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DESENVOLVIMENTO DE GERMOPLASMA
USANDO SEGREGADOS DE CRUZAMENTOS TRANSGENICOS. A
presente invengao refere-se a um método para o desenvolvimento de
novo germoplasma de planta usando segregados de uma linhagem
transgénica combinados com testagem de zigosidade baseada em
PCR e, opcionalmente, analise de Southern Blot.
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PEOGA Y4957

Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "DESENVOL-
VIMENTO.ADE GERMOPLASMA USANDO SEGREGADOS DE CRUZA-
MENTOS TRANSGENICOS".

CAMPO DA INVENCAQ '
A presenté invengdo no campo de cruzamento de planta refere-

se a um método para o desenvolvimento de germoplasma de planta usando
segregados de uma linhagem transgénica. Um método de testagem de zigo-

sidade para avaliar a auséncia de um transgene também é descrito.

'ANTECEDENTES DA INVENCAO

Germoplasma de safra amplamente plantada frequéntemente_
representa a maioria das linhagens de elite contendo uma combinag¢ao dos
tragos de rendimento, agronémico e de resisténcia a pestes e a doengas
mais désejadas pelos agricultores. Em virtude de sua combinagao de tragos
de elite, esse germoplasma pode servir para gerar seme'nte comercialmente
disponivel e também pode ser usado como uma fonte para futuros esforgos
de cruzamento de planta. Em alguns casos, esse germoplasma pode, fré-'
quentemente, compreender um trago transgénico além dos tragds de elite
que ele exibe. Assim, ha uma necessidade no campo de cruzamento de
planta por métodos para usar o complemento total da base de germoplasma
existente de uma safra em cruzamento de plant_a, a despeito de se um
transgene esta presente em qualquer uma das variedades de elite que bode-
ria ser usada para experimentos de cruzamento. Métodos para aplicar, adi-
cionalmehte, testagem de zigosidade para melhorér a eficacia de esforgqs
de cruzamento de planta sao também necessarios. |

Testagem de zigosidade e numero de copias baseado em PCR
quantitativa em tempo real TAQMAN® (qRT-PCR) tem sido usada para ana-
lisar prole de planta Atransgénica (por exemplo, Bubner e Baldwin, Plant Cell |
Rep. 23: 263-271 (2004)). Essa técnica pode permitir detecgdo e quantifica-
¢do do numero de cépias de uma determinada sequéncia de DNA em um
genoma de planta e requer apenas uma pequena quantidade de tecido de
planta. A técnica é menos trébalhbsa por amostra do que os métodos anteri-
ormente empregados, tal como Southern blotting, para detec¢ao e quantifi-
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cacao de numeros de copias de transgene. Todavia, ela é notoriamente sen-
sivel & concentragdo e a pureza do DNA padrao inicial, dentre outras varia-
veis. Como tal, seu uso tem sido primariarhente como uma primeira sele¢ao
quanto ao numero de cépias de um transgene antes de cruzamento seletivo
seja iniciado realmente, com subsequiente confirmagdo de resultados por
outros meios, tal como Southern biotting. Ela é conhecida por ser adequada,
por exemplo, para identificacdo de eventos com altos nimeros de cépia que
podem ser descartados precocemente efn uma analise de evento de planta
tranSgénica antes que eventos selecionados sejam passados para os produ-
tores. O método ainda nao foi usado com material de cruzamento transgem-
co de elite com uma unica copia.

Se uma linhagem de planta transgenlca tiver de ser usada em
um programa de cruzamento, métodos eficazes para remogéo de um trans-
gene, ou seleg¢ao quanto as suas perdas; sdo desejaveis. Remogao especifi-
ca de sequiéncias de transgene, tal como um gene que codifica um marcador

selecionavel, foi reportada, incluindo o sistema de recombinase Cre/lox (Ha- -

" _re e Chua, Nature Biotechnol. 20: 575-580 (2002)). Esse método pode levar B

especificamente a remogao de sequéncias de DNA transgénico inseridas de
uma planta transgénica, mas sequéncias do sitio lox ainda restaram neces-
sariamente, flanqueando o sitio da seqléncia excisada. Sele¢ao quanto a
perda de um transgene através de segregagao genética em prole é outro
método que é amplamente conhecido, mas requer tempo e esforgo substan-

. ciais para resultados. Assim, métodos mais eficazes para selecionar perda

de sequéncias especificas sdo desejaveis, especialmente métodos que as-
segurém a remocao compléta de todas as sequéncias transgénicas'inseri-
das.

Uma parte significativa de cruzamento de soja recente tem utili-
zado linhagens contendo o trago ROUNDUP READY® encontrado no evenfo
40-3-2, possivelmente em virtude do fato de tanto quanto 80-95% do germo-
plasma de soja oferecidos para venda nos Estados Unidos atualmente con-
tém esse evento transgénico. Esse germoplasma exibe um conjunto de tra-

¢cos agrondmicos superiores a linhagem precursora A5403 nao-transgénica e
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a muitas linhagens de cruzamento de soja convencionais (isto &€, nao-trans-
génicas). Assim, essas variedades de soja transgénica ROUNDUP READY®
sao, em si, Uteis em programas de cruzamento de planta. De forma a obter
completamente sua utilidade, é desejavel ser capaz de identificar prole des-
sas Iinhagéns ROUNDUP READY® que retém os tragos agrondmicos de
elite da linhagem precursora, exceto quanto a resisténcia ao glifosato deri-
vada do inserto de transgene do evento 40-3-2 e as sequiéncias transgénicas
associadas encontradas no evento 40-3-2.

As seqléncias do transgene funcional do‘ evento 40-3_-2 de soja
e seu DNA de planta de flanqueamento associado podem ser usados.para_
detectar a presenca do transgene em prole de 40-3-2. A sequéncia de DNA

que flanqueia o inserto transgénico funcional no evento 40-3-2 de soja foi

caracterizada (Padgette e outros. Crop Sci. 35: 1451-1461 (1995); Windels e

outros. Eur. Food Res. Technol. 213: 107-112 (2001). _
Aprovacéo legislativa em muitos paises para a liberagéo e co-
mercializagdo de um evento de planta transgénica em particular pode reque-
rer descricao de sequéncias de DNA gendmico que flanqueiam um DNA in-
serido e um metodo para detectar DNA espeél'fico para o evento. Conse-
quentemente, algumas sequéncias que flanqueiam a insergéo funcional no
evento 40-3-2 de soja foram anteriormente reportadas (Mon.santo_ MSL-
16646, disponivel no link http para //archive.food.-gbv.uk/pdf_files/acnfp/ dos-
siér.pdf).' Um método de detecgdo de mitho compreendendo o evento trans-
génico NK603 também foi reportado no link http //gfno-crl.jrc.it/ detectionme-
thods.htm.
SUMARIO DA INVENCAO

Produtores de planta podem utilizar um conjunto de culti\)are_s de
“elite” exibindo tracos superiores relacionados ao crescimento, adaptabilida-
de, resisténcia a pestes e a doengas, rendimento da semente, resisténcia a
acamamento, emergéncia, maturidade, falta de danos na planta em esta-
¢Oes posteriores, altura da planta e resisténcia a fragmentagao, dentre ou-
tros, como uma base para désen\)olver novos cultivares de safra aperfeigoa-

dos. Esses pacotes de tragos podem, entédo, ser introduzidos como novas
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linhagens de cruzamente com um ou mais tragos desejados adicionais de
forma a melhorar eficazmente o germoplasma de cruzamento. Se o cultivar
de elite que esta sendo usado como uma base para cruzamento adicional ja
compreende um transgene, é util ser capaz de identificar a presehga ou au-
s_éncia do transgene dentre muitas proles de segregag¢ao enquanto essa pro-
le esta sendo selecionada através de métodos classicos de cruzamento de
planta com relagao as suas outras qualidades agronémicas. |
Produtores de planta_que'préticam a invengao podem usar va-
rias técnicas. Selegao recorrente € um procedimento de cruzamento projeta-
do péra acumular genes favoraveis para um trago ou tragos em uma popula-
¢ao. Linhagens precuréoras sdo cruzadas, sua prole é evoluida para um ou
mais‘tragos‘ e as proles as quais melhor expressam o trago sao intercruza-

das para repetir o processo durante geragdes sucessivas. Variagdes na se-

legdo recorrente incluem, dentre outros, selecdo de irmdos completos, sele-

- ¢ao de familia de meio-irmaos € selegdo recorrente de prole Sy. Técnicas

tais como cruzamento retroativo, selecdo em massa e cruzamento marca- -

~ dor-assistido também podem ser empregadas. Essas técnicas podem ser

usadas para selecionar tragos de interesse em safras autopolinizadas e de
polinizagao cruzada, conforme apropriado. | '

A presente invengéo se refere, em parte, a um método para o
desenvolvimento de uma variedade de safra de elite compreendendo cruza-
mento de uma primeira linhagem de elite exibindo um trago util e compreen-
dendo um transgene que codifica o traco util e o qual exibe tragos ou carac-
teristicas de elite adicionais, com uma segunda linhagem que exibe um trago
util; obtengéo de linhagens 'hfbridas F1 individuais; sele¢cao de pelo menos

um individuo hibrido F1 que exibe um trago util das primeira ou segunda li-

nhagens; derivagdo de pelo menos uma outra geragao de prole de sementes
ou plantas do individuo hibrido F1 selecionado; sele¢ao de Aprole F2 ou pos-
terior que exibe pelo menos um dos tragos ou caracteristicas de elite adicio-
nais da primeira linhagem com relagao a presenca do'tra‘nsgene; e identifi-
cagao de pelo menos um individuo carecendo do transgene, em que o trago

util é derivado da segunda linhagem.



10

15

20

25

30

Em outro aspecto da inveng¢ao, ha um método de determinagao
da zigosidade da prble hibrida compreendendo: (a) contato de uma amostra
compreendendo DNA derivado da prole com um conjunto de iniciador com-
preendendo SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 e SEQ ID NO: 6 que, quando u-

sado em uma reacdo de amplificagdo de &cido nucléico com DNA gendmico

da prole, produz um primeiro amplicon que é diagnéstico do evento transgé-

‘nico; e (b) realizacdo de uma reagéo de amplificacdo de acido nucléico, des-

se modo, produzindo o primeiro amplicon; e (c) detec¢ao do primeiro ampli-
con; e (d) contato da amostra' compreendendo DNA dé prole com um conjun-
to de iniciador compreendendo SEQ ID NOs: 4, 5 e 7 que, quando 'usado em
uma reagéo de amplificagao de acido nucléico com DNA gendmico de plan-

tas de prole, produz um segundo amplicon compreendendo o DNA gendmico

nativo homélogo a regiao genémica na qual o transgene é inserido; e (e) rea-

lizagdo de uma reagéo de amplificagdo de acido nucléico, desse modo, pro-
duzindo o segundo amplicon; e (f) deteccdo do segundo amplicon; e (g)
comparag¢ao dos primeiro e segundo amplicons em uma amostra, em que a
presenga de ambos os amplicons indica se a amostra é heterozigética para
a insergao de transgene. |

_ Em particular, a introdugao de um novo trago transgénico de to-
Ievréncia ao glifosato em uma linhagem de soja ja compreendendo 0 evento
40-3-2 iria requerer a capacidade de distinguir enfre dois eventos, uma vez
quve a aplicacéo de sele¢do por glifosato nao serviria para identificar a pre-
senga d_o‘novo evento com relagao ao anterior. Adicionalmente, se 0 novo
evento compreende o0 mesmo transgene funcional como um evento prévib; a
tecnologia ELISA também seria incapaz de distinguir a presenca de um ou
ambos os eventos. ELISA ou outros métodos de detecgao de 'protein'a pode-
riam permitir que o produtor identifique a presenga de um novo trago de re-
sisténcia ao glifosato em uma linhagem carecendo de qualquer outra cépia
do transgene, mas nao permitiria que um produtor avaliasse, de uma manei-
ra positiva, se quaisquer elementos genéticos atribuidos ao evento 40-3-2
ainda restam. - '

Para avaliagao e cruzamento de tragos que conferem tolerancia
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ao glifdsato em si ou em pilhas de vetor com outros tragos de valor para pro-
dutores o uso da tecnologia de DNA, em pamcular tecnologia de zigosidade
por PCR baseada em sequéncias de flanqueamento para o evento 40-3-2,
aumentara a eficiéncia do processo de selegao e uma estabilidade de produ-
tor para construir sobre a base de germoplasma existente que ja contém o
evento 40-3-2, bem como outros tragos Uteis. Esse é atualmente o unlco mé-
todo que pode demonstrar a auséncia de todos os elementos genéticos lden-
tificados do evento 40-3-2 em populagoes de cruzamento de uma maneira
relativamente econémica. | .
Cruzamento de milho, por exemplo, a_brangendo conversao de
uma linhagem de milhb compreendendo um primeiro evento, tal como GA21,
a um Seguhdo evento, tal como um compreendendo NK603, também é um
assunto da presente invengao. ldentificagdo de uma Iinhagém segregante

GA21-nula que compreende o evento NKB03 e carece da presenca de se-

- qUéncias associadas ao evento GA21, apés um cruzamento entre linhagens

transgénicas de milho compreendendo os eventos GA21}e' NK603, também -

~_é um assunto da presente invengao.

- De acordo com um aspecto da invengao, mutagénese pode ser
usada para criar sojas reproduziveis viaveis ou outras espécies de planta
com perfis genéticos uUnicos, comegando com linhagens tfansgénicas das
quais o transgene tem de ser removido. Por exemplo, mutagénese de soja
transgénica ou outras espécies pode ser induzida através de tratamento com
uma variedade de agentes mutagénicos conhecidos na técnica, incluindo
mutagenos fisicos, tais €OMO raios X, raios gama, néUtrons répidos ou térmi-
cos, prétons e mutagenos “quimicos, tais como metano-sulfonato de etila
(EMS), sulfato de dietila (DES), etilenoimina (EI), propano sultona, N-metil-N-
nitrosouretano (MNU), N-nitroso-N-metiluréia -(NMU), N-etil-N-nitrosouréia
(ENU) e azida de sddio. Para exemplos desses métodos.veja Ohshima e
outros (1998) Virology 243: 472-481; Okubara e outros (1994) Genetics 137:
867-874; Quesada e outros (2000) Genetics 154: 421-436. Além disso, um
método rapido e automatico para sele¢ao de mutagGes quimicamente indu-

zidas, TI_LLING (Objetivacdo de Lesdes Locais Induzidas em Genomas), u-
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sando HPLC de desnaturagao ou digestdo com endonuclease seletiva de
produtos de PCR selecionados também é aplicavel a presente invencgao (ve-
ja McCallum e outros (2000) Nat. Biotechnol. 18: 455-457). Variantes genéti-
cas de sojas também podem ser obtidas, por exemplo, através de mutagé-
nese dirigida oIigonuCIeotideo por, mutagénese por exploracdo de ligante,
mutagénese usando a reacao em cadeia de polimerase e similares. Veja,
por exemplo, Ausubel, paginas 8.0.3-8.5.9. Também, veja, de modo geral,
McPherson (ed.), DIRECTED MUTAGENESIS: A Practical approach, (IRL
Press, 1991). Apés mutagéhese, as sementes sao blantadas, avaliadas e
sementes com os novos perfis genéticos desejaveis sdo seleciohadas que
sao viaveis e capazes de subsequente uso. As sementes resultantes podem,
entao, ser processadas de acordo com a invengao para remover 0 evento
transgénico e a prole com o novo perfil genético resultante usada em pro-
gramas de cruzamento e desenvolvimento. | _

A presente invengao se refere a um método de cruzamento de
planta para identificagdo de uma planta transgénica ou células ou tecidos da
mesma, método o qual é baseado na identificagdo da presenga ou da au-
séncia de pelo menos uma sequéncia de DNA vtransgénica. De acordo com
um aspecto da invengéo, o método para identificagdo na prole de uma planta
transgénica, ou células ou tecidos da mesma, compreende émplificagéo de
uma sequéncia de um acido nucléico presente em amostras biolégicés, u-

sando uma reagao em cadeia de polimerase, com pelo menos dois iniciado-

res, um Vd'os quais reconhece, ou se hibridiza com, o DNA de planta na regi-

ao de flanqueamento 3' ou &' de um evento de insergdo, o outro do qual re-
conhece uma sequéncia dentro do DNA transgénico inserido. De preferén-
cia, o DNA gendmico é analisado de acordo com o protocolo de identi_ficagéo

por PCR descrito aqui, pelo que um iniciador reconhece uma sequéncia den- - .

tro da respectiva regido de flanqueamento 5' ou 3' compreendendo a se-
quéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID NO: 2 ou seu comple-
mento. Alternativamente, os iniciadores usados podem reconhecer uma Se-
qﬁéncié dentro do inserto cbmpréendendo a sequéncia de nucleotideo de
SEQ ID NO: 3 e o iniciador que reconheée uma seqiiéncia dentro da regido
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de flanqueamento 3' compreende a seqliéncia de nucleotideo.de SEQ ID
NO: 5, de modo que pelo menos um fragmento amplificado especifico seja
detectado. | |

A presente invencéo também se refere a um método para pro--
ducdo de uma variedade de safra de elite nao-transgénica compreendendo
cruzamento de uma linhagem de elite compfeendendo um transgene e exi-
bindo um ou mais tragos de elite tranégenicamente derivados € um ou Vmais
tragos ou caracteristicas de elite convencionalmente derivadas com uma
Iinhagem nao-transgénica convencional; obtencédo de linhagens hibridas F1;
selegéo de pelo menos um individuo hibrido F1 exibindo caracteristicas de
elite da linhagem de élite; derivagédo de pelo menos uma outra geracdo de
prole' de sémentes ou plantas do in_dividud hibrido F1 sele_cionado;'classifi-
cagao de prole F2 ou posterior do individuo hibrido e'xibind‘o os tragcos ou

caracteristicas de elite convencionalmente derivados da linhagem de elite

- com relagdo a presenga do transgene' e selecao de prole exibindo os tracos

ou caracteristicas de elite convencionalmente derivadas da Imhagem de eli-

 te, em que 0 transgene esta ausente do genoma da prole.

~ Alinvengéo também se refere a um método para identificagdo de
segregantes nulos com relagao a um transgehe em um programa de cruza-
mento de planta compreendendo cruzamento de uma primeira linhagem con-
tendo um transgene que codifica um trago util inserido em seu genoma com
uma segunda linhagem; obtengdo de individuos hibridos F1; derivagao de
pelo ménos uma outra geragdo de prole de sementes ou plantas do indivi-
duo F1; realizagao de andlise de zigosidade sobre a outra geragdo de prole
e opcionalmente anélises dé Southern ou Western; selegdo de prole em que
elementos do transgene estdo ausentes e o sitio de insergdo do transgene é
restaurado para se aproximar de seu estado nativo e derivag@o de outras
geragOes da prole selecionada, em que a remogdo do transgene néo é cau-
sada pela preseng¢a de uma recombinase transgénica. |

A presente invengdo também se refere a métodos para identifi-
cacgao da presencga ou auséncia de sequéncias de DNA em amostras biolo-

gicas de prole de um precursor que compreende um transgene, 0s métodos
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sendo baseados em iniciadores ou sondas que reconhecem especificamente
a sequéncia de flanqueamento de DNA 5' e 3' de planta do(s) inserto(s) do -
evento transgénico. Dependendo da presencga ou auséncia de um transgene,
um produto de amplificagdo de um tamanho especifico pode ser detectado.
A invengéo, assim, também se refere a um kit para permitir a

seg'regagéo de sequéncias transgénicas em prole de segregagado de um e-

“vento transgénico de elite, o kit compreendendo pelo menos um iniciador ou

sonda que reconhece especificamente a regiao de flanqueamento 5' ou 3' do

evento, de modo que a presenca, auséncia ou numero de copia de um de-

terminado evento pode ser acompanhado durante o processo de cruzamento
de planta.

De preferéncia, o kit da invengdo compreende, além de um inici-

ador que reconhece eépeciﬁcamente a regiao de flanqueamento 5' ou 3' de

um determinado evento, um segundo iniciador que reconhece especifica-
mente uma sequéncia dentro do DNA inserido do evento, para uso em um
protocolo de identificagdo por PCR. De preferéncia, o kit da invengdo com-
preende dois (ou mais) iniciadores especificos, um dos quais reconhece uma
seqliéncia dentro da regido de franqueamento 5A' de um evento, por exemplo,
uma sequiéncia dentro da regido de DNA de planta de SEQ ID NO: 1 ou SEQ
ID NO: 2 e outro o qual reconhece uma seqiiéncia dentro do DNA inserido.

~ Especialmente, de preferéncia, o iniciador que reconhece a segléncia de

DNA de planta dentro de uma regiao de flanqueamento 5' compreende a
seqﬁéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 4 e o irﬁciador que reconhece o
DNA inserido compreende a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3.
DESCRICAQO DOS DESENHOS

As figuras a seguir formam parte da presente éspeCiﬁéagéo e
sdo incluidas para demonstrar adicionalmente determinados aspectos da
presente invengao. A invengao pode ser melhor compreendida através de
referéncia a uma ou mais dessas figuras em combinacdo com a descricao
detalhada de modalidades especificas apresentadas aqui.

A figura 1 é um 'mapé esquematico do evento 40-3-2 e resulta-
dos de amplificacao.
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A figura 2 ilustra um processo de cruzamento de soja.

A figura 3 propc_)rciona um esquema de'verificagéo de nulos.
DESCRICAO DAS LISTAGENS DE SEQUENCIA

As listagens de sequiéncia a seguir formam parte da presente

~ especificagdo e s&o incluidas para demonstrar adicionalmente determinados

aspectos da invengdo. A invencgao pode ser rhelhor compreendida através de
referéncia a uma ou mais dessas seqijéncias em combinagao com a descri-
(;ao detalhada de modalidades especificas apresentadas aquu

Tabela 1

SEQ_ID NO: |Descrigao

1 DNA gendmico de flanqueamento 5' e fragmento de jungao de inser-

to funcional no evento 40-3-2
2 ' DNA gendmico de flanqueamento 3' e fragmento de jung¢éo de inser-

to funcional no evento 40-3-2

Iniciador SQ1147; em transgene

Iniciador SQ1148; em DNA gendmico de flanqueamento 5'

Iniciador SQ3523; em DNA genémico de flanqueamento 3'.

| Iniciador fluorogénico PB65; na juncao de transgene-gendémico 5'

Iniciador fluorogénico PB1172; na jungéo de transgene-genomico 3'

Iniciador ract-F

o|oi~Njo|ols|w

Iniciador ract-R

DEFINICOES

A presente invengdo € baseada, em parte, na bonservagéo de
germoplasma de elite através da identificacdo de uma regido gendmica com-
preendendo um inserto de transgene no genoma de uma planta de elite pre-
cursora de primeira safra modificada e a regido homoéloga no genoma de
uma segunda planta pfecursora da mesma espécie nao tendo 0 inserto de
transg'ene idéntico e utilizagéo de moléculas de DNA em um método de de-
teccao de DNA para selecionar plantas de prole resultantes de um cruza-
mento das plantas precursoras, em que as plantas de prole selecionadas
ndo contém o inserto de transgene especifico da primeira planta precursora
e contém algumas ou todas as caracteristicas do germoplasma de elite do
primeiro precursor. As descricdes a seguir sdo proporcionadas para definir
melhor a presente inven¢éo e orientar aqueles versados na técnica na prati-

ca da presente invengdo. A menos que de outro modo observado, os termos
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devem ser compreendidos de acordo com 0 uso convencional por aqueles
versados na técnica relevante. Definicbes de termos comuns em biologia
molecular podem ser encontradas em Rieger e outros, Glossary of Genetics:
Classical and Molecular, 52 ed'igéo, Springer-Verlag: New York, (1991); e
Lewin, Genes V, Oxford University Press: New York, (1994). A nomenclatura
para bases de DNA, conforme aprésentada no 37 CFR § 1.822,'é usada. A

‘nomenclatura-padrdo com uma e trés letras para residuos de aminoéacido é

usada.

"Segmento de DNA" se refere a uma molécula de DNA que te-
nha sido isollagja livre de DNA gendmico total de uma espécié em particular. ‘

O termo "soja” significa "Glycine max" ou soja e inclui todas as
variedades de planta que podem ser cruzadas com soja, incluindo espécies
de soja silvestre. '

Uma "linhagem de elite" pode se referir, por exemplo, a um ge-
notipo de safra mostrando um ou mais tragos moleculares ou agronc“)mico_s
ou de qualidade ou industriais de interesse.

"Glifosato" se refere a N-fosfonometilglicina e seus sais. O glifo-
sato é o ingrediente ativo do herbicida ROUVNDUP® (Monsanto Co.). Trata-
mentos de planta com "glifosato” se refere a tratamentos com a formulagao _
herbicida ROUNDUP® ou ROUNDUP ULTRA®, a menos que de outro modo
estabelecido. Glifosato como N—fosfonometilglicina‘e seus sais (nao formula-
do como herbicida ROUNDUP®) sdo componentes de meios de cultura sin-
téticos usédos para selegao de tolerancia de bactériés e planta_s ao glifosato
ou usados para determinar resisténcia enzimatica em ensaios bioquimicos in
vitro. Exemplos de formula¢des comerciais de glifosato incluerﬁ, sem restri-
cao, aquelas vendidas pela Monsanto Company como herbicidas 'ROUN_-
DUP®, ROUNDUP® ULTRA, ROUNDUP® ULTRAMAX, ROUNDUP® WE-
ATHERMAX, ROUNDUP® CT, ROUNDUP® EXTRA, ROUNDUP® BIACTI-
VE, ROUNDUP® BIOFORCE, RODEO®, POLARIS®, SPARK® e AC-
CORD®), todos os quais contém glifosato como seu sal de isopropilanic‘mio;
aqueles vendidos pela Monéantd Company como herbicidas ROUNDUP®
DRY e RIVAL®, os quais contém glifosafo como seu sal de aménio; aquele
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vendido pela Monsanto Company como ROUNDUP® GEOFORCE, o qual
contém glifosato como seu sal de sédio; e aquele vendido pela Zeneca Limi-
ted como herbicida TOUCHDOWN®, o qUaI contém glifosato como seu sal
de trimetil-sulfénio. Formulag¢des herbicidas de glifosato podem ser segura--
mente usadas por cima de safras tolerantes ao glifosato para controlar ervas
daninhas em um 'campo em taxas tao baixés quanto 236,6 ml/4047 m? até
1,9 I_/4047 m? (8 ongas/acre até 64 on’gas/acre). Experimentalmente, o glifo-
sato tem sido aplicado a safras tolerantes ao glifosato em taxas tdo baixas
quahto 118,3 ml/4047 m? excedendo (4 ongas/acre e até ou excedendo 128
ongaé/acre), sem nenhum dano substancial a planta de safra.

O termo "sonda” & um acido nucléico isolado ao qual é preso um
rétulo deteétével ou molécula repérter convencional, por exemplo, um iséto-
po radioativo, agente quimiolumineécente ou enzima. Tal Asovnda € comple-

mentar a um filamento de um &cido nucléico alvo, no caso da presente in-

- vengao, a um filamento de DNA gendmico do evento 40-3-2 de soja, quer de

uma planta de soja ou de uma amostra que inclui DNA do evento. Sondas de

~acordo com a presente ihvengéo incluem ndo apenas acidos desoxirribonu-

cléico ou ribonucléico, mas também poliamidas e outros materiais de sonda
que se ligam especificamente a uma seqﬂénéia de DNA alvo e podem ser
usadas para detectar a presenca dessa sequéncia de DNA alvo.

O termo "iniciador" se refere a acidos nucléicos isolados que sao
anelados a um filamento de DNA alvo complementar através de hibridizacao
de acido nucléico para formar um hibrido entre o iniciador e o filamento de
DNA alvo, entdo, estendido aos longo do filamento de DNA alvo por uma
polimérase, por exemplo, uma DNA polimerase. Pares de iniciador da pre-
sente invengao se referem a seu uso para amplificagao de uma sequéncia
de acido nucléico alvo, por exemplo, através de reagdo em cadeia de poli-
merase (PCR) ou outros métodos de amplificagdo de acido nucléico conveh-
cionais. |

A base desse método de amplificagao é mﬁltiplos ciclos de alte-
racdes de temperatura para desnaturar, entdo, reanelar as moléculas de ini-

ciador de DNA, seguido por extensdo para sintetizar novos filamentos de
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DNA na regiao localizada entre os iniciadores de DNA de flanqueamento.
Em geral, amplifica¢éo de DNA pode ser realizada através de qualquer um
dos varios métodos de amplificagéo de acido polinucléico conhecidos na
técnica, incluindo PCR. Uma variedade de métodos de amplificacéo é co-
nhecida na técnica e & descrita, inter alia, nas Patentes U.S. Nos. 4.683.195
e 4.683.202 e em PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, ed.

“Innis e outros, Academic Press, San Diego, 1990. Métodos de amplificagdo

por PCR foram desenvolvidos para amplificar até 22 kb (qUiIobases) de DNA

gendmico e até 42 kb de DNA de bacteriéfago (Cheng e outros, Proc. Natl.

Acad. Sci. USA 91: 5695-5699, 1994). Esses métodos, bem como outros
métodos conhecidos na técnica de amplificagdo de DNA, podem ser usados
né pratica da presente invengao.

As sondas de acido nucléico e iniciadores da presente invengao
se hibridizam, sob condigbes estringentes, a uma seq[]'éncia de DNA alvo.
Hibridizacdo se refere a capacidade de um filamento de acido nucléico de s_é
unir a um filamento complementar via .em_parelhamento de base. Hibridiza-
¢do ocorre quando seqliéncias complementares nos dois filamentos de &cido
nucléico se ligam uma a outra. Moléculas ou fragmentos de acido nucléico
das mesmas sdo capazes de hibridizacéo especifica a outras moléculas de
&cido nucléico sob determinadas circunstancias. Conforme usado aqui, duas
moléculas de acido nucléico sao ditas como sendo capazes de se hibridizar -
especificamente uma a outra se as duas moléculas sdo capazes de forma-
cao de uma estrutura de acido nucléico de filamento duplo anti-paralelo.
Uma molécula de acido nucléico é dita como sendo o "complemento” de ou-
tra molécula de acido nucléico se ela exibe complementaridade completa.
Conforme usado aqui, moléculas sao ditas como exibindo "Complementari-
dade completa’ quando cada nucleotideo de uma das moléculas é comple-
mentar a um nucleotideo da outra. Duas moléculas sao ditas como sendo
“minimamente complementares” se elas poderem se hibridizar uma a outra
com estabilidade suficiente para permitir que as mesmas permanegam ane-
ladas uma & outra pelo menos Sbb condigbes de "baixa estringéncia" con-

vencionais. Similarmente, as moléculas sao ditas como sendo "complemen-
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tares" se elas podem se hibridizar uma a outra com estabilidade suficiente
para permitir que as mesmas permaneg¢am aneladas uma & outra sob condi-
¢bes convencionais de "alta estringéncia"; Condigbes convencionais de es-
tringéncia sao descritas por Sambrook e outros, 1989 e por Haymes € ou--
tros, Em: Nucleic Acid Hybridization, A Practical Approach, IRL Press, Wa-
shington, DC (1985), daqui por diante reférido como Sambrook e outros,
1989. Desvios de complementaridade completa 'séo, portanto, permissiveis,
na medida em que tais desvios nao eliminem completamente a capacidade
das moléculas de formar uma estrutura de filamento duplo. De forma que
uma molécula de &cido nucléico sirva como um iniciador ou sonda, ela preci-
sa apenas ser sufiﬂcien'temente complementar em sequéncia para ser capaz
de formar uma estrutura de filamento duplo estavel sob as concentragdes de
sal e solvente empregadas em particular. _

, Conforme usado aqui, uma "molécula de DNA substancialmente
homologa" é uma molécula de acido polinucléico que se hibridizara especifi-

camente ao complemento do &cido polinucléico a qual ela esta sendo com-

~parada sob condigdes de estringéncia. O termo "condigdes de estringéncia"

é funcionalmente definido com re'lagéo a hibridizagdo de uma sonda de acido
nucléico a um acido nucléico alvo (isto €, a uma sequiéncia de acido nucléico
de interesse particular) através do procedimento de hibridizagdo especifica
discutido em Sambrook e outros, 1989, em 9.52-9.55. Veja também Sam-
brook e outros, 1989 em 9.47-9.52, 9.56-9.58; Kanehisa (Nucl. Acids Res.
12: 203-213, 1984); e Wetmur e Davidson, (J. Mol Biol. 31: 349-370, 1988).
Consequentemente, as seqiéncias de acido nucléico da invengdao podem
ser usadas com relagao a sua capacidade de formar seletivamente molécu-
las duplex com trechos complementares de fragmentos de DNA. Dependen-
do da aplicagdo considerada, serd desejado empregar condigbes variAadas
de hibridizagao para obter graus variados de seletividade da sonda com re-
lagao a sequéncia-alvo. Para aplicagdes requerendo alta selétividade, sera -
tipicamente desejado empregar condigdes relativamente de alta estringéncia
para formar os hibridos, por exemplo, selecionar condi¢goes de alta tempe-

ratura e/ou baixo teor de sal, tal como proporcionado por NaCl a cerca de



10

15

20

25

30

15

O',02 M a cerca de 0,15 M em temperaturas de cerca de 50°C a cerca de
70°C. Uma condig:éo de alta estringéncia, por exemplo, é lavar o filtro de hi- -
bridizacdo pelo menos duas vezes com tampao de lavagem de alta estrin-
géncia (0,2X SSC, SDS a 0,1%, 65°C). Condigdes de estringéncia moderada
apropriada que promovem a hibridizacdao de DNA, por e'xempl'o, _6,0 x cloreto
de sédio/citrato de sédio (SSC) a cerca de 45°C, seguido por uma lavagem

“de 2,0 x SSC a 50°C, sa@o conhecidas por aqueles versados na técnica ou

podem ser encontradas em Current Protocols in Molecular Biology, John Wi-
ley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6. Adicionalmente,‘a concentra¢éo de sal
na etapa de lavagem pode ser selecionada de uma baixa estringéncia de
cerca de 2,0 x SSC a 50°C até uma alta estringéncia de cerca de 0,2 x SSC
a 50°C. Adicionalmente, a temperatura na etapa de lavagem pode ser au-‘_
mentada de condi¢des de baixa estringéncia em temperatura ambiente, c'er-.
ca de 22°C, até condi¢bes de alta estringéncia a cerca de 65°C. A tempera-
tura e sal podem ser variados ou a temperatura ou concentragao de sal po-
dem ser mantidas constantes enquanto a outra variavel € alterada. Tais coh-
digdes seletivas toleram pouca combinagdo errénea entre a sonda e o pa-
drao ou filamento-alvo. Detecgéo de sequéncias de DNA via hibridizagdo é
bem conhecida por aqueles versados na teécnica e os ensinamentos das Pa-
tentes U.S. N%. 4.965.188 e 5.176.995_550 exemplificativos de métodos de
analises de hibridizagdo, . -
O amplicon diagnéstico produzido por esses métodos pode ser
detectadd através de uma pluralidade de técnicas. Um de tais métodos é
Genetic Bit Analysis (Nikiforov e outros, Nucleic Acid Res. 22: 4167-4175,
1994), onde um oligonucleotideo de DNA ¢é projetado que se sobrepde a se-
gliiéncia de DNA gendmico de flanqueamento adjacente e a seqijéncia de
DNA inserida. O oligonucleotideo é imobilizado em cavidades de uma lamina.
de microtitulagdo. Apés PCR da regido de interesse (usando um iniciador na
seqliéncia inserida e uma sequéncia genémica de flanqueamento adjacen-
te), um produto de PCR com um unico filamento pode ser hibridizada ao oli-
gonucleotideo imobilizado e Servé como um padrao para uma reagao de ex-

tensdo de uma unica base usando uma DNA polimerase e trifosfatos de di-
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desoxinucleotideo (ddNTPs) rotulados especificos para a préxfma base es-
perada. Leitura pode ser baseada em fluorescéncié ou ELISA. Um sinal indi-
ca a presenga da sequéncia genémica/trénsgene em virtude de amplifica-
¢ao, hibridizagdo e extensdo de uma unica base com sucesso.

' Outro método é a técnica de P|ro -sequenciamento, conforme
descnto por Winge (Innov. Pharma. Tech OO 18-24, 2000). Nesse método,
um oligonucleotideo é projetado que se sobrepoe ao DNA gendmico adja-
cente e a jungdo de DNA do inserto. O 6ligonucleotideo é hibridizado a um
produto de PCR de filamento simples da regido de interesse (um iniciador na
seqliéncia inserida e um na seqiéncia gendémica de flanqueamento) e incu-
bado na presénga de Uma DNA polimerase, ATP, sulfurilase, luciferase, api-
rase, 5' fosfo-sulfato de adenosina e luciferina. DNTPs sdo adicionados indi-
vidualmente e a incorporag¢ao resulta em um sinal luminoso Aque é medido.

Um sinal luminoso indica a presenga do transgene/sequiéncia gendmica em

- virtude de amplificagao, hibridizagdo e extensdao de uma unica ou multiplas

bases com sucesso. ,
Polarizagao por fluorescéncia, conforme descrito por Chen e ou-
tros (Genome Res. 9: 492-498, 1999) é um método que podé ser usado para
detectar o amplicon da presente-invehgéo. Usando esse método, um oligo-
nucleotideo € projetado que se sobrepde a jungdo de DNA-inserida e flan-

| queamento gendémica. O_oligonucleotideo é hibridizado ao produto de PCR

de filamento simples da regido de interesse (um iniciador no DNA inserido e
um na sequiéncia de DNA gendmica de flanqueamento) e incubado na pre-
senca de uma DNA polimerase e um ddNTP rotulado por fluorescéncia. Ex-
tensdo de uma unica base resulta em incorporagao do ddNTP. Incorporagao
pode ser medida como uma alteragao na polarizagdo usando um fluoréme-
tro. Uma alteragao na polarizagéo indica a presencga do transgene/seqiéncia
gendmica em virtude da amplificagéo, hibridizagao e extensao de uma Onicé
base com sucesso. )

TAQMAN® (PE Applied Biosystems, Foster City, CA) é descrito
como um método de detecgao e quantificacdo da presenca de uma sequlién-

cia de DNA e ¢é totalmente compreendido nas instrugdes fornecidas pelo fa-



10

15

20

25

30

17

bricante. Resumidamente, uma sonda de oligonucleotideo de FRET é proje-
tada que se sobrepée a juncao de DNA do inserto e flanqueamento genémi-
co. A sonda de FRET e iniciadores de PCR (um iniciador na sequiéncia de
DNA inserida e um na sequéncia genémica de flanqueamento) sao cicliza-
dos na presenca de uma polimerase termoestavel e dNTPs. Hibridizagao da
sonda de FRET resulta em clivagém e liberagdo da porgao ﬂudrescente da

-porcéo de resfriamento sobre a sonda de FRET. Um sinal fluorescente indica

a presenga do transgene/sequéncia gendmica em virtude de 'amplificagéo e
hibridizagao com sucesso. | _ | |

Sinais moleculares foram descritos para uso na detecgdo de se-
quéncia conforme descrito em Tyangi e outros (Nature Biotech. 14: 303-308,
1996). Resumidamente, uma sonda de oligonucleotideo de FRET ¢é projeta-
da quev se sobrepoe a juncéo de DNA do inserto e genémico de flanquea-
mento. A estrutura Unica da sonda de FRET resulta no fato dela conter uma
estrutura secundaria que mantém as porgoes de fluorescéncia e resfriamén-
to em proximidade intima. A sonda de FRET e iniciadores de PCR (um inici-
ador na sequéncia de DNA do inserto e uma na sequéncia genémica de
flanqueamento) sao ciclizados na presenga de uma polimerase termoestavel
e dNTPs. Ap6s amplificagao por PCR com sucesso, hibridizagdo da sonda
de FRET a sequéncia-alvo resulta na remogéo da estrutura secundaria da
sonda e separagao espacial das porgdes de fludrescéncia e fesfrianiento.
Um sinal fluorescente resulfa. Um sinal fluorescente indica a presenga da
seqléncia de inserto do transgene/flanqueamento em virtude de amplifica-
¢ao e hibridizacdo com sucesso.
MODALIDADES ILUSTRATIVAS DA INVENCAO

Safras transgénicas para as quais o método da presenté inven-
¢ao pode ser aplicado incluem, mas ndo estao limitadas a, safras tdlerantes
a herbicida, por exemplo, Algbdéo ROUNDUP READY® 1445 e 88913; mi-
Iho ROUNDUP READY® GA21, NK603, MON802, MONB8O09; beterraba saca-
rinica ROUNDUP READY® GTSB77 e H7-1; canola ROUNDUP READY®
RT73 e GT200; colza ZSRSOO, Soja ROUNDUP READY® 40-3-2, Bentgrass
ROUNDUP READY® ASR368, canola HCN10, HCN28 e HCN92, canola
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MS1 e RF1, canola OXY-235, canola PHY14, PHY35 e PHY36, chicdria
RM3-3, RM3-4 e RM3-6, soja A2704-12, A2704-21, A5547- 35, A5547-127,
soja GU262, soja W62 e W98, algodao 19-51A, algodao 31807 e 31808, al-
godao BXN, Ivinho FP967, arroz LLRICEO6 e LLRICEG2, trigo MON71800,

' milho'676 e 678 e 680, milho B16, milho Bt11, milho CBH-351, milho DAS-

06275-8, milho DBT418, milho MS3 e MSG,-rhilho T14 e T25, milho H177 e
milho TC1507. | |
Herbicidas para os quais tdleréncia de planta transgénica foi
demonstrada e o método da presente invengao pode ser aplicado incluem,
mas_nao estao limitados a: glifosato, glifosinato, sulfoniluréias, imidazolino-
nas, bromoxinila, dalabon, ciclohexanodiona, inibidores de oxidase de proto-
porfirinogéhio e herbicidas de isoxaflutol. Moléculas de polinucleotideo que
codificam proteinas envolvidas em tolerancia a herbicida sdo conhecidas na .

técnica e incluem, mas nao estao limitadas a, uma molécula de polinucleoti-

- deo que codifica sintase de 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato (EPSPS) descri-

ta na Patente U.S. Ne. 5.627.061, na Patente U.S. N, 5.633.435, na Patente .

 U.S. N2, 6.040.497 e na Patente U.S. N2. 5.094.945 para tolerancia ao glifo-

sato, todas as quais sdo incorporadas por referéncia; polinucleotideos que
codificam uma oxidorreductase de glifoéato e umé N-acetil transferase de
glifosato (GOX, Patente U.S. 5.463.175 e GAT, Publicagado de Patente U.S.
20030083480, aqui- incorporadas por referéncia); uma molécula de palinu-
cleotideo que codifica nitrilase de bromoxinila (Bxn) descrita na Patente U.S.
N°. 4.810.648 para tolerancia a Bromoxinila, a qual é aqui incorporada por
referéncia, uma molécula de polinucleotideo que codifica desaturase de fito-
eno (érﬂ) descrita em Misawa e outros, (1993) Plant J. 4: 833-840 e Misawa
e outros (1994) Plant J. 6. 481-489 para tolerancia ao norflurazon; uma mo-
lécula de polinucleotideo que codifica sintase de aceto hidroxi acido (AHAS,
aka ALS) descrita em Sathasiivan e outros (1990) Nucl. Acids Res. 18: 2188-
2193 para toleréancia a herbicidas de sulfoniluréia; e o gene bar descrito em
DeBlock e outros (1987) EMBO J. 6: 2513- 2519 para tolerancia ao glifosina-
to e bialaphos; resistente a desidrogenase de hidroxifenil piruvato (HPPD,

Patente U.S. 6.768.044). O promotor da presente invengdo pode expressar
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genes que codificam acetiltransferase de fosfinotricina, EPSPS resistente ao
glifosato, fosfotransferase de aminoglicdsideo, desidrogenase de hidroxifenil
piruvato, fosfotransferase de higrbmicina, fosfotransferase de neomicina,
desalogenaée de dalapon, nitrilase resistente a bromoxinila, sintase de an-
tranllato oxidorreductase de glifosato e N-acetil transferase de ghfosato

Safras transgenncas para as quais 0 método da presente inven-

- ¢80 pode ser aplicado incluem, mas nao estéo limitadas a, safras resistentes

a inseto, por exemplo, eventos de milho, tais como MON15985, 281-24-236,
3006-210-23, MON531, MON757, MON1076 e COT1.02; ou eventos de mi-
lho, tais como 176, BT1l, CBH-351, DAS-06275-8, DBT418, MON80100,
MON810, MON863, TC1507, MIR152V, 3210M e 3243M. |

| Os exemplos a seguir sdo incluidos para demonstrar modalida-
des preferidas da invengao. Sera apreciado por aqueles versados na técnica
que essas técnicas descritas nos exemplos que seguem representam técni-
Cas descobertas pelos inventores para funcionar bem na pratica da invencéo
e, assim, podem ser consideradas como constituindo modos preferidos paré
sua pratica. Contudo, aqueles versados na técnica apreciardo, a luz da pre-
sente descricao, que muitas alteragdes poderh ser feitas nas modalidades
especificas as quais sao descritas e ainda obter um resultado similar ou se-
melhante sem se desviar do espirito e escopo da invengao.
EXEMPLOS |

Exemplo 1: Prole de 40-3-2 carecendo de DNA inserido

~ Um cultivar de soja de elite compreendendo o evento 40-3-2
ROUNDUP READY® é cruzado com um cultivar convencional (nao-transge-
nico) e segregacao de tragos e do transgene é acompanhada através de
testagem de zigosidade PCR. A presenca de sequéncias de jungéo‘5' ou 3
pode ser acompanhada conforme mostrado esquematicamente na figura 1.
O ensaio de PCR pode ser singleplex ou multiplex. Um controle de quantifi-_
cacao interno pode ser incluido. No caso do evento 40-3-2, o DNA inserido A
consiste, na diregcao 5' para 3', de um inserto funcional, um DNA genémico
interveniente (reestruturado); um fragmento nao-funcional de 72 pb do gene

due codifica CP4 EPSPS e sequéncia gehémica adicional. Fazendo referén-
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cia a figura 1, uso de um conjunto de iniciador A-B-C sobre DNA padréo de-
rivado de prole de um cruzamento de evento de sbja 40-3-2 com outra plan-
ta, por exemplo, permite diferenciar positivémente entre prole que é homozi-
gobtica para o 'DNA inserido, hemizigdtica para o DNA inserido ou carece do -
DNA ‘inserido. O design de iniciador de PCR baseado em seqiéncias de
DNA conhecidas & bem conhecido na técnica. Iniciadores exemplificativos
nesse exemplo incluem SEQ ID NO: 3 (iniciador B), SEQ ID NO: 4 (iniciador
A) e SEQ ID NO: 5 (iniciador C). | |

' O DNA-padrao ¢ extraido de tecidos de folha de planta ouAse-
mente triturada de prole do cruzamento mencionado acima. Resumidamen-
te, perfuragdo de um 6rif|’cio de 7 mm pode ser usada para coletar tecido de
uma folha fecentemente formada de uma planta jovem (menos de 1 més de
idade). O tecido ¢ liofilizado e armazenado em um tubo até necessario. Trés
contas de vidro de 3 mm sao adicionados ao tecido e o tubo é agitado para
triturar o tecido em um pé fino. 600 pl de tampéao de extragao (Tris a 100 mM;
KCl a 1 mM; EDTA a 10 mM; pH de 9,5) sdo adicionados e, ap6s o tubo ser -

" agitado para ressuspender o tecido em pé, ele é incubado a 65°C durante 1

hora, seguido por centrifugagdo durante 1 minuto a 1500 RPM. 200 ul de |
tampao de precipitagédo (KAc a 5 M; pH de 7,~0) sao adicionados € o tubo é
agitado para mistura total, seguido por centrifugacdo a 3000 RPM durante 10
minutos. 600 p! de sobrenadante contendo DNA séo transferidos para um
novo tubo contendo 500 ul de isopropanol, misturados e deixados em tem-
peratura ambiente durante 10 minutos. O tubo é centrifugado durante 5 mi-
nutos a 3000 RPM pafa peletizar o DNA e o sobrenadante é removido. O
pélete' de DNA é seco a 65°C durante 30 minutos e, entdo, 200 ul de tampao
TE (Tris a 10 mM; EDTA a 1 mM) s&o adicionados e incubados em tempera-
tura ambiente durante pelo menos 30 minutos. O pélete é agitado durahte 1
minuto, centrifugado durante 1 minuto a 1000 RPM e armazenado a 4°C.
Apds extracdo de DNA-padrao, reagao de amplificagéo por PCR
multiplex TAQMAN® é realizada sobre cada amostra. 3 pl de DNA template
extraido sdo misturados com 0,2 ul de sonda de controle interno WT VIC®
[SEQ ID NO: 7] suspenso em agua purificada de 18 megohm [Sigma Catalo-
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go No. W-4502] (concentragao final de 0,2 uM); 0,2 ul de sonda Event 6-
FAM® MGB [SEQ ID NO: 6] suspensa em agua purificada de 18 megohm
(concentragao final de 0,2 uM); 0,5 wl de mistura de iniciador de sonda de
zigosidade suspensa em agua purificada de 18 megohm (concentragéo final
de 1,0 yM preparada- através de suspensao de cada iniciador (SEQ ID NO:
3, SEQ ID NO: 4 e SEQ ID NO: 5) em agua de 18 megohm em Qma concen-

“tracdo de 20 uM; e 5 ul de mistura de tampao mestre universal 2X [Applied

Biosystems parte N2 4304437]. O volume final é ajustado para 10 ul com

 agua de 18 megohm e PCR € realizada em um ciclizador térmico Applied

Biosystems GeneAmp PCB System 9700 ou MJ Research DNA Engine
PTC-225 usando os seguintes parametros: 1 ciclo de 50°C, 2 minutos; 1 ci-
clo de 95°C, 10 minutos; 10 ciclos de 95°C, 15 segundos, seguido por 64°C,
1 minuto; -1°C/ciclo; 30 ciclos de 95°C, 15 segundos, seguido por 54°C, 1
minuto; e 1 ciclo de 10°C, manter a temperatura. |

Os seguintes controles positivos séo usados: DNA- padrao de
soja transgenlca 40-3-2 homozigotica conhecida; DNA-padrao de soja trans-
génica 40-3-2 hemizigética conhecida. Os seguintes controles negativos sdo
usados: DNA-padrao de soja nao-transgénica 'conhecida; nenhum controle
de DNA-padrao. _ }

Fluorescéncia da sonda FAM é lida a 520 nM; fluorescéncia da
sonda VIC® é lida a 550 nM. Sondas MGB TAQMAN® fluorogénicaé sdo
PB65 (6FAM-CCTTTTCCA IA TTGGG; SEQ ID NO: 6) e PB1172 (VIC®-
ACCTCGTTTCT ATGCT AATT AC; SEQ ID NO: 7). '

Apés cruzamento de uma linhagem 40-3-2 com uma Iinhagém

convencional, linhagens de prole séao identificadas que carecem de uma se-
giéncia de inserto amplificada detectavel e sao selecionadas com rélagéo a
sensibilidade ao glifosato e tragds de interesse. Cruzamento assistido por
pode marcador ser empregado nesse processo. A presenga de um transge-
ne também pode ser avaliada na prole por meio de outros métodos, tais co- |
mo outros métodos baseados em PCR, Southern blots, Northern bIots Wes-
tern blots ou analise por ELISA.

Exemplo 2: Prole transqgénica de 40-3-2 que _compreende um transgene de
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toleranma ao glifosato diferente e ndo contém a msercao funcional 40 3-2

Um cultivar de soja de elite compreendendo 0 evento 40-3-2
ROUNDUP READY® pode ser cruzado com um cultivar de soja compreen-
dendo um evento transgénico diferente qué confere tolerancia ao glifosato e -
segregacao dos dois insertos transgénicos e tragos agronOmicos adlcuonals _
sdo acompanhados. O teste de mgosudade baseado em PCR com relagao as
sequéncias especificas ao evento 40-3-2 é realizado conforme descrito no
Exemplo 1. Testagem de zigosidade sim.ilar pode, opcionalmente, ser reali-
zada para identificar prole homozigética ou hemizigética para o outro evento
ou eventos transgénicos. A prole é selecionada através do teste de zigosi-
dade baseado em PCR com relagdo & perda da insercdo 40-3-2 e selecio-
nada com relagdo a resisténcia ao glifosato e outros tragos de interesse.

Os métodos usados para identificar prole heterozigética de ho-

mozigotica contendo DNA de insergao 40-3-2 sdo descritos em um ensaio

- de zigosidade para o qual exemplos de condigcdes sdo descritos na Tabela 2

e na Tabela 3. Os iniciadores de DNA usados no ensaio de zigosidade sdo -

~ iniciadores (SEQ ID NO: 3), (SEQ ID NO: 4), (SEQ ID NO: 5), o iniciador ro-

tulado 6FAM® (SEQ ID NO: 6) e o iniciador rotulado VIC® (SEQ ID NO: 7),
6FAM e VIC sao produtos de corante ﬂorescente da Applied Biosystems
(Foster City, CA) presos ao iniciador de DNA. .

SEQ ID.NO: 3, SEQ ID NO: 4 e SEQ ID NO: 5, quando usadas
nesses métodos de reagao, prc)duze_m um amplicon de DNA para soja nao-
transgénica, dois amplicons de DNA para soja heterozigética contendo o
DNA de evento 40-3-2 e um amplicon de DNA para planta de soja 40-3-2
homozigética. Os controles para essa andlise incluiriam um controle positivo
de soja homozigética e hetérozigética contendo DNA do evento 40-3?2, um
controle negativo de soja ndo-transgénica e um controle negativo que nao
contém DNA-padrio. Esse ensaio é otimizado para uso com um termocicli-
zador Strafa'gene Robocycler, MJ Engine, Perkin-Elmer 9700 ou Eppendorf
Mastercycler Giradient. Outros métodos e aparelhos conhecidos por aqueles
versados na técnica que produzem amplicons que identificam a zigosidade

da prole de cruzamentos feitos com plantas 40-3-2 esta dentro da capacida-
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Tabela 2. Solugdes de reagdo do ensaio de zigosidade

Etapa Reagente Quantidade Comentarios

1 Agua isenta de nuclease Adicionar 10 pl até -

volume final

2 2X mistura-mestre universal 5ul 1 X concen-
(Applied Biosystems cat. N® tracao final
4304437) ]

3 Iniciadores SEQ ID NO: 3, 4 0,5ul Concentracao
e 5 (ressuspensos em agua final de 0,25 uM
isenta de nuclease até uma
concentragao de 20 uM) ' _

4 Iniciador 6FAM® (ressus- 0,2 ul Concentragao
penso em &gua isenta de : final de 0,4 uM
nuclease até uma concen- '
tracao de 10 uM)

5 Iniciador VIC® (ressuspenso 0,2 ul Concentragéo - | '
Em agua isenta de nuclease final de 0,15 uM-
Até uma concentragdo de '

6 DNA polimerase REDTaq 1,0 pl (recomendado 1 unidade/
(1 unidade/w!) ' trocar de pipetas antes reagao

da proxima etapa)
DNA extraido (padrao): 30u A Diluido em

7 e amostras a serem anali- » 4-80 ng de DNA gendmico | agua

| sadas 4 ng de DNA gendémico de
(folhas individuais) soja nao-transgénico
e Controle negativo e Sem DNA template (solu-
e Controle negativo ¢ao na qual o DNA foi res-
e Controle positivo suspenso)
e Controle positivo e 4 ng de DNA gendmico a
partir do evento de soja he- -
terozigdtica 40-3-2
¢ 4 ng de DNA gendmico a
partir do evento de soja ho-
mozigotica 40-3-2 conheci-
da
8 Misturar levemente, adicionar

1-2 gotas de 6leo mineral por

cima de cada reagao

Condigdes do termociclizador no ensaio de zigosidade: Prosse-

guir com a amplificagdo de DNA em um Stratagene Robocycler, MJ Engine,

Perkin-Elmer 9700 ou termociclizador Eppendorf Mastercycler Gradi_ent u-

sando os seguintes parametros de ciclizagdo. Quando de operagéao da PCR

no Eppendorf Mastercycler Gradient ou MJ Engine, o termociclizador sera
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operado no modo calculado. Quando de operagao da PCR no Perkin-Eimer
9700, operar o termociclizador com o ajuste da velocidade no maximo.
Tabela 3. |

Ciclo N® Ajustes: Roboéycler Stratagene
1 __194°C 3 minutos

38 94°C 1 minuto

60°C 1 minuto

72°C 1 minuto e 30 segundos

1 72°C 10 minutos

Ciclo N® | Ajustes: MJ Engine ou Perkin-Elmer 9700

1 94°C 3 minutos
38 94°C 30 segundos

60°C 30 segundos

72°C 1 minuto e 30 segundos
1 72°C 10 minutos

Ciclo N2 Ajustes: Eppendorf Mastercycler Gradient
1 ' 94°C 3 minutos |

38 94°C 15 segundos
60°C 15 segundos
72°C 1 minuto e 30 segundos

1 | 72°C 10 minutos -

Exemplo 3: Conversao de uma linhagem de milho contendo evento GA21 -

5 andlise de segregante

A presente invengado pode ser aplicada ao cruzamento de milho.

Uma linhagem de milho endégama compreendendo o evento GA21 foi cru-

zada com outra linhagem enddégama compreehdendo 0 evento NK603 e se-

gregagao da prole foi acompanhada de forma a identificar eficazmente prole

10 que carece de seqliiéncias associadas ao evento GA21, compréende 0 even-

to NK603 e exibe outros marcadores de DNA da linhagem precursora que
compreende GA21.

Converséo da linhagem GA21 foi realizada por meio de uma a-
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bordagem de cruzamento assistido por marcador multi-empilhado de ensaios
baseados em PCR éspeciﬁcos evento de, PCR marcador-ligado e analise de
Southern blot, para confirmar a preSenga das sequéncias de DNA relaciona-
das ao evento NK603 e auséncia de sequéncias de DNA relacionadas ao
evento GA21-. Apos multiplos recruzamentos, foi confirmada a presenca do
evento NK603 e de marcadores de DNA associados a base genética e qua-
lidades agrondmicas do precursor original que compreende GA21.

A linhagem endogama de milho precursora recorrente RR728-

' 18GA21 foi cruzada com o precursor doador 9034(5)NK603 e recruzada com

o precursor recorrente. A BC1S0 foi cruzada com o precursor recorrente e
seu genotipo foi selecionado através de um ensaio baseado em PCR. Linha-
gens exibindb provavel heterozigosidade em ambos os loci transgénicos fo-
ram selecionadas e classificadas de acordo com o nimero de marcadores
de PCR presentes para o precursor recorrente (RP). Linhagens selecionadas
(geragéo BC2S0) foram recruzadas com o precursor recorrente novamente
(BS3S0), polinizadas e selecionadas através de Tagman PCR. De 558 h
nhagens coletadas, 165 compreendiam o evento NK603 e 38 dessas 165
foram consideradas altamente provaveis como sendo heterozigéticas para
GA21 baseado no ensaio de evento GA21 e marcadores relacionados co-
dominantes. Essa geragao foi polinizada para proporcionar uma geragao
BC3F2 e prole foi novamente selecionada com relagdo a marcadores de
PCR relacionados a GA21, ehsaio de zigosidade baseado em NK603 PCR e
percentual de marcadores precursores recorrentes (baseado em PCR). Li-
nhagens selecionadas para outro cruzamento nesse estagio que compreen-
diam até quase 95% de marcadores precursores recorrentes eram heterozi-
goticas para GA21 e compreenduam NK603 (Tabela 4)
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Tabela 4
Linhagem % de marcadores precursores recorrentes
- 304 90,89
312 89,78
323 91,94
336 94,94
397 90,72
406 92,77

A geracao BC3F2 foi pblinizada ea prolé foi crescida e selecio-
nada com relagdo-a tolerancia ao ROUNDUP®; seleg¢ao assistida por mar-
cador com relagédo a presenga de GA21 nula homozigodtica e NK603 homozi-
gotica e o percentual mais alto de marcadores precursores recorrentes. 15

de 251 linhagens classificadas eram GA21 nulas homozigéticas (isto €, ca-

“recem do evento GA21) e homdzigéticas para o evento NK603. Sessenta
~ reservatérios de 5 proles de cada uma das linhagens selecionadas foram
‘submetidos a analise de Southern blot do DNA gendmico digerido por

EcoRV. Fileiras de controle incluiam DNA genémico de linhagens de milho
GA21 e NK603 conhecidas e uma amostra de DNA gendmico de GA21 in-
crustado a 1:9 em DNA gendmico de NK603 para simular a presenca de
uma planta céntendo GA21 hemizigética em um reservatorio de cinco plan-
tas. '

Uma sonda de promotor de actina de arroz foi usada. A sonda
foi preparada através de sintese por PCR usando pDPG434 como DNA pa-
drdo e iniciadores ract-F TCGAGGTCATTCATATGCTTGAGAAG [SEQ ID
NO: 8] e ract-R AAGCTCCGCACGAGGCTGCATTTG [SEQ ID NO: 9], se-
guido por rotulagdo com digoxigenina. pDPG434 é o constructo de plasmi-
deo usado para dar origem ao evento GA21 (Patente U.S. 6.040.497, incor-
porada aqui por referéncia) e contém elementos em comum com o construc-
to de plasmideo usada para dar origem ao evento NK603. A sonda € um
fragmento de DNA de 1,4 Kb abrangendo o promotor de actina 1 de arroz,
intron e regiao nao-traduzida 5' (UTR).'Com essa sonda, DNA gendémico
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| contendo NK603 proporciona uma banda de hibridizacao de 4 Kb e DNA

gendmico contendo GA21 proporciona uma banda de hibridizagdo de cerca
de 21 Kb. O padrao de hibridizagéo resultante indicou sinal de- especifico
NK603 detectavel e nenhum sinal especifico de GA21 detectavel em fileiras
experimentais. Fileiras experimentais proporcionaram os sinais GA21 e
NK603 especificos de tamanho ésperado, confirmando que o0 ensaio era

-sensivel o bastante para identificar um Unico individuo GA21 hemizigético

em um reservatério de cinco plantas. A linhagem endégama convertida é
identificada como 9034 (NK603). | |

Esse método pode também ser usado para identificar prole. néo-
transgénica (isto €, segregantes nulos para ambos 0s eventos transgénicos)
em um cruzamento, tal como aquele descrito acima. Tais segregantes nulos
nao compreenderiam, nesse caso, nem o evento GA21 nem o NK603, mas
podem compreender marcadores genéticos e qualidades agronémicas de
uma ou ambas as linhagens precursoras. |

Todos os métodos descritos e reivindicados aqui podem ser fei-
tos e executados sem experimentagao indevida a luz da presente descri¢ao.
Embora os métodos da presente invengéo tenham sido descritos em termos
de modalidades preferidas, sera evidente para aqueles versados na técnica
que variagoes podem ser aplicadas nas etapas ou na seqiéncia de etapas
dos métodos descritos aqui sem se desviar do conceito, espirito e escobo da
in\)engéo. Todos de tais substitutos similares e modificagdes evidentes para
aqueles versados na técnica sdo considerados como estando dentro do -es-

pirito, escopo e conceito da invengao.
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<211> 860
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<213> Seqiiéncia artificial

<220>

<223> A Seqiiéncia compreendendo seqiéncia de flangueamento 3' de inserto
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GATGGGTTTT TATGATTAGA GTCCCGCAAT TATACATTTA ATACGCGATA GAAAACAAAA 120



TATAGCCGCG

GTGTCGTTCA CATCTTTGCA AGA

<210> 6
<211>
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CGCGCGGTGT
GGCGGTCTCG

AATACGGGCA

ATCATCGATG

AATGCCGCCA

ATCATGCTGG

GGTGAATAGT

TTTTTTAATT

TTCTAGCTGG

TTATTGAAAG

CAGCAATTTG

ATTACATGAA

CARACTAGGA TAAATTATCG
GGATCGATCC CCCACCGGTC CTTCATGTTC
ACCGGCCTTC TGGAAGGCGA GGACGTCATC
GCCAGGATCC GTAAGGAAGG CGACACCTGG
CTGGCGCCTG AGGCGCCGCT CGATTTCGGC
GGCCTCGTCG GGGTCTACGA TTTCAAGCGC
. AGTATCTTCC TGGGGATCTC TGCTGTTACT
CATAGGATAA AATAAATTAT AATTAGTAAA
AAATAATTTT TTTTATAGAA TATGTTGACA
AACCTTAARAA ATTTTGTTTG GAAGAATATG
CAGGGTCATT TGTTGAAGAT AGGAAACCTT
CCCAGAATGA TCGGAGTTTC TCCTCCTGCT
AAGATAAGAT TAAGCTTCAA
. <210> . 3
<211> 21
<212> Dna
<213> Seqiiéncia artificial
<220>
<223> Sgl147
<400> - 3
GGCATTTGTA GGAGCCACCT T
<210> 4
<211> 31
<212> Dna _
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<220>
<223> Sgl148
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TTCATTCAAA ATAAGATCAT ACATACAGGT T
<210> 5
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<220>
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<400> 5

CATCTATGTT
CGAGCGGTGA
AGGCCATGCA
GCGTCGGCAA
CGGGCTGCCG
GAAATTTTAG

GAGACAGAGT

AAATAAATCA

ATATAGAACT
ACAAATCTAA
AATATTAAGT

AAAAAATARAA

ACTAGATCGG

ARCGCGCATC

GGCCATGEGC
TGGCGGCCTC
CCTGACCATG
CGAGATTATA
CTTCTGAGCT
ATTACTTCAT
AATATAAAGA

TTAAGTTTAT

AACTGCTTCT

AAATARAARA

180

240

300

360

420
480
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600

660

720

780

840

860
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<211>
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<220>
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24
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-9

AAGCTCCGCA CGAGGCTGCA TTTG
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REIVINDICAGCOES

1. Método para o desenvolvimento de uma variedade de safra de
elite Compreendendo: |

a) cruzamento de uma primeira linhagem de elite compreen- -

dendo um transgene que codifica um trago util e a qual exi-
" be pelo menos um trago de' elite adicional com uma segun-
da linhagem que exibé um traco util; |

b) obtengéo de linhagens Hibridas F1 individuais; _

c) selegdo de pelo menos um individuo hibrido F1 que exibe

- um trago util derivado da primeira ou da segunda linha-
gens;
‘d) derivagao de pelo menos uma outra geracédo de prole do
individuo hibrido F1 selecionado; | | ,

e) classificacao de prole F2 ou posterior que exibe pelo me-
nos um dos tragos de elite adicionais da primeira linhagem
com relagao a presenga do transgene; e

f) - identificagio de pelo menos um individuo carecendo do

transgene da primeira linhagem.

2. ‘Método de acordo com a reivindicagéo 1, em que o processo
de classificagao da etapa (e) compreehde um ensaio de zigosidade ou um
ensaio ELISA. . _ -

- 8. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que 0 individuo
identificado na etapa (f) ainda compreende o trago util da segunda linhagem.

4. Método de acordo com a reivindicacao 1, em que o traco util é
tolerancia a herbicida. |

5. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que o trago _L’nil é
tolerancia ao glifosato.

_ 6. Método de acordo com a reivindicagao 5, em que a tolerancia
ao glifosato € proporcionada pela expressao de CP4 EPSPS, 'EPSPS, GOX
ou GAT tolerante ao glifosato. o

7. Método de acordo com a reivindicagdo 5, em que os tragos

uteis exibidos pelas primeira e segunda linhagens compreendem tolerancia a
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herbicida.
8. Método de acordo com a reivindicacdo 1, em que a safra é -
selecionada do grupo consistindo em soja, milho, algodao, arroz, trigo, cano-
la, alfafa, turfa, linho, beterraba sacarinica, batata e chicc’)ria. ‘
9. Método de acordo com a reivindicagao 8, em que a safra é
soja e a primeira linhagem de elite Compreende o evento 40-3-2 de soja tole-

‘rante ao glifosato.

_ 10. Método de acordo com a reivindica¢do 8, em que a safra é
milho e a primeira linhagem de elite compreende o evento GA21,
11. Método de acordo com a reivindicagé@o 1, em que a segunda_
Ilnhagem compreende um transgene.
12. Método de acordo com a reivindicagao 1, ainda compreen-‘
dendo: , .
g) cruzamento de pelo menos um individuo da etapa (f) com
uma linhagem tolerante ao glifosato para obter pelo menb_s
uma planta F1 individual;
h) selegcao de pelo menos uma planta individual F1 exibindo
tolerancia ao ghfosato
i) denvagao de pelo menos uma outra geragéo do individuo
F1;
i selegdo da outra geragdo com relagio a presenca dos tra-
¢os de elite adicionais da primeira linhagem e tolerancia ao
glifosato; e
k) selecdo de sementes de prole ou plantas em que as se-
| mentes ou plantas exibem tolerancia ao glifosato.
13. Método de acordo com a reivindicagdo 12, em que a iolerén-
cia ao glifosato é proporcnonada pela expressio de um CP4 EPSPS

EPSPS, GOX ou GAT. -

14. Método de acordo com a reivindicagao 12, em que a safra é

, soja e a linhagem tolerante ao glifosato da etapa (a) é o evento 781 de soja.

15. Método para' producdo de uma variedade de safra de elite

nao-transgénica compreendendo:
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cruzamento de uma linhagem de elite compreendendo um

- transgene e exibindo um ou mais tragos de elite transgeni-

camente derivados e um ou mais tragos de elite conven-
cionalmente derivados com uma linhagem nao-transgénica
convencional;

obtencao de linhagens hibridas F1-individuais;

selecédo de pelo menos um individuo hibrido F1 exibindo

. pelo menos uma caracteristica da linhagem de elite;

derivagdo de pelo menos uma outra geragao de prole do
individuo hibrido F1 selecionado;

cl_assificagéo de prole do individuo hibrido exibindo pelo
menos um trago de elite convencionalmente derivado da li-
nhagem de elite com relagéo a presenga do transgene; e
selecdo de prole exibindo pelo menos um trago de elite
convencionalmente derivado da linhagem de elite em que

nenhuma sequenCIa de DNA de transgene esta presente -

- no genoma da prole.

- 16. Método de acordo com a relvmdncagao 15, em que a linha-

gem de elite compreende o0 evento 40-3-2 de soja.

17. Método de acordo com a reivindicagéo 16, em que a linha-

gem de elite compreendendo o evento de soja 40-3-2 foi exposta a um agen-

te de mutagénese para desenvolver um perfil genético unico.

18. Método de acordo com a reivindicacao 15, em que a linha-

gem de elite exibe um ou mais tragos selecionados do grupo consistindo em:

tolerancia a herbicida, resisténcia a inseto e esterilidade masculina.

19. Método de acordo com a reivindicagao 15 ainda compreen-

dendo:
9)

h)

cruzamento de pelo menos uma prole da etapa (f) com ou-
tra linhagem para obter pelo menos uma plénta F1 indivi-
dual; |

selecdo de pelo menos uma planta individual F1 exibindo

um ou mais tracos derivados de seus precursores;
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k)

derivagédo de pelo menos uma outra geragao do individuo
F1; ' »
classificagao de outra geracao com relagdo a presenga de
tragos de elite; e

selecdo de sementes ou plantas de prole, em gue as se-

mentes ou plantas exibem um ou mais tragos de elite.

20. Método para identificacdo de segregantes hulos com relagao

a um transgene em um programa de cruzamento de planta compreendendo:

a)

b)

C)

d)

f)

cruzamento de uma primeira linhagem contendo um trans-
gene que codifica um trago Util inserido em seu genoma
com uma segunda linhagem;

obtencao de individuos F1 hibridos;

derivagao de pelo menos uma outra geragao de prole do

~ individuo F1;
realizagdo de andlise de zigosidade sobre a outra geracao

de prole e opcionalmente andlise de Southern ou Western;
selegdo de prole em que elementos do transgene estdo
ausentes e o sitio de inser¢do do transgene é restaurado
para se aproximar de seu estado nativo; e . '
derivagdo de outras geragbes da prole selecionada, em
que a remog&o do transgene ndo é causada pela presenca
de uma re'cbmbinase transgénica.

21. Metodo de acordo com a reivindicagdo 20, em que o trans-

gene codifica tolerancia a herbicida.

22. Método de acordo com a reivindicagdo 21, em que o trans-

gene codifica tolerancia ao glifosato.

23. Método de acordo com a reivindicagdo 22, em que o trans-

~ gene codifica CP4 EPSPS, EPSPS, GOX ou GAT. -

24. Método de acordo com a reivindicagdo 20, em que o trans- A

gene codifica uma toxina inseticida derivada de Bacillus thuringiensis.

25. Planta, uma planta de prole ou uma semente produzida atra-

vés do método como definido na reivindicacdo 1, 12, 15, 19 ou 20.
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26. Planta ou éemente produzida através do método como defi-
nido na rei\_/indicagéb 1, 12 ou 19, em que a planta compreende um transge-
ne. ' | _

27. Planta ou semente transgénica de acordo com a reivindica-
cao 26, a qual contém um gene heterélogo o qual codifica uma enzima
EPSPS tendo uma K, para fosfoeholpiruvato (PEP) entre 1 e 150 uM e-uma

‘proporgdo de K;(glifosato)/Km (PEP) entre cerca de 2 e 500, a referida planta

exibindo toleréncia ao herbicida de N-fosfonometil glicina em uma taxa de
453,6 g/4047 m? (1 libra/acre) sem redugéo significativa no rendimento em
vurtude de aplicagéo do herbicida. | |

28. Planta ou semente produzida atraves do método como defi-
nido na reivindicagdo 15, 19 ou 20, em que a planta ndo compreende um
transgene. ' | | o

29. Planta, semente, planta de prole ou semente de prole com-
preendendo tragos agrondémicos de elite em que os referidos tragos agronéj

micos de elite sdo derivados de uma linhagem doadora compreendendo os

~ referidos tragos agronémicos de elite e pelo menos uma insergdo transgéni-

ca e em que a referida planta, semente, planta de prole ou semente de prole
é ainda caracterizada pela auséncia de uma ou mais insergdes transgénicas .
da linhagem doadora.
~ 30. Planta de acordo com a reivindicagdo 29, em que um dos
tragos de elite é tolerancia a herbicida.
_ 31, Planta de acordo com a reivin’dicagévo 30, em que o trago de .

elite é tolerancia ao glifosato.

32. Planta de acordo com a reivindicagdo 31, em que a toleran- -
cia ao glifosato é proporcionada pela expressdo de CP4 EPSPS, EPSPS,
GOX ou GAT tolerante ao glifosatd. |

33. Método de acordo com a reivindicagdo 6, 13 vou 23, em que 0
transgene que codifica CP4 EPSPS compreende um promotor do virus de
DNA de planta, um peptideo de transito em cloroplasta, CP4 EPSPS e um
terminador NOS. | | o
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Mapa de ensaio de zigosidade 40-3-2
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Processo de cruzamento de soja

Precursor 1 (40-3-2) X precursor 2
(segunda tolerante ao glifosato)
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Verificacao de nulos durante processo de
desenvolvimento de sementes para cruzamento

Ano 1 Crescimento da linhagem em lote com
4 fileiras em unidade de pureza

Ano 2 Se a linhagem prossegue, 100 plantas Unicas
selecionadas de lotes de 4 fileiras e crescidas

como fileiras puras

Pedigrees com tragos de segregacao avaliados
com relagéo a segregacgao. Linhagens similares
sdo agrupadas como semente para cruzamento

Ensaios de zigosidade realizados sobre cada Unica planta
para verificar nulos com base em uma fileira de plantas

Ano 3 Pré-fundagao cresce 1-2 acres de semente

FIG3
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RESUMO

Patente de lnvengao "DESENVOLVIMENTO DE GERMOPLASMA USAN- '

DO SEGREGADOS DE CRUZAMENTOS TRANSGENICOS".

A presente invengdo refere-se a um método para o desenvolvi-
mento de novo germoplasma de planta usando segregados de uma linha-
gem transgénica combmados com testagem de 2|gosadade baseada em PCR

‘e, opcuonalmente andlise de Southern Blot.
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