220>
<223>

<400>

305

21

RNA

seqiiéncia artificial

Constructo sintético

305

augagcucuc uucaaaccaa a

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

<220>

<223> .

<400>

306

21

RNA

seqiéncia artificial

Constructo sintético

306

uggagcuccc uucauuccaa g

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

307

21

RNA

seqiiéncia artificial

Constructo sintético

307

uagagcuucc uucaaaccaa a

308

21

RNA .
seqiiéncia artificial

Constructo sintético

308
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21

21

21

21

21



uggagcucca uucgauccaa a

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

<220>
<223>

<400>

309

21

RNA

seqiiéncia artificial

Constructo sintético

309

agcagcuccc uucaaaccaa a

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

<220>
<223>

<400>

310

21

RNA .
seqiiéncia artificial

Constructo sintético

310

cagagcuccce uucacuccaa u

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

<220>
<223>

<400>

311

21

RNA

seqiiéncia artificial

Constructo sintético

311

uggagcuccc uucacuccaa u

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

<220>
<223>

<400>

312

21

RNA

seqiiéncia artificial

Constructo sintético

312

uggagcuccc ‘uucacuccaa g

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

<220>
<223>

<400>

313

21

RNA

sequiéncia artificial

Constructo sintético

313

uggagcuccc uuuaauccaa u
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21

21

21

21

21

21



<210>

314
<211> 21
<212> RNA
<213> Zea mays
<400> 314
ucggaccagg cuucauuccc ¢
<210> 315
<211> 21
<212> RNA
<213> seqliéncia artificial
<220>
<223> Constructo sintético
<400> 315

uugggaugaa gccugguccg g

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

<220>
<223>

<400>

316
21

~ RNA

seqiiéncia artificial

Constructo sintético

316

cugggaugaa gccugguccg g

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

<220>
<223>

1. <400>

317
21
RNA
seqgiiéncia artificial

Constructo sintético

317

cuggaaugaa gccugguccg g

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

<220>
<223>

<400>

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

<400>

318

21

RNA

seqiiéncia artificial

Constructo sintético

318

ccgggaugaa gccugguccyg g

319

21

RNA v
Zea mays

319

ugaagcugcc agcaugaucu g

<210>

320

178

21

21

21

21

21

21



<211> . 21

<212> RNA .
<213> seqgiiéncia artificial
<220> .

<223> Constructo sintético
<400> 320

gagaucaggc uggcagcuug u

<210> 321

<211>" 21

<212> RNA

<213> . seqiiéncia artificial
<220> .

<223> Constructo sintético
<400> 321

uagaucaggc uggcagcuug u

<210> 322

<211> 21

<212> RNA

<213> seqiiéncia artificial
<220> o
<223> Constructo sintético
<400> 322

aagaucaggc uggcagcuug u

<210> 323
<211> 20

<212> RNA
<213> Zea mays
<400> 323

ugacagaaga gagugagcac

<210> ’ 324

<211> 20

<212> - RNA .

<213> seqiiéncia artificial
<220>

<223> Constructo sintético
<400> 324

gugcucucuc ucuucuguca

<210> 325

<211> 20

<212> RNA .
<213> seqiiéncia artificial
<220>

<223> Constructo sintético

179

21

21

21

20

20



<400> 325

cugcucucuc ucuucuguca

<210> 326

<211> : 20

<212> RNA

<213> seqiéncia artificial
<220>

<223> Constructo sintético
<400> 326

uugcuuacuc ucuucuguca

<210> 327

<211> 20

<212> RNA

<213> seqiéncia artificial
<220>

<223> Constructo sintético
<400> 327

ccgcucucuc ucuucuguca

<210> 328
<211> 21

<212> RNA
<213> Zea mays
<400> 328

ugccuggcuc ccuguaugcec a

<210> 329

<211> 21

<212> RNA

<213> seqiiéncia artificial
<220>

<223> Constructo sintético
<400> 329

uggcaugcag ggagccaggce a

<210> 330

<211> 21

<212> RNA

<213> seqiéncia artificial
<220>

<223> Constructo sintético
<400> 330

aggaauacag ggagccaggce a

<210> 331
<211> 21
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20

20
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21



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

RNA
segiiéncia artificial

Constructo sintético

331

ggguuuacag ggagccaggc a

<210>
<211>

<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

332

21

RNA

seqiiéncia artificial

Constructo sintético

332

aggcauacag ggagccagge a

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

<400>

333

22

RNA

Zea mays

333

uccaaaggga ucgcauugau cu

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

<220>
<223>

<400>

334

21

RNA

seqiiéncia artificial

Constructo sintético

334

aaacaaugcg aucccuuugg a

<210>

<211>

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

335

21

RNA

seqgiiéncia artificial

Constructo sintético

335

agaccaugcg aucccuuugg a

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

<220>
<223>

<400>

336

21

RNA

seqgiliéncia artificial

Constructo sintético

336

ggucagagcg aucccuuugg cC
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21

21

22

21

21

21



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

<220>

<223>

<400>

337

21

RNA

seqiéncia artificial

Constructo sintético

337

agacaaugcg aucccuuugg a

<210>-

<211>
<212>
<213>

<400>

338

21

RNA

Zea mays

338

uuccacagcu uucuugaacu g

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

<220>
<223>

<400>

339

22

RNA

seqiiéncia artificial

Constructo sintético

339

ucguucaaga aagccugugg aa

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

<220>
<223>

<400> -

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

<220>
<223>

<400>

340
22
RNA

seqiiéncia artificial-

Constructo sintético

340

' ccguucaaga aagccugugg aa

341

22

RNA

seqiiéncia artificial

Constructo sintético

341

ucguucaaga aagcaugugg aa

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

<220>
<223>

<400>

342

22

RNA

seqiiéncia artificial

Constructo sintético

342

182

21

21

22

22

22



acguucaaga aagcuugugg aa

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

<220>
<223>

<400>

343
22
RNA

seqiiéncia artificial

Constructo sintético

343

ccguucaaga aagccugugg aa

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

atgcttcacg
accgtccgta
gctagcgétg
aaggctatgce
ggtgttggta
actggttgcc
ggtgacgctt
ggtgtgcagg
actccaacgc
ctgcttgctg
gaccacactg
gacggtgtgé
gttccaggtg
tccgacgtca
ctgcaggaaa
gtggctgact
gctccttcta
gctaccgtta
gtcgcaaacg
gtgcgtggte
cacctcgatc

gttactgttg

344
1368
DNA

183

Agrobacterium tumefaciens

344
gtgcaagcag
ttccaggtga
aaactcgtat
aagctatggg
acggtggact
gtttgactat
ctctcactaa
tgaagtctga
caatcaccta
gtctcaacac
aaaagatgct
gtaccatccg
atccatcctc
ccatccttaa
tgggtgccga
tgcgtgttceg
tgatcgacga
tgaacggttt
gtctcaagcet
gtcctgacgg
accgtatcgce

atgatgctac

ccgtccagca
caagﬁctatc
caccggtctt
tgccagaatc
ccttgctect
gggt;ttgtt
gcgtceccaatg
agacggtgat
cagggtacct
cccaggtate
tcaaggtttt
tcttgaaggt
tactgctttce
cgttttgatg
catcgaagtg
ttcttctact
gtatccaatt
ggaagaactc
caacggtgtt
taagggtctc
tatgagcttc

tatgatcgct

actgctcgta
tcccacaggt
ttggaaggtg
cgtaaggaag
gaggctcctc
ggtgtttacg
ggtcgtgtgt

cgtcttccag

atggcttccg

accactgtta
ggtgctaacc
cgtggtaagce
ccattggttg
a;cccaaccc
atcaacccac
ttgaagggtg
ctcgetgttg
cgtgttaagg
gattgcgatg
ggtaacgctt
ctcgttatgg

actagcttcc

agtcctcectgg
ccttcatgtt
aagatgttat
gtgatacttg
tcgaﬁttcgg
atttcgatag
tgaacccact
ttaccttgcg
ctcaagtgaa
tcgagccaat
ttaccgttga
tcaccggtca
ctgcettgcet
gtactggtct
gtcttgetgg
ttactgttcc
cagctgcatt
aaégcgaccg
aaggtgagac
ctggagcagc
gtctcgtttc

cagagttcat

tctttctgga

tggaggtctc

caacactggt
gatcattgat
taacgctgca
cactttcatt
tcgcgaaatg
tggaccaaag
gtcecgetgtt
catgactcgt
gactgatgct
agtgattgat
tgttccaggt
catcttgact
tggagaagac
agaagaccgt
cgctgaaggt
tctttectgcet
ttctctegtce
tgtcgctacc
tgaaaaccct

ggatttgatg

22

22

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260

1320



gctggtcttg gagctaagat cgaactctcc gacactaagg ctgcttga

<210>
<211>

. <212>

<213>

<220>
<223>

<400>

184

345
42
DNA

" seqiiéncia artificial

Constructo sintético

345

tgagctcaag aattcgagct cggtaccgga tcctctaget ag

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>.

<400>

tgagctcaag aattcgaaga caatgcgatc ccuuuggagc tcggtaccgg atcctctage

tag

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

<220>
<223>

<400>

346

63

DNA

seqiiéncia artificial

Constructo sintético

346

347

63

DNA

seqiiéncia artificial

Constructo sintético

347

1368

42

60

63

tgagctcaag aattcgatcce gectttectcte ttctgtcagc‘tcggtaccgg atcctctagce 60

- tag

63
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REIVINDICACOES

1. Método para produzir uma semente hibrida nao-natural, ca-
racterizado pelo fato de que compreende:

(@) fornecer uma primeira planta parental transgénica, induti-
vamente estéril, contendo no seu genoma um constructo
de DNA recombinante que transcreve RNA compreenden-
do:

(i) pelo menos um sitio de reconhecimento de miRNA

| exogeno reconhecivel por um miRNA maduro que é
expresso especificamente no tecido reprodutivo da di-
ta primeira planta parental; e

(i) um primeiro RNA mensageiro que codifica uma prote-
ina que confere tolerancia a um primeiro herbicida;

em que o dito miRNA maduro suprime especificamente a ex-
pressao da dita proteina no dito tecido reprodutivo, e

em que a esterilidade da dita primeira planta parental é induzivel
pela aplica¢do do dito primeiro herbicida a dita primeira planta parental;

e

(b) cruzar a dita primeira planta parental com uma segunda
planta parental sob condi¢oes onde a esterilidade tenha si-
do induzida na dita. primeira planta parental, assim produ-
zindo uma semente hibrida ndao natural.

2. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que o dito sitio de reconhecimento de miRNA exdgeno esta localiza-
do dentro de pelo menos um de:

(a) uma regidao a 5’ da sequéncia codificante do dito primeiro

RNA mensageiro;

(b) uma regido a 3' da seqliéncia codificante do dito primeiro
RNA mensageiro; e

(c) o dito primeiro RNA mensageiro.

3. Método de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado pelo

. fato de que o dito miRNA maduro é pelo menos um selecionado a partir dos
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miRNAs identificados nas Tabelas 1, 2, 3, 4, 5, e 6.

4. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que o dito cons-
tructo de DNA recombinante ainda compreende pelo menos um elemento
selecionado a partir de: |

(a) um promotor de planta;

(b) um elemento de supressao génica;

(¢) um intron;

(d) um elemento de expressao génica;

(¢) DNA que transcreve um aptamero de RNA capaz de se
ligar a um ligante;

(f) DNA que transcreve um aptamero de RNA capaz de se
ligar a um ligante e DNA que transcreve para um RNA re-
gulatério capaz de regular a expressao de uma seqiéncia
alvo, caracterizado pelo fato de que a dita regulagao é de-
pendente da conformacao do dito RNA regulatério, e a dita
conformacao do dito RNA regulatério é afetada alosterica-
mente pelo estado de ligagao do dito aptamero de RNA; e

(@) pelo menos uma borda de T-DNA.

5. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a segunda planta parental € tolerante ao dito primeiro herbicida.

6. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que o dito primeiro herbicida € um herbicida sistémico.

7. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo
fato de que a dita proteina que confere tolerancia é pelo menos uma protei-
na selecionada a partir do grupo que consiste em 5-enolpiruvilchiquimato-3-
fosfato sintase, a 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase da cepa CP4 de
Agrobacterium tumefaciens, glifosato oxidoredutase, glifosato acetiltransfe-
rase, glifosato descarboxilase, pat, bar, dicamba monooxigenase, acido 2,2-
dicloropropidnico desalogenase, acetoidroxiacido sintase, acetolactato sinta-
se, haloarilnitrilase, acetil-coenzima A carboxilase modificada, diidropteroato
sintase, polipeptideo de fotossistema Il de 32 kDa, antranilato sintase, &cido

diidrodipicolinico sintase, fitoeno desaturase, hidroxifenil piruvato dioxigena-
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se, oxidase de protoporfirinogénio | modificada, e ariloxialcanoato dioxigena-

Se.

8. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo

fato de que:

(a)

(e)

o dito tecido reprodutivo é tecido reprodutivo masculino, a
dita primeira planta parental € indutivamente macho-estéril,
e a dita segunda planta parental € normalmente fértil; ou

o dito tecido reprodutivo é tecido reprodutivo masculino, a
dita primeira planta parental é indutivamente macho-estéril,

e a dita segunda planta parental & fémea-estéril; ou

‘0 dito tecido reprodutivo é tecido reprodutivo masculino, a

dita primeira planta parental é indutivamente macho-estéril,
e a dita segunda planta parental é indutivamente fémea-
estéril; ou _

o dito tecido reprodutivo é tecido reprodutivo feminino, a
dita primeira planta parental é indutivamente fémea-estéril,
e a dita segunda planta parental € normalmente fértil; ou

o dito tecido reprodutivo é tecido reprodutivo feminino, a
dita primeira planta parental é indutivamente fémea-estéril,
e a dita segunda planta parental € macho-estéril; ou

o dito tecido reprodutivo é tecido reprodutivo feminino, a
dita primeira planta parental é indutivamente fémea-estéril,
e a dita segunda planta parental é indutivamente macho-
estéril.

9. Método de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado pelo

fato de que:

(a)

o dito tecido reprodutivo é tecido reprodutivo masculino, a
dita primeira planta parental é indutivamente macho-estéril,
e a dita segunda planta parental compreende uma segunda
planta parental transgénica, indutivamente fémea-estéril
que contém no seu genoma um constructo de DNA recom-

binante que transcreve RNA compreendendo: (i) pelo me-
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nos um sitio de reconhecimento de miRNA exdgeno reco-
nhecivel por um segundo miRNA maduro que é expresso
especificamente no tecido reprodutivo feminino da dita se-
gunda plahta parental, e (ii) um segundo RNA mensageiro
que codifica uma segunda proteina que confere tolerancia
a um segundo herbicida; em que o dito segundo miRNA
maduro suprime especificamente a expressao da dita se-
gunda proteina no dito tecido reprodutivo feminino, e em
que a fémea esterilidade da dita segunda planta parental é
induzivel pela aplicagdo do dito segundo herbicida a dita
segunda planta parental; ou

o dito tecido reprodutivo é tecido reprodutivo feminino, a
dita primeira planta parental é indutivamente fémea estéril,
e a dita segunda planta parental compreende uma segunda
planta parental transgénica, indutivamente macho-estéril

contendo no seu genoma um constructo de DNA recombi-

‘nante que transcreve RNA que compreende: (i) pelo menos

um sitio de reconhecimento de miRNA exdgeno reconheci-
vel por um segundo miRNA maduro que € expresso espe-
cificamente no tecido reprodutivo masculino da segunda
planta parental, e (ii) um segundo RNA mensageiro que
codifica uma segunda proteina que confere tolerancia a um
segundo herbicida; em que o dito segundo miRNA maduro
suprime especificamente a expressao da dita segunda pro-
teina no dito tecido reprodutivo masculino, e em qué a ma-
cho esterilidade da dita segunda planta parental é induzivel
pela aplicagao do dito segundo herbicida a dita segunda
planta parental.

10. Método de acordo com a reivindicagdo 9, caracterizado pelo

(a)

(b)

fato de que o dito herbicida e a dito segundo herbicida:

sao idénticos; ou

sao diferentes.
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11. Método de acordd com a reivindicacao 9, caracterizado pelo
fato de que pelo menos um entre o dito primeiro herbicida e o dito segundo
herbicida compreende um herbicida sistémico.

12. Método de acordo com a reivindicagdo 9, caracterizado pelo
fato de que pelo menos um entre o dito primeiro herbicida e o dito segundo
herbicida compreende pelo menos um herbicida selecionado a partir do gru-
po que consiste em glifosato, dicamba, glufosinato, sulfoniluréias, imidazoli-
nonas, bromoxinil, acido 2,2-dicloropropidnico, inibidores de acetolactato
sintase, cicloezanodiona, ariloxifenoxipropionato, herbicidas de sulfonamida,
herbicidas de triazina, 5-metiltroptofano, aminoetil cisteina, herbicidas de
piridazinona, herbicidas de ciclopropilisoxazol, inibidores de protoporfirino-
génio, e herbicidas contendo uma porgao ariloxialcanoato.

13. Método de acordo com a reivindicagao 9, caracterizado pelo
fato de que o dito primeiro e o dito segundo RNAs mensageiros:

(a) sao idénticos, ou

(b) sao diferentes.

14. Método de acordo com a reivindicagcéao 1, caracterizado pelo
fato de que a dita semente hibrida ndo-natural é semente de milho.

15. Semente hibrida ndo-natural, caracterizada pelo fato de que
€ produzida usando atividade humana que compreende o método da reivin-
dicagao 3.

16. Planta transgénica, indutivamente estéril, caracterizado pelo
fato de que contém no seu genoma um constructo de DNA recombinante
que transcreve RNA que compreende:

(a) pelo menos um sitio de reconhecimento de miRNA exége-

no reconhecivel por um miRNA maduro que é expresso .
especificamente no tecido reprodutivo da dita planta; e

(b) RNA mensageiro que codifica uma proteina que confere

tolerdncia a um herbicida;

em que o dito miBRNA maduro suprime especificamente a ex-
pressao da dita proteina no tido tecido reproduti\)o,

em que a esterilidade da dita planta transgénica é induzivel pela
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aplicacao do dito herbicida a dita planta.

17. Planta transgénica, indutivamente estéril de acordo com a
reivindicagao 16, caracterizada pelo fato de que:

(a) odito tecido reprodutivo é tecido reprodutivo masculino e a

dita esterilidade € macho esterilidade; ou

(b) o dito tecido reprodutivo € tecido reprodutivo feminino e a

dita esterilidade € fémea esterilidade.

18. Planta transgénica, indutivamente estéril de acordo com a
reivindicagao 16, caracterizada pelo fato de que o dito tecido reprodutivo
compreende um ovulo fertilizado, e a dita esterilidade resulta na falha do 6-
vulo fertilizado desenvolver uma semente viavel.

19. Planta transgénica, indutivamente estéril de acordo com a
reivindicagao 16, caracterizada pelo fato de que a dita planta é planta de cul-
tivo propagada por semente.

20. Planta transgénica, indutivamente estéril de acordo com a
reivindicacao 16, caracterizada pelo fato de que a dita planta é selecionada a
partir de milho, arroz, trigo, aveia, cevada, centeio, triticale, paingo, sorgo,
quinoa, amaranto, trigo sarraceno, gramas de forragem, gramas de turfa,
alfafa, algodao, acgafroa, girassol, soja, canola, colza, linho, amendoim, fei-
jao, ervilhas, lentilhas, alfafa, alface, aspargo, alcachofra, aipo, cenoura, ra-
banete, repolho, couve galega, mostarda, brdcolis, couve-flor, couve de Bru-
xelas, nabo, couve-rabano, pepino, meldes, abdboras, abdboras, cebolas,
alho, alho pord, chalota, cebolinha, tomates, berinjelas, pimentas, fisalis, be-
terraba, acelga, espinafre, plantas ornamentais, e arvores florestais.

- 21. Constructo de DNA recombinante que transcreve RNA ca-
racterizado pelo fato de que compreende:

(@) pelo menos um sitio de reconhecimento de miRNA exdge-

no reconhecivel por um miRNA maduro que é expresso
especificamente no tecido reprodutivo de uma planta; e

(b) um RNA mensageiro que codifica uma proteina que confe-

re tolerancia a um herbicida.

22. Constructo de DNA recombinante da reivindicacédo 21, carac-
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terizado pelo fato de que o dito pelo menos um sitio de reconhecimento de

miRNA exogeno esta localizado dentro de pelo menos um de:

(a)

(b)

(c)

uma regiao a 5’ da sequéncia codificante do dito primeiro
RNA mensageiro;

uma regidao a 3’ da sequéncia codificante do dito primeiro
RNA mensageiro; e

o dito primeiro RNA mensageiro.

23. Constructo de DNA recombinante de acordo com a reivindi-

cacao 21, caracterizado pelo fato de que o dito miRNA maduro é pelo menos

um selecionado a partir dos miRNAs identificados nas Tabelas 1, 2, 3, 4, 5, e

6.

24. Constructo de DNA recombinante de acordo com a reivindi-

cacgao 21, em que o dito constructo de DNA recombinante ainda compreende

pelo menos um elemento selecionado a partir de:

(a)
(b)
(c)
(d)
(e)

(f)

(9)

um promotor de planta;

um elemento de supressao génica;

um intron;

um elemento de expressao génica;

DNA que transcreve um aptamero de RNA capaz de se
ligar a um ligante;

DNA que transcreve um aptamero de RNA capaz de se
ligar a um ligante e DNA que transcreve um RNA regulaté-
rio capaz de regular a expressao de uma sequéncia alvo,
caracterizado pelo fato de que a dita regulagdo é depen-
dente da conformacgédo do dito RNA regulatério, e a dita
conformagao do dito RNA regulatério é afetada alosterica-
mente pelo estado de ligacdo do dito aptamero de RNA; e
pelo menos uma borda de T-DNA.

25. Constructo de DNA recombinante de acordo com a reivindi-

cacao 21, caracterizado pelo fato de que a dita proteina que confere toleran-

cia é pelo menos uma proteina selecionada a partir do grupo que consiste

- em uma 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase, a 5-enolpiruvilchiquimato-



3-fosfato sintase da cepa CP4 de Agrobacterium tumefaciens, glifosato oxi-
doredutase, glifosato écetiltransferase, glifosato descarboxilase, pat, bar,
dicamba monooxigenase, acido 2,2-dicloropropiénico desalogenase, acetoi-
droxiacido sintase, acetolaétato sintase, haloarilnitrilase, acetil-coenzima A
carboxilase modificada, diidropteroato sintase, polipeptideo de fotossistema
Il de 32 kDa, antranilato sintase, acido diidrodipicolinico sintase, fitoeno de-
saturase, hidroxifenil piruvato dioxigenase, oxidase de protoporfirinogénio |

modificada, e ariloxialcanoato dioxigenase.
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acacgctgaaaccatcttccacacactcaagccacactattggagaacac

acagggacaacacaccataaccgccgccgccggtagaagATGGCGCCCAC
M A P T

CGTGATGATGGCCTCGTCGGCCACCGCCGTCGCTCCETTCCaGGGGCTCA
V M M ASSATA AVAZPTFQGTLK

AGTCCACCGCCAGCCTCCCCGTCGCCCGCCGCTCCTCCAGRAGCCTCEGE
S T A S L PV ART®RS SRS DL G

AACGTCAGCAACGGCGGAAGGATCCGGTGCATGCAGGTGTGGCCggeCTA
N VvV S NG GRIURTC CMOQVWPAY

CGGCAACAAGAAGTTCGAGACGCTGTCGTACCTGCCGCCGCTGTCGACCG
G N K K FETULSYDLPPULSTG

GCGchgcatccgctgcatgcaggcCATchcTTCTTCAAcCGGGTgATc
G R I RCMOA AMATFUVPFNIU RWVTI

ACCCTCcACGGTgCCgTCgTCAGACGTGGTCAACTACTCGGAGATCTACCA
T L T VP S § DV VNYSETIZYQ

GGTgGCTCCTCAGTATGTCAACCAgGCCCTGACCCTGGCCAAGTACTTCC
V APQVYVNOQALTULAIKTYTFQ

AgGGCGCcATcGACGGcAGCACCCTgAGGTTCGAcTTCGAgAAgGCGTTA
G A I DGSTULRVPFUDTFEZKATL

CAgATCGCCAACGACATCCCGCAQGCcGCgGTgGTcAACACCCTgAACCA
Q I ANDTIUPOQAA AV VNTTLNQ

GACCGTCCAGCAGGGGACCGTCCAGGTCAGCGTCATGATCGACAAGATCG
T Vv . Q GT V Q VSV MIDIKTIWV

TGGACATCATGAAGAATGTCCTGTCCATCGTGATAGACAACAAGAAGTTT
D I M KNUVULSTIUVIDNIKIEKF

TGGGATCAGGTCACGGCTGCCATCACCAACACCTTCACGAACCTGAACAY
W DQUVTAATITNTTFTNILNS

cCAgGAgTCgGAchcTGGATCTTCTATTAcAAgGAgGACGCCCACAAGA
Q E S EAWTIVPFYYXKEDA AHI KT

CGTCCTACTAtTAcAACATCCTCTTCGCcATCCAGGACGAAGAGACGGGt
S Y YYNTIULV FATIOQDEETG

GGCGTGATGGCCACGCTGCCCATCGCCTTCGACATCAGTGTgGACATCGA
¢ VMATTLUPTIAPUDTISUVDTIE

GAAgGAgAAGGTCCTGTTCGTgACCATCAAGGACACTGAGAATTACGCCG
XK E X VL FVTIZXKUDTENYAUV

TCACCGTCAAGGCGATCAACGTGGTCCAGGCACTccAgTCTAGCAGGGAT
T V X A I NV VQAaLOQS S RD

TCTAAGGTGGTTGATGCGTTCAARATCGCCaCGGCACTTACCCCGGAAGAG
S K VVDATFIEKSUPRUHELZPRIEKTR

GCATAAGATTTGCTCTAACTCGLgatgACtgcTGGATGCAGAGGTATTAT
HKICSNS S * * miRNA162 Sitio

CGatgcgtttggacgtatgctcattcaggttggagccaatttggttgatg
tgtgtgcgagttcttgcgagtctgatgagacatctctgtattgtgtttct
ttccccagtgttttctgtacttgtgtaatcggctaatcgccaacagattc

ggcgatgaataaatgagaaataaattgttctgattttgagtg 1242
|
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SEQ ID NO. 176
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ACACGCTGAcaagctGACTCTAGcagathtctagaaccatcttccacac

actcaagccacactattggagaacacacagggacaacacaccataaGATC

CAAGGGAGGCCTCCGCCGCCGCCGGTAGAAGTGATCAACCATGYCCTTCT
M A F F

TCAAcCGGGTgATcACCCTcACgGTgCCgTCgTCAGACGTGGTCAACTAC
N RVITTZLTV®PS S DV VNY

TCgGAgATcTAcCAGGTgGCTCCTCAGTATGTcAACCAgGCcCTGACccT
S E I YQ VAPOQYVNOQH ATLTTL

GGCcAAGTAcTTcCAgGGCGCCATCGACGGCAGCACCCngGGTTCGACT
A KYPFQGATIDSGSTTULT®RFDF

TCGAgAAGGCGTTACAGATCGCCAACGACATCCCGCAgGCCGCYGTGTE
E K AL QI ANUDTIUZPGQAA AUVYV

AACACCCTgAACCAGACCGTCCAGCAGGGGACCGTCCAGGTCAGCGTCAT
N T L NGQ TV QQGTVQV S VM

GATCGACAAGATCGTGGACATCATGAAGAATGTCCTGTCCATCGTGATAG
I DK I VDIMEKNVYVYTLSTIUVTID

AcAACAAGAAGTTTTGGGATCAGGTCACGGCTGCCATCACCAACACCTTC
N K K F WD QVTAATITNTTF

ACGAACCTGAACagcCAgGAgTCgGAGYCcTGGATCTTCTATTACAAGGA
T NL N S Q E S EAWTIVF Y Y KE

gGACGCCCACAAGACGTCcTAcTAtTAcAACATCCTCTTCGCcATCCAGG
D A HEKTSYYJYNTIULT FATIZOQD

ACGAAGAGACGGGLGGCGTGATGGCCACGCTGCCCATCGCCTTCGACATC
EETGGUVMATULU®PTIATFTUDTI

AGTGTgGACATCGAGAAgGAgAAgGTCCTGTTCGTgACcATCAAGGACAC
s v DI EZXKEZ KVLVFYVTTII KDT

TGAGAATTACGCCGTCACCGTCAAGGCGATCARCGTGGTCCAGGCACTCC
ENY AUV TV KAINVV QATLDQ

AgTCTAGCAGGGATTCTAAGGTGGTTGATGCGTTCAAATCGCCaCGGCAC
S S RD S KV VDAFIZXKSUPRH

TTACCCCGGAAGAGGCATAAGATTTGCTCTAACTCGtgatgAATgTACGT

100

150
6

200
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250
39

300
56

350
72

400
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600
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650
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700
189
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L P RXKRUHIZKTITGCSNS S * * miRNA164

GCCCTGCTTCTCCATCTGCATGCGTTTGGACGTATGCTCATTCAGGTTGG
AGCCAATTTGGTTGATGTGTGTCCGAGTTCTTGCGAGTCTGATGAGACAT

CTCTGT 956

--------- R e I

Fig.5
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RESUMO '
Patente de Invengdo: "METODOS PARA PRODUZIR SEMENTE HiBRIDA".
A presente invencdo refere-se a méiodos para a produgdo de
uma semente hibrida ndo natural. Sio também descritos miRNAs especifi- -
cos e sitios de reconhecimento de miRNA Uuteis para conferir esterilidade
induzida em uma plantagao, e construto de DNA recombinante .incluindo tais

. sitios de reconhecimento de miRNA exégeno.
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