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Relatorio Descritivo da Patente de Invencédo para "MOLE-
CULA DE ACIDO NUCLEICO QUIMERICA, POLIPEPTIDEO, VET OR
DE EXPRESSAO EM PLANTA, METODO PARA A PRODUCAO DE
UM MATERIAL DE PLANTA TRANSGENICA E USO DE PLANTA
TRANSGENICA OU PARTES DA MESMA".
DECLARACAO DE ACORDO COM A 37 C.F.R. § 1.821(c) ou (e)-
LISTAGEM DE SEQUENCIAS SUBMETIDA COMO ARQUIVO DE
TEXTO ASCII
[001] Em conformidade com a 37 C.F.R. § 1.821(c) ou (e), um

arquivo contendo uma versao de texto ASCII da Listagem de Sequén-

cias foi submetido concomitante com o presente requerimento de pa-
tente, cujo conteudo é por este incorporado por meio de referéncia.
CAMPO DA INVENCAO

[002] A presente invencao refere-se a composicdes e métodos

para codificacdo e expressao geneticamente de polipeptideos que séo
direcionados para cloroplastos de plantas superiores. Em determina-
das modalidades, a presente invencao se refere a sequéncias de ami-
noacidos que direcionam polipeptideos quiméricos para cloroplastos,
e/ou moléculas de acido nucleico codificando os mesmos. Em deter-
minadas modalidades, a presente invencéo se refere a polipeptideos
quiméricos compreendendo uma sequéncia de aminoacidos que con-
trolam o transito dos polipeptideos quiméricos para cloroplastos, e/ou
moléculas de acido nucleico codificando os mesmos.
ANTECEDENTES

[003] As células de plantas contém organelas subcelulares distin-

tas, referidas de modo geral como "plastideos," que sdo delimitadas
por sistemas de membrana caracteristicos e realizam funcdes especia-
lizadas dentro da célula. Plastideos particulares sdo responsaveis pela
fotossintese, bem como pela sintese e pelo armazenamento de deter-

minados composos quimicos. Todos os plastideos sao derivados de
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proplastideos que estdo presentes nas regibes meristematicas da
planta. Os proplastideos podem se desenvolver em, por exemplo: clo-
roplastos, etioplastos, cromoplastos, gerontoplastos, leucoplastos,
amiloplastos, elaioplastos, e proteinoplastos. Os plastideos existem
em um modo semi-autbnomo dentro da célula, contendo seus proprios
sistemas genéticos e mecanismos de sintese de proteinas, porém se
baseando em uma intima cooperacdo com o sistema nucleo-
citoplasméatico em seu desenvolvimento e suas atividades biossintéti-
cas.

[004] Em células de folhas fotossintéticas de plantas superiores,
os plastideos mais conspicuos sdo os cloroplastos. A fungcdo mais es-
sencial dos cloroplastos é o desempenho das reacfes de fotossintese
acionadas pela luz. Porém, os cloroplastos também realizam muitos
outros processos biossintéticos de importancia para a célula da planta.
Por exemplo, todos os acidos graxos das células sdo produzidos por
enzimas localizadas no estroma dos cloroplastos, usando ATP, NA-
OPH, e os carboidratos prontamente disponiveis ai. Além disso, a po-
téncia de reducdo dos elétrons ativados pela luz aciona a reducao de
nitrito (NO2") para amonia (NHz) no cloroplasto; esta amdnia proporcio-
na a planta o nitrogénio necessario para a sintese de aminoacidos e
nucleotideos.

[005] O cloroplasto também participa de processos de particular
importancia na industria agroquimica. Por exemplo, € de conhecimento
geral que muitos herbicidas agem bloqueando funcdes as quais sao
realizadas dentro do cloroplasto. Recentes estudos identificaram o al-
vo especifico de varios herbicidas. Por exemplo, os herbicidas deriva-
dos de triazina inibem a fotossintese deslocando uma molécula de
plastoquinona de seu sitio de liga¢do no polipeptideo 32 kD do fotos-
sistema Il. Este polipeptideo 32 kD é codificado no genoma de cloro-

plasto e sintetizado pelo mecanismo das organelas. Foram obtidas
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plantas mutantes as quais sao resistentes aos herbicidas de triazina.
Estas plantas contém um polipeptideo 32 kD mutante do qual a plas-
toquinona ndo pode mais ser deslocada pelos herbicidas de triazina.
As sulfonilureias inibem a acetolactato sintase no cloroplasto. A aceto-
lactato sintase esta envolvida na sintese de isoleucina e de valina. O
glifosato inibe a funcdo da 5-enol piruvil-3-fosfoshikimato sintase
(EPSPS), a qual € uma enzima envolvida na sintese de aminoacidos
aromaticos. Todas estas enzimas sdo codificadas pelo genoma nucle-
ar, porém séo translocadas no cloroplasto onde ocorre a sintese de
aminoacidos real.

[006] A maioria das proteinas do cloroplasto sédo codificadas no
ndcleo da célula de planta, sintetizadas como proteinas precursoras
maiores no citosol, e importadas pds-translacionalmente para dentro
do cloroplasto. A importacdo através das membranas de envelope ex-
terno e interno para dentro do estroma € o principal meio para o in-
gresso de proteinas destinadas para o estroma, a membrana tilacoide,
e o limen tilacoide. A localizacao de proteinas precursoras importadas
para a membrana tilacoide e o limen tilacoide é realizada por quatro
mecanismos distintos, incluindo dois que sdo homologos a sistemas
de transporte de proteinas bacterianas. Portanto, 0s mecanismos para
localizacdo de proteinas no cloroplasto sdo em parte derivados do en-
dossimbionte procaridtico. Cline and Henry (1996), Annu. Rev. Cell.
Dev. Biol. 12:1-26.

[007] As proteinas precursoras destinadas para expressao cloro-
plastica contém extensdes de N-terminal conhecidas como peptideos
de transito de cloroplastos (CTPs). O peptideo de transito é instrumen-
tal para o reconhecimento especifico da superficie do cloroplasto e na
mediacdo da translocacdo pdés-translacional de pré-proteinas através
do envelope cloroplastico e por consequéncia para 0s varios sub-

compartimentos dentro do cloroplasto (por exemplo, estroma, tilacoide,
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e membrana tilacoide). Estas sequéncias de peptideo de transito de N-
terminal contém toda a informacdo necessaria para a importacdo da
proteina do cloroplasto para dentro dos plastideos; as sequéncias de
peptideo de transito sdo necessarias e suficientes para importacdo pa-
ra os plastideos.

[008] Os genes de plantas reportados por terem sequéncias de
peptideo de transito codificadas naturalmente em seu N-término inclu-
em a subunidade pequena do cloroplasto de ribulose-1,5-bisfosfato
carboxilase (RuBisCo) (de Castro Silva-Filho et al. (1996), Plant Mol.
Biol. 30:769-80; Schnell et al. (1991), J. Biol. Chem. 266:3335-42);
EPSPS (vide, por exemplo, Archer et al. (1990), J. Bioenerg. and
Biomemb. 22:789-810 e as Patentes dos Estados Unidos Nos.
6.867.293, 7.045.684, e Re. 36.449); triptofano sintase (Zhao et al.
(1995), J. Biol. Chem. 270:6081-7); plastocianina (Lawrence et al.
(1997), J. Biol. Chem. 272:20357-63); corismato sintase (Schmidt et al.
(1993), J. Biol. Chem. 268:27447-57); a proteina de ligacdo da clorofila
a/b de captura de luz (LHBP) (Lamppa et al. (1988), J. Biol. Chem.
263:14996-14999); e a proteina do cloroplasto de Arabidopsis thaliana
(Lee et al. (2008), Plant Cell 20:1603-22). Publicacdo de Patente dos
Estados Unidos No. US 2010/0071090 proporciona alguns peptideos
tendo por alvo cloroplasto de Chlamydomonas sp.

[009] No entanto, os requisitos estruturais para a informagao co-
dificada pelos peptideos tendo por alvo cloroplastos permanecem elu-
sivos, devido a seu alto nivel de diversidade de sequéncia e carecem
de motivos de sequéncia de consenso ou comum, embora seja possi-
vel que haja subgrupos distintos de peptideos tendo por alvo cloroplas-
to com motivos estruturais independentes. Lee et al. (2008), supra.
Além disso, nem todas estas sequéncias tém sido Uteis na expressao
heteréloga de proteinas direcionadas para cloroplastos em plantas su-

periores.
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BREVE SUMARIO DA PRESENTE INVENCAO

[0010] Sado descritos aqui, composicdes e métodos para direcio-

namento por cloroplastos de polipeptideos em uma planta. Em algu-
mas modalidades, as composicées compreendem uma molécula de
acido nucleico que compreende no minimo uma sequéncia de nucleo-
tideos codificando um peptideo de transito de cloroplastos (por exem-
plo, um peptideo TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26,
TraP27, ou TraP28) ligado operacionalmente a uma sequéncia de nu-
cleotideos de interesse. Em modalidades particulares, as moléculas de
acido nucleico referidas podem ser Uteis para expresséo e direciona-
mento de um polipeptideo codificado pela sequéncia de nucleotideos
de interesse em uma planta monocotiledonea ou dicotiledénea. Sao
adicionalmente descritos vetores compreendendo uma molécula de
acido nucleico que compreende no minimo uma sequéncia de nucleo-
tideos codificando um peptideo de transito de cloroplastos TraP10,
TraP1l, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 ligada
operacionalmente a uma sequéncia de nucleotideos de interesse.

[0011] Em algumas modalidades, uma sequéncia de nucleotideos
codificando um peptideo de transito de cloroplastos TraP10, TraP11,
TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 pode ser uma
sequéncia de nucleotideos procaribtica, ou uma variante funcional da
mesma. Em algumas modalidades, uma sequéncia de nucleotideos
codificando um peptideo de transito de cloroplastos TraP10, TraP11,
TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 pode ser uma
sequéncia de nucleotideos isolada a partir de um eucariota fotosintéti-
co inferior (por exemplo, uma sequéncia isolada a partir de uma Cloro-
fita, tal como Chlamydomonas e Dunaliella), ou uma variante funcional
da mesma. Em algumas modalidades, uma sequéncia de nucleotideos
codificando um peptideo de transito de cloroplastos TraP10, TraP11,
TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 pode ser uma
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sequéncia de nucleotideos isolada a partir de um eucariota fotosintéti-
co superior (por exemplo, uma sequéncia isolada a partir de uma plan-
ta dicotiledbnea, tal como Brassica napus, Amaranthus, Calystegia, e
Glycine max, ou uma planta monocotiled6nea, tal como Oryza sativa),
ou uma variante funcional da mesma. Em modalidades especificas,
uma sequéncia de nucleotideos codificando um peptideo de transito
de cloroplastos TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26,
TraP27, ou TraP28 pode ser uma sequéncia de nucleotideos isolada a
partir de Brassica napus, Glycine max, Oryza sativa, Amaranthus,
Calystegia, e Dunaliella salina e Chlamydamonas reinhardtii. Em mo-
dalidades adicionais, uma sequéncia de nucleotideos codificando um
peptideo de transito de cloroplastos TraP10, TraP11, TraP17, TraP18,
TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 pode ser uma sequéncia de nu-
cleotideos quimérica compreendendo um sequéncia de nucleotideos
de peptideo de transito de cloroplastos TraP10, TraPl1l, TraP17,
TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 procaridtica parcial, ou
uma variante funcional da mesma. Em ainda modalidades adicionais,
uma sequéncia de nucleotideos codificando um peptideo de transito
de cloroplastos TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26,
TraP27, ou TraP28 pode ser uma sequéncia de nucleotideos quiméri-
ca compreendendo mais de uma sequéncias de nucleotideos de pep-
tideo de transito de cloroplastos eucaritticas, tal como mais de uma
(por exemplo, duas) sequéncias de nucleotideos de peptideo de transi-
to de cloroplastos de diferentes espécies de plantas, ou variantes fun-
cionais das mesmas. Em ainda modalidades adicionais, uma sequén-
cia de nucleotideos codificando um peptideo de transito de cloroplas-
tos TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou
TraP28 pode ser uma sequéncia de nucleotideos sintética, a qual pode
ser projetada no minimo em parte por meio de referéncia a uma se-

guéncia de nucleotideos de peptideo de transito de cloroplastos
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TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28
procaridtica. Em ainda modalidades adicionais, uma sequéncia de nu-
cleotideos codificando um peptideo de transito de cloroplastos TraP10,
TraP1l, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 pode
ser uma sequéncia de nucleotideos sintética, a qual pode ser projeta-
da no minimo em parte por meio de referéncia a uma sequéncia de
nucleotideos de peptideo de transito de cloroplastos TraP10, TraP11,
TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 eucaridtica. Em
ainda modalidades adicionais, uma sequéncia de nucleotideos codifi-
cando um peptideo de transito de cloroplastos TraP10, TraP11,
TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 pode ser uma
sequéncia de nucleotideos sintética, a qual pode ser projetada no mi-
nimo em parte por meio de referéncia a uma sequéncia de nucleoti-
deos de peptideo de transito de cloroplastos eucaribtica fr uma se-
guéncia genética de EPSPS ou qualquer outra sequéncia genética
contendo um peptideo de transito de cloroplastos.

[0012] Em algumas modalidades, as composicoes compreendem
uma molécula de acido nucleico que compreende no minimo um meio
para o direcionamento de um polipeptideo para um cloroplasto ligado
operacionalmente a uma sequéncia de nucleotideos de interesse. Em
modalidades particulares, as moléculas de acido nucleico referidas
podem ser Uteis para expressao e direcionamento de um polipeptideo
codificado pela sequéncia de nucleotideos de interesse em uma planta
monocotiledénea ou dicotileddonea. Sao adicionalmente descritos veto-
res compreendendo uma molécula de acido nucleico que compreende
no minimo um meio para o direcionamento de um polipeptideo para
um cloroplasto ligado operacionalmente a uma sequéncia de nucleoti-
deos de interesse. Outras modalidades descrevem um meio para o
direcionamento de um polipeptideo para um cloroplasto através de
uma sequéncia de nucleotideos de TraP10, TraP11, TraP17, TraP18,
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TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 e equivalentes funcionais das
mesmas.

[0013] Além disso sdo descritos aqui, plantas, tecidos de plantas,
e células de plantas compreendendo uma molécula de &cido nucleico
gue compreende no minimo uma sequéncia de nucleotideos codifi-
cando um peptideo de transito de cloroplastos TraP10, TraP11,
TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 ligada operacio-
nalmente a uma sequéncia de nucleotideos de interesse. Em algumas
modalidades, uma planta, um tecido de planta, ou uma célula de plan-
ta pode ter uma molécula de acido nucleico semelhante integrada de
modo estavel em seu genoma. Em algumas modalidades, uma planta,
um tecido de planta, ou uma célula de planta pode expressar transito-
riamente uma molécula de acido nucleico semelhante.

[0014] Também séo descritos métodos para a expressao de uma
sequéncia de nucleotideos nos cloroplastos da planta ou das células
de plantas. Em algumas modalidades, uma molécula de acido nucleico
gue compreende no minimo uma sequéncia de nucleotideos codifi-
cando um peptideo de transito de cloroplastos TraP10, TraP11,
TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 ligada operacio-
nalmente a uma sequéncia de nucleotideos de interesse pode ser
usada para transformar uma célula de planta, de modo a que um poli-
peptideo de fusdo precursor compreendendo o peptideo de transito de
cloroplastos TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26,
TraP27, ou TraP28 fundido a um produto de expresséo da sequéncia
de nucleotideos de interesse seja produzido no citoplasma da célula
de planta, e em seguida o polipeptideo de fuséo é transportado in vivo
para dentro de um cloroplasto da célula de planta.

[0015] Sao adicionalmente descritos métodos para a producédo de
uma planta transgénica que compreende uma molécula de acido nu-

cleico que compreende no minimo uma sequéncia de nucleotideos co-
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dificando um peptideo de transito de cloroplastos TraP10, TraP11,
TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 ligada operacio-
nalmente a uma sequéncia de nucleotideos de interesse. Além disso
sao descritos produtos de plantas (por exemplo, sementes) produzidos
a partir das plantas transgénicas referidas.

[0016] As carcteristicas precedentes e outras carcteristicas se tor-
nardo evidentes a partir da descricdo detalhada de varias modalidades
gue se segue, a qual prossegue com referéncia as figuras anexadas.
BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[0017] A FIG. 1 proporciona uma molécula de mRNA que é repre-

sentativa de exemplos particulares de sequéncias de nucleotideos co-
dificando CTP sintéticos (por exemplo, o peptideo de transito de cloro-
plastos TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou
TraP28) ligado operacionalmente a uma sequéncia de nucleotideos de
interesse. Em algumas modalidades, uma molécula de mRNA (tal co-
mo a molécula de mMRNA mostrada) pode ser transcrita a partir de uma
molécula de DNA compreendendo um frame de leitura aberta incluindo
a sequéncia codificando CTP sintético ligada operacionalmente a se-
guéncia de nucleotideos de interesse. A sequéncia de nucleotideos de
interesse pode ser, em algumas modalidades, uma sequéncia codifi-
cando um peptideo de interesse, por exemplo e sem limitacdo, um
produto genético marcador ou um peptideo a ser direcionado para um
plastideo.

[0018] A FIG. 2 proporciona um alinhamento dos peptideos de
transito de cloroplastos previstos de Brassica napus, Dunaliella salina,
Oryza sativa, Amaranthus, Chlamydamonas reinhardtii, Calystegia e
Glycine max. O asterisco indica onde as sequéncias foram divididas e
recombinadas para formar as varias sequéncias TraP quiméricas. De-
ve ser observado que foi usado Amaranthus em dois peptideos de

transito de cloroplastos quiméricos diferentes (TraP18 e TraP19), e foi
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unido em duas localizacdes diferentes dentro da sequéncia conforme
mostrado pela presenca de dois asteriscos diferentes.

[0019] A FIG. 3 proporciona um mapa de plasmideo de

pDAB101979.
[0020] A FIG. 4 proporciona um mapa de plasmideo de
pDAB101980.
[0021] A FIG. 5 proporciona um mapa de plasmideo de
pDAB107634.
[0022] A FIG. 6 proporciona um mapa de plasmideo de
pDAB107635.
[0023] A FIG. 7 proporciona um mapa de plasmideo de
pDAB107636.
[0024] A FIG. 8 proporciona um mapa de plasmideo de
pDAB109847.
[0025] A FIG. 9 proporciona um mapa de plasmideo de
pDAB109848.
[0026] A FIG. 10 proporciona um mapa de plasmideo de
pDAB109849.
[0027] A FIG. 11 proporciona um mapa de plasmideo de
pDAB101908.

[0028] A FIG. 12 proporciona uma imagem de microscopia de
TraP10-YFP infiltrados em tecidos de folhas de tabaco e translocados
para dentro dos cloroplastos dos tecidos de folhas de tabaco.

[0029] A FIG. 13 proporciona uma imagem de microscopia de
TraP11-YFP infiltrados em tecidos de folhas de tabaco e translocados
para dentro dos cloroplastos dos tecidos de folhas de tabaco.

[0030] A FIG. 14 proporciona uma imagem de microscopia de
TraP17-GFP infiltrados em tecidos de folhas de tabaco que n&o foram
translocados para dentro dos cloroplastos dos tecidos de folhas de ta-

baco.
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[0031] A FIG. 15 proporciona uma imagem de microscopia de
TraP18-GFP infiltrados em tecidos de folhas de tabaco que foram
translocados para dentro dos cloroplastos dos tecidos de folhas de ta-
baco.

[0032] A FIG. 16 proporciona uma imagem de microscopia de
TraP19-GFP infiltrados em tecidos de folhas de tabaco e translocados
para dentro dos cloroplastos dos tecidos de folhas de tabaco.

[0033] A FIG. 17 proporciona uma imagem de microscopia de
TraP26-GFP infiltrados em tecido de folhas de tabaco e translocados
para dentro dos cloroplastos dos tecidos de folhas de tabaco.

[0034] A FIG. 18 proporciona uma imagem de microscopia de
TraP27-GFP infiltrados em tecidos de folhas de tabaco e translocados
para dentro dos cloroplastos dos tecidos de folhas de tabaco.

[0035] A FIG. 19 proporciona uma imagem de microscopia de
TraP28-GFP infiltrados em tecidos de folhas de tabaco e translocados
para dentro dos cloroplastos dos tecidos de folhas de tabaco.

[0036] A FIG. 20 proporciona uma imagem de microscopia de con-
troles de YFP n&o direcionados que foram infiltrados em tecidos de
folhas de tabaco e ndo foram incorporados dentro dos cloroplastos dos
tecidos de folhas de tabaco.

[0037] A FIG. 21 proporciona uma imagem de microscopia de
TraP17-GFP transformados em protoplastos de milho e translocados
para dentro dos cloroplastos dos protoplastos de milho.

[0038] A FIG. 22 proporciona uma imagem de microscopia de
TraP18-GFP transformados em protoplastos de milho e translocados
para dentro dos cloroplastos dos protoplastos de milho.

[0039] A FIG. 23 proporciona uma imagem de microscopia de
TraP19-GFP transformados em protoplastos de milho e translocados
para dentro dos cloroplastos dos protoplastos de milho.

[0040] A FIG. 24 proporciona um mapa de plasmideo de
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pDAB107538.

[0041] A FIG. 25 proporciona um mapa de plasmideo de
pDAB107617.

[0042] A FIG. 26 proporciona um mapa de plasmideo de
pDAB114286.

[0043] A FIG. 27 proporciona um mapa de plasmideo de
pDAB114287.

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

[0044] As sequéncias de acido nucleico listadas na Listagem de

Sequéncias anexada sdo mostradas usando abreviactes de letras de
rotina para bases de nucleotideos, conforme definido na 37 C.F.R. §
1.822. Somente um filamento de cada sequéncia de &cido nucleico é
proporcionado na Listagem de Sequéncias anexada, porém o filamen-
to complementar é entendido como sendo incluido por qualquer refe-

réncia ao filamento apresentado. Na Listagem de Sequéncias anexa-

da:

[0045] A SEQ ID NO: 1 mostra a sequéncia de aminoacidos de
TraP10.

[0046] A SEQ ID NO: 2 mostra a sequéncia de aminoacidos de
TraP11.

[0047] A SEQ ID NO: 3 mostra a sequéncia de aminoacidos de
TraP17.

[0048] A SEQ ID NO: 4 mostra a sequéncia de aminoacidos de
TraP18.

[0049] A SEQ ID NO: 5 mostra a sequéncia de aminoacidos de
TraP19.

[0050] A SEQ ID NO: 6 mostra a sequéncia de aminoacidos de
TraP26.

[0051] A SEQ ID NO: 7 mostra a sequéncia de aminoacidos de
TraP27.
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[0052] A SEQ ID NO: 8 mostra a sequéncia de aminoacidos de

TraP28.

[0053] A SEQ ID NO: 9 mostra a sequéncia de polinucleotideos de
TraP10.

[0054] A SEQ ID NO: 10 mostra a sequéncia de polinucleotideos
de TraP11.

[0055] A SEQ ID NO: 11 mostra a sequéncia de polinucleotideos
de TraP17.

[0056] A SEQ ID NO: 12 mostra a sequéncia de polinucleotideos
de TraP18.

[0057] A SEQ ID NO: 13 mostra a sequéncia de polinucleotideos
de TraP109.

[0058] A SEQ ID NO: 14 mostra a sequéncia de polinucleotideos
de TraP26.

[0059] A SEQ ID NO: 15 mostra a sequéncia de polinucleotideos
de TraP27.

[0060] A SEQ ID NO: 16 mostra a sequéncia de polinucleotideos
de TraP28.

DESCRICAO DETALHADA

|. Visdo geral de varias modalidades

[0061] Um peptideo de transito de cloroplastos (CTP) (ou peptideo
de transito de plastideos) funciona co-translacionalmente ou pos-
translacionalmente para direcionar um polipeptideo compreendendo o
CTP para um plastideo, por exemplo, um cloroplasto. Em algumas
modalidades da invencdo, ou proteinas de endogenous cloroplastos
enddgenas ou proteinas heterélogas podem ser direcionadas para um
cloroplasto por expressdo de uma tal proteina como um polipeptideo
precursor maior compreendendo um CTP.

[0062] Em uma modalidade de exemplo, uma sequéncia de acido

nucleico codificando um CTP foi isolada a partir de uma sequéncia ge-
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nética de EPSPS obtida a partir de Brassica napus (Banco de Dados
NCBI Acesso No. P17688), uma sequéncia genética de EPSPS obtida
a partir de Glycine max (Banco de Dados NCBI Acesso No.
XP_003517039), uma sequéncia genética de EPSPS obtida a partir de
Calystegia (Banco de Dados NCBI Acesso No. ACB37380), uma se-
guéncia genética de EPSPS obtida a partir de Chlamydamonas rei-
nhardtii (Banco de Dados NCBI Acesso No. XP_001702942), uma se-
guéncia genética de EPSPS obtida a partir de Oryza sativa (Banco de
Dados NCBI Acesso No. AF413082 1), uma sequéncia genética de
EPSPS obtida a partir de Amaranthus (Banco de Dados NCBI Acesso
No. ACV53022), e uma sequéncia genética de EPSPS obtida a partir
de Dunaliella salina (Banco de Dados NCBI Acesso No.:
AMBM68632). O CTP foi identificado e isolado a partir da proteina de
comprimento total analisando a sequéncia genética com o servidor de
previsdo ChloroP. Emanuelsson et al. (1999), Protein Science 8:978-
84 (disponivel em cbs.dtu.dk/services/ChloroP). Os produtos de prote-
ina, previstos das sequéncias codificando CTP isoladas, foram usados
para produzir as sequéncias de acido nucleico codificando CTP quimeé-
ricas da invencao em questdo, TraP10, TraPl1ll, TraP17, TraP18,
TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28.

[0063] Em uma modalidade de exemplo adicional, um peptideo
TraP10 foi sintetizado de modo independente e fundido a uma proteina
fluorescente amarela (YFP) para produzir um polipeptideo TraP10-
YFP quimérico. Uma molécula de acido nucleico codificando o polipep-
tideo TraP10-YFP quimérico foi introduzida em um vetor binario, de tal
modo que a sequéncia de acido nucleico codificando TraP10-YFP foi
ligada operacionalmente a um promotor AtUbi 10.

[0064] Em ainda uma modalidade de exemplo adicional, um vetor
binario compreendendo uma sequéncia de acido nucleico codificando

TraP10-YFP ligada operacionalmente a um promotor AtUbi 10 foi tran-
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sitoriamente transformado em tabaco (Nicotiana tabacum) através de
Agrobacterium. Microscopia confocal e analise por Western blot con-
firmou que TraP10 direcionou com sucesso YFP para cloroplastos de
tabaco.

[0065] Em uma modalidade de exemplo adicional, um peptideo
TraP11 foi sintetizado de modo independente e fundido a uma proteina
fluorescente amarela (YFP) para produzir um polipeptideo TraP11-
YFP quimérico. Uma molécula de acido nucleico codificando o polipep-
tideo TraP11-YFP quimérico foi introduzida em um vetor binario, de tal
modo que a sequéncia de acido nucleico codificando TraP11-YFP foi
ligada operacionalmente a um promotor AtUbi 10.

[0066] Em ainda uma modalidade de exemplo adicional, um vetor
binario compreendendo uma sequéncia de acido nucleico codificando
TraP11-YFP ligada operacionalmente a um promotor AtUbi 10 foi tran-
sitoriamente transformado em tabaco (Nicotiana tabacum) através de
Agrobacterium. Microscopia confocal e analise por Western blot con-
firmou que TraP11 direcionou com sucesso YFP para cloroplastos de
tabaco.

[0067] Em uma modalidade de exemplo adicional, um peptideo
TraP17 foi sintetizado de modo independente e fundido a uma proteina
fluorescente verde (GFP) para produzir um polipeptideo TraP17-GFP
guimérico. Uma molécula de acido nucleico codificando o polipeptideo
TraP17-GFP quimérico foi introduzida em um vetor binario, de tal mo-
do que a sequéncia de acido nucleico codificando TraP17-GFP foi li-
gada operacionalmente a um promotor AtUbi 10.

[0068] Em ainda uma modalidade de exemplo adicional, um vetor
binario compreendendo uma sequéncia de acido nucleico codificando
TraP17-GFP ligada operacionalmente a um promotor AtUbi 10 foi tran-
sitoriamente transformado em milho (Zea mays) através de Agrobacte-

rium. Microscopia confocal e andlise por Western blot confirmou que
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TraP17 direcionou com sucesso GFP para cloroplastos de milho.
[0069] Em uma modalidade de exemplo adicional, um peptideo
TraP18 foi sintetizado de modo independente e fundido a uma proteina
fluorescente verde (GFP) para produzir um polipeptideo TraP18-GFP
guimérico. Uma molécula de acido nucleico codificando o polipeptideo
TraP18-GFP quimérico foi introduzida em um vetor binario, de tal mo-
do que a sequéncia de acido nucleico codificando TraP18-GFP foi li-
gada operacionalmente a um promotor AtUbi 10.

[0070] Em ainda uma modalidade de exemplo adicional, um vetor
binario compreendendo uma sequéncia de acido nucleico codificando
TraP18-GFP ligada operacionalmente a um promotor AtUbi 10 foi tran-
sitoriamente transformado em milho (Zea mays) e tabaco (Nicotiana
tabacum) através de Agrobacterium. Microscopia confocal e analise
por Western blot confirmou que TraP18 direcionou com sucesso GFP
para cloroplastos de milho e de tabaco.

[0071] Em uma modalidade de exemplo adicional, um peptideo
TraP19 foi sintetizado de modo independente e fundido a uma proteina
fluorescente verde (GFP) para produzir um polipeptideo TraP19-GFP
guimérico. Uma molécula de acido nucleico codificando o polipeptideo
TraP19-GFP quimérico foi introduzida em um vetor binario, de tal mo-
do que a sequéncia de acido nucleico codificando TraP19-GFP foi li-
gada operacionalmente a um promotor AtUbi 10.

[0072] Em ainda uma modalidade de exemplo adicional, um vetor
binario compreendendo uma sequéncia de acido nucleico codificando
TraP19-GFP ligada operacionalmente a um promotor AtUbi 10 foi tran-
sitoriamente transformado em milho (Zea mays) e tabaco (Nicotiana
tabacum) através de Agrobacterium. Microscopia confocal e analise
por Western blot confirmou que TraP19 direcionou com sucesso GFP
para cloroplastos de milho e de tabaco.

[0073] Em uma modalidade de exemplo adicional, um peptideo
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TraP26 foi sintetizado de modo independente e fundido a uma proteina
fluorescente verde (GFP) para produzir um polipeptideo TraP26-GFP
guimérico. Uma molécula de acido nucleico codificando o polipeptideo
TraP26-GFP quimérico foi introduzida em um vetor binario, de tal mo-
do que a sequéncia de acido nucleico codificando TraP26-GFP foi li-
gada operacionalmente a um promotor AtUbi 10.

[0074] Em ainda uma modalidade de exemplo adicional, um vetor
binario compreendendo uma sequéncia de acido nucleico codificando
TraP26-GFP ligada operacionalmente a um promotor AtUbi 10 foi tran-
sitoriamente transformado em tabaco (Nicotiana tabacum) através de
Agrobacterium. Microscopia confocal e analise por Western blot con-
firmou que TraP26 direcionou com sucesso GFP para cloroplastos de
tabaco.

[0075] Em uma modalidade de exemplo adicional, um peptideo
TraP27 foi sintetizado de modo independente e fundido a uma proteina
fluorescente amarela (GFP) para produzir um polipeptideo TraP27-
GFP quimérico. Uma molécula de acido nucleico codificando o poli-
peptideo TraP27-GFP quimérico foi introduzida em um vetor binario,
de tal modo que a sequéncia de acido nucleico codificando TraP27-
GFP foi ligada operacionalmente a um promotor AtUbi 10.

[0076] Em ainda uma modalidade de exemplo adicional, um vetor
binario compreendendo uma sequéncia de acido nucleico codificando
TraP27-GFP ligada operacionalmente a um promotor AtUbi 10 foi tran-
sitoriamente transformado em tabaco (Nicotiana tabacum) através de
Agrobacterium. Microscopia confocal e analise por Western blot con-
firmou que TraP27 direcionou com sucesso GFP para cloroplastos de
tabaco.

[0077] Em uma modalidade de exemplo adicional, um peptideo
TraP28 foi sintetizado de modo independente e fundido a uma proteina

fluorescente amarela (GFP) para produzir um polipeptideo TraP28-
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GFP quimérico. Uma molécula de acido nucleico codificando o poli-
peptideo TraP28-GFP quimérico foi introduzida em um vetor binario,
de tal modo que a sequéncia de acido nucleico codificando TraP28-
GFP foi ligada operacionalmente a um promotor AtUbi 10.

[0078] Em ainda uma modalidade de exemplo adicional, um vetor
binario compreendendo uma sequéncia de acido nucleico codificando
TraP28-GFP ligada operacionalmente a um promotor AtUbi 10 foi tran-
sitoriamente transformado em tabaco (Nicotiana tabacum) através de
Agrobacterium. Microscopia confocal e analise por Western blot con-
firmou que TraP28 direcionou com sucesso GFP para cloroplastos de
tabaco.

[0079] Em uma modalidade de exemplo adicional, sequéncias de
acido nucleico, cada uma codificando um peptideo TraP sintético da
invencao, foram sintetizadas de modo independente e ligadas operaci-
onalmente a uma sequéncia de acido nucleico codificando uma se-
guéncia genética agronomicamente importante. As sequéncias de
TraP podem ser fundidas a tracos tolerantes a herbicidas (por exemplo
dgt-28, dgt-14, dgt-32 e dgt-33) de modo a produzir moléculas de 4ci-
do nucleico sintéticas, cada uma codificando um polipeptideo de fusdo
TraP10:DGT-28, TraP11:DGT-28, TraP17:DGT-28, TraP18:DGT-28,
TraP19:DGT-28, TraP26:DGT-28, TraP27:DGT-28 ou TraP28:DGT-28
guimérico. As moléculas de acido nucleico referidas, cada uma codifi-
cando um polipeptideo  TraP10:DGT-28, TraP11:DGT-28,
TraP17:DGT-28, TraP18:DGT-28, TraP19:DGT-28, TraP26:DGT-28,
TraP27:DGT-28 ou TraP28:DGT-28 quimérico, podem ser cada uma
introduzidas em um vetor binario, de tal modo que cada sequéncia de
acido nucleico codificando TraP10:DGT-28, TraP11:DGT-28,
TraP17:DGT-28, TraP18:DGT-28, TraP19:DGT-28, TraP26:DGT-28,
TraP27:DGT-28 ou TraP28:DGT-28 foi ligada operacionalmente a um

promotor e outros elementos reguladores genéticos. O vetor binario
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contendo a sequéncia de acido nucleico codificando TraP10:DGT-28,
TraP11:DGT-28, TraP17:DGT-28, TraP18:DGT-28, TraP19:DGT-28,
TraP26:DGT-28, TraP27:DGT-28 ou TraP28:DGT-28 foi usado para
transformar varias espécies de plantas. As plantas transgénicas po-
dem ser avaliadas para tolerancia ao glifosato como um resultado da
expresséao e translocacao das enzimas DGT-28 para o cloroplasto.
[0080] Em vista dos exemplos de elaboracdo detalhados mencio-
nados acima, as sequéncias de TraP10, TraP11, TraP17, TraP18,
TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 da invencdo podem ser usadas
para direcionar qualquer polipeptideo para um plastideo em uma am-
pla gama de espécies de plantas. Por exemplo, pelos métodos torna-
dos disponiveis para aqueles versados na técnica pela presente in-
vencao, um polipeptideo quimérico compreendendo uma sequéncia de
peptideo TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27,
ou TraP28 fundida ao N-término de qualquer segunda sequéncia de
peptideo pode ser introduzida em uma célula hospedeira para direcio-
namento para plastideo da segunda sequéncia de peptideo. Portanto,
em modalidades particulares, um peptideo TraP10, TraP11, TraP17,
TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 pode proporcionar au-
mento da eficiéncia de importacdo e processamento de um peptideo
para o qual se deseja expressao de plastideo.

Il. Abreviacdes

CTP peptideo de transito de cloroplastos

EPSPS  3-enolpiruvilshikimato-5-fosfato sintase

YFP proteina fluorescente amarela

Ti indutor de tumor (plasmideos derivados de A. tumefaciens)
T-DNA DNA de transferéncia

[ll. Termos

[0081] De modo a facilitar a revisdo das varias modalidades da

presente invencao, sdo proporcionadas as explicacbes de termos es-
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pecificos que se seguem:

[0082] Peptideo de transito de cloroplastos: Conforme usado aqui,
o termo "peptideo de transito de cloroplastos” (CTP) (ou "peptideo de
transito de plastideos") pode se referir a uma sequéncia de aminoaci-
dos que, quando presente no N-término de um polipeptideo, direciona
a importacdo do polipeptideo para dentro de um plastideo de uma cé-
lula de planta, por exemplo, um cloroplasto. Um CTP é geralmente ne-
cessério e suficiente para direcionar a importacdo de uma proteina pa-
ra dentro de um plastideo (por exemplo, um plastideo primario, secun-
dario, ou terciéario, tal como um cloroplasto) de uma célula hospedeira.
Um peptideo de transito de cloroplastos putativo pode ser identificado
por qualquer um de varios algoritmos disponiveis (por exemplo,
PSORT, e ChloroP (disponiveis em
www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP)). ChloroP pode proporcionar uma
previsdo particularmente boa de peptideos de transito de cloroplastos.
Emanuelsson et al. (1999), Protein Science 8:978-84. No entanto, a
previsdo de peptideos de transito de cloroplastos funcionais ndo é ob-
tido com 100% de eficiéncia por qualquer algoritmo existente. Portan-
to, é importante verificar que um peptideo de transito de cloroplastos
putativo identificado na verdade funciona conforme pretendido, por
exemplo, em uma metodologia in vitro, ou in vivo.

[0083] Peptideos de transito de cloroplastos podem estar localiza-
dos no N-término de um polipeptideo que é importado para dentro de
um plastideo, e em alguns exemplos podem estar localizados no C-
término de um polipeptideo. O peptideo de transito pode facilitar o
transporte co-ou pos-translacional de um polipeptideo compreendendo
o CTP para dentro do plastideo. Os peptideos de transito de cloroplas-
tos tipicamente compreendem entre cerca de 40 e cerca de 100 ami-
nodcidos, e foi observado que os CTPs referidos contém algumas ca-

racteristicas comuns, por exemplo, os CTPs contém muitos poucos, se
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gualquer, aminoacidos negativamente carregados (tais como &cido
aspartico, acido glutamico, asparaginas, ou glutamina); as regides de
N-terminal de CTPs carecem de aminoacidos carregados, glicina, e
prolina; a regido central de um CTP também é provavel de conter uma
proporcdo muito elevada de aminoacidos basicos ou hidroxilados (tais
como serina e treonina); e é provavel que a regido de C-terminal de
um CTP seja rica em arginina, e tenha a capacidade de compreender
uma estrutura de beta-sheet anfipatica. Proteases de plastideos po-
dem clivar o CTP do remanescente de um polipeptideo compreenden-
do o CTP depois de importacdo do polipeptideo para dentro do plasti-
deo.

[0084] Contato: Conforme usado aqui, o termo "contato com" ou
"captacdo por" uma célula, um tecido, ou um organismo (por exemplo,
uma célula de planta; tecido de planta; e plant), com respeito a uma
molécula de &cido nucleico, inclui internalizacdo da molécula de acido
nucleico no organismo, por exemplo e sem limitagdo: contactando o
organismo com uma composicdo compreendendo a molécula de acido
nucleico; e por imersdo dos organismos com uma solugdo compreen-
dendo a molécula de acido nucleico.

[0085] Endogenas: Conforme usado aqui, o termo "enddgenas" se
refere a substancias (por exemplo, moléculas de acido nucleico e poli-
peptideos) que se originam a partir de dentro de um organismo, um
tecido, ou uma célula em particular. Por exemplo, um polipeptideo
"enddgeno” expressado em uma célula de planta pode se referir a um
polipeptideo que é expressado normalmente em células do mesmo
tipo de plantas ndo manipuladas geneticamente da mesma espécie.
[0086] Expressao: Conforme usado aqui, "expressao” de uma se-
guéncia codificante (por exemplo, um gene ou um transgene) se refere
ao processo por meio do qual a informacao codificada de uma unidade

transcricional de &cido nucleico (incluindo, por exemplo, cDNA ou DNA
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gendmico) é convertida em uma parte operacional, ndo operacional,
ou estrutural de uma célula, frequentemente incluindo a sintese de
uma proteina. A expressdo de um gene pode ser influenciada por si-
nais externos; por exemplo, exposi¢ao de uma célula, de um tecido, ou
de um organismo a um agente que aumenta ou diminui a expressao
de um gene. A expressao de um gene também pode ser regulada em
qualquer lugar no caminho de DNA para RNA para proteina. Ocorre
regulacdo da expressdo de um gene, por exemplo, através de contro-
les que agem sobre a transcricao, a translacéo, o transporte e o pro-
cessamento de RNA, a degradacdo de moléculas intermediéarias tais
como mRNA, ou através de ativacdo, inativacdo, compartimentaliza-
cao, ou degradacdo de moléculas de proteinas especificas depois de
terem sido feitas, ou por combinacfes das mesmas. A expressao de
um gene pode ser medida no nivel de RNA ou no nivel de proteina por
gualquer método conhecido na técnica, incluindo, sem limitacdo, Nor-
thern blot, RT-PCR, Western blot, ou in vitro, in situ, ou um ou mais
ensaios de atividade de proteina in vivo.

[0087] Material genético: Conforme usado aqui, o termo "material
genético” inclui todos os genes, e moléculas de &cido nucleico, tais
como DNA e RNA.

[0088] Heterdlogas: Conforme usado aqui, o termo "heterélogas”
se refere a substancias (por exemplo, moléculas de acido nucleico e
polipeptideos) que ndo se originam a partir de dentro de um organis-
mo, um tecido, ou uma célula em particular. Por exemplo, um polipep-
tideo "heterdlogo” expressado em uma célula de planta pode se referir
a um polipeptideo que ndo é expressado normalmente em células do
mesmo tipo de plantas ndo manipuladas geneticamente da mesma
espécie (por exemplo, um polipeptideo que € expressado em diferen-
tes células do mesmo organismo ou células de um organismo diferen-
te).
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[0089] Isoladas: Conforme usado aqui, o termo "isoladas" se refere
a moléculas (por exemplo, moléculas de acido nucleico e polipepti-
deos) que sao substancialmente separadas ou purificadas a partir de
outras moléculas do mesmo tipo (por exemplo, outras moléculas de
acido nucleico e outros polipeptideos) com as quais a molécula é nor-
malmente associada na célula do organismo no qual a molécula ocorre
naturalmente. Por exemplo, uma molécula de acido nucleico isolada
pode ser substancialmente separada ou purificada a partir do DNA
cromossdmico ou DNA extracromossémico na célula do organismo no
gual ocorre a molécula de &cido nucleico naturalmente. Deste modo, o
termo inclui moléculas de acido nucleico recombinantes e polipepti-
deos que sao bioguimicamente purificados de tal modo que outras mo-
|éculas de acido nucleico, outros polipeptideos, e outros componentes
celulares sejam removidos. O termo também inclui moléculas de &cido
nucleico recombinantes, moléculas de acido nucleico quimicamente
sintetizadas, e polipeptideos produzidos de modo recombinante.

[0090] O termo "substancialmente purificado,” conforme usado
aqui, se refere a uma molécula que é separada de outras moléculas
normalmente associadas com a mesma em seu estado nativo. Uma
molécula substancialmente purificada pode ser a espécie predominan-
te presente em uma composi¢cao. Uma molécula substancialmente pu-
rificada pode ser, por exemplo, no minimo 60% livre, no minimo 75%
livre, ou no minimo 90% livre de outras moléculas além de um solvente
presente em uma mistura natural. O termo "substancialmente purifica-
da" ndo se refere a moléculas presentes em seu estado nativo.

[0091] Molécula de acido nucleico: Conforme usado aqui, 0 termo
"molécula de &cido nucleico” se refere a uma forma polimérica de nu-
cleotideos, os quais podem incluir tanto filamentos de sentido quanto
anti-sense de RNA, cDNA, DNA genbmico, e formas sintéticas e poli-

meros mistos dos acima. Um nucleotideo pode se referir a um ribonu-
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cleotideo, um desoxirribonucleotideo, ou uma forma modificada de
gualquer tipo de nucleotideo. Uma "molécula de acido nucleico" con-
forme usado aqui, € sinbnima com "acido nucleico" e "polinucleotideo."
Uma molécula de acido nucleico tem geralmente no minimo 10 bases
de extensdo, a menos que especificado de modo diverso. O termo in-
clui formas de DNA de filamento Unico e de filamento duplo. Moléculas
de &cido nucleico incluem formas diméricas (denominadas in tandem),
e os produtos de transcricdo de moléculas de &cido nucleico. Uma mo-
|écula de &cido nucleico pode incluir um ou outro ou ambos 0s nucleo-
tideos que ocorrem naturalmente e modificados ligados juntos por li-
gacdes de nucleotideos que ocorrem naturalmente e/ou que ndo ocor-
rem naturalmente.

[0092] Moléculas de acido nucleico podem ser modificadas quimi-
camente ou bioguimicamente, ou podem conter bases de nucleotideo
ndo naturais ou derivatizadas, conforme sera prontamente reconheci-
do por aqueles versados na técnica. As modificacGes referidas inclu-
em, por exemplo, etiquetas, metilagao, substituicdo de um ou mais dos
nucleotideos que ocorrem naturalmente com um analogo, modifica-
cOes internucleotideos (por exemplo, ligacbes ndo carregadas: por
exemplo, metil fosfonatos, fosfotriésteres, fosforamidatos, carbamatos,
etc.; ligacOes carregadas: por exemplo, fosforotioatos, fosforoditioatos,
etc.; porcdes pendentes: por exemplo, peptideos; intercaladores: por
exemplo, acridina, psoraleno, etc.; quelantes; alquiladores; e ligactes
modificadas: por exemplo, acidos nucleicos alfa anoméricos, etc.). O
termo "molécula de &cido nucleico” também inclui qualquer conforma-
cao topoldgica, incluindo conformacgdes de filamento Gnico, de filamen-
to duplo, parcialmente duplexada, triplexada, hairpinned, circular, e
padlocked.

[0093] Conforme usado aqui, com respeito a DNA, o termo "se-

guéncia codificante," "sequéncia de nucleotideos estruturais," ou "mo-
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lécula de acido nucleico estrutural” se refere a uma sequéncia de nu-
cleotideos que é em Ultima analise traduzida em um polipeptideo,
através de transcricdo e mRNA, quando colocada sob o controle de
sequéncias reguladoras apropriadas. Com respeito a RNA, o termo
"sequéncia codificante" se refere a uma sequéncia de nucleotideos
gue é traduzida em um peptideo, em um polipeptideo, ou em uma pro-
teina. Os limiares de uma sequéncia codificante sdo determinados por
um codon de inicio de translacdo no 5-término e um cdédon de parada
de translacdo no 3'-terminus. Sequéncias codificantes incluem, mas
nao estao limitadas a: DNA gendmico; cDNA; ESTs; e sequéncias de
nucleotideos recombinantes.

[0094] Em algumas modalidades, a invencao inclui sequéncias de
nucleotideos que podem ser isoladas, purificadas, ou parcialmente pu-
rificadas, por exemplo, usando métodos de separacéo tais como, por
exemplo, cromatografia de permuta ionica; por exclusdo com base no
tamanho molecular ou por afinidade; por técnicas de fracionamento
com base na solubilidade em diferentes solventes; ou métodos de en-
genharia genética tais como amplificacdo, clonagem, e subclonagem.
[0095] Identidade de sequéncia: O termo "identidade de sequén-
cia" ou "identidade," conforme usado aqui, no contexto de duas se-
guéncias de acido nucleico ou polipeptideo, pode se referir aos resi-
duos nas duas sequéncias que sao as mesmas quando alinhadas para
maxima correspondéncia sobre uma janela de comparacdo especifica-
da.

[0096] Conforme usado aqui, o termo "percentagem de identidade
de sequéncia” pode se referir ao valor determinado comparando duas
sequéncias alinhadas otimamente (por exemplo, sequéncias de acido
nucleico, e sequéncias de aminoacidos) sobre uma janela de compa-
racdo, em que a porgcao da sequéncia na janela de comparacéo po-

dem compreender adi¢cdes ou eliminacdes (isto é, intervalos) em com-

Peticdo 870190080421, de 19/08/2019, pag. 31/116



26/102

paracdo com a sequéncia de referéncia (a qual ndo compreende adi-
cbes ou eliminacdes) para 6timo alinhamento das duas sequéncias. A
percentagem € calculada determinando o nimero de posi¢cdes nas
guais o nucleotideo idéntico ou o residuo aminoacido idéntico ocorre
em ambas as sequéncias para produzir o numero de posicdes corres-
pondentes, dividindo o numero de posi¢cdes correspondentes pelo nu-
mero total de posi¢des na janela de comparacéao, e multiplicando o re-
sultado por 100 para produzir a percentagem de identidade de se-
guéncia.

[0097] Métodos para alinhamento de sequéncias para comparacao
sdo de conhecimento geral na técnica. Varios programas e algoritmos
de alinhamento sdo descritos, por exemplo: em Smith and Waterman
(1981), Adv. Appl. Math. 2:482; Needleman and Wunsch (1970), J.
Mol. Biol. 48:443; Pearson and Lipman (1988), Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 85:2444; Higgins and Sharp (1988), Gene 73:237-44; Higgins
and Sharp (1989), CABIOS 5:151-3; Corpet et al. (1988), Nucleic Acids
Res. 16:10881-90; Huang et al. (1992), Comp. Appl. Biosci. 8:155-65;
Pearson et al. (1994), Methods Mol. Biol. 24:307-31; Tatiana et al.
(1999), FEMS Microbiol. Lett. 174:247-50. Uma consideracao detalha-
da de métodos de alinhamento de sequéncias e célculos de homologia
pode ser encontrada, por exemplo, em Altschul et al. (1990), J. Mol.
Biol. 215:403-10.

[0098] A ferramenta BLAST™ (Basic Local Alignment Search Tool,
BLAST™; Altschul et al. (1990)) do National Center for Biotechnology
Information (NCBI) esta disponivel em varias fontes, incluindo o Natio-
nal Center for Biotechnology Information (Bethesda, MD), e na internet,
para uso em conexao com varios programas de analise de sequén-
cias. Uma descricdo de como determinar a identidade de sequéncias
usando este programa esta disponivel na internet na secéo "help" para

BLAST™. Para comparacdes de sequéncias de acido nucleico, a fun-
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cao "Blast 2 sequences” do programa BLAST™ (Blastn) pode ser em-
pregada para configurar para parametros default. Sequéncias de acido
nucleico com similaridade ainda maior com as sequéncias de referén-
cia vao apresentar percentagem de identidade crescente quando ava-
liadas por este método.

[0099] Especificamente hibridizavel/Especificamente complemen-
tar: Conforme usado aqui, os termos "Especificamente hibridizavel" e
"especificamente complementar” sdo termos que indicam um grau su-
ficiente de complementaridade tal que ocorre ligacdo estavel e especi-
fica entre a molécula de acido nucleico e uma molécula de acido nu-
cleico alvo. A hibridizac&o entre duas moléculas de acido nucleico en-
volve a formacédo de um alinhamento anti-paralelo entre as sequéncias
de &cido nucleico das duas moléculas de &cido nucleico. As duas mo-
|éculas sdo entdo capazes de formar ligacbes de hidrogénio com ba-
ses correspondentes sobre o filamento oposto para formar uma molé-
cula duplex que, se for suficientemente estavel, é detectavel usando
métodos de conhecimento geral na técnica. Uma molécula de acido
nucleico nao precisa ser 100% complementar a sua sequéncia alvo
para ser especificamente hibridizavel. No entanto, a quantidade de
complementaridade de sequéncia que deve existir para hibridizacao
para ser especifica € uma funcdo das condicGes de hibridizacdo usa-
das.

[00100] As condicdes de hibridizagao resultando em graus de es-
tringéncia particulares vao variar dependendo da natureza do método
de hibridizacdo de escolha e da composi¢cdo e do comprimento das
sequéncias de acido nucleico de hibridizacdo. De modo geral, a tem-
peratura de hibridizacdo e a forca ibnica (especialmente a concentra-
cao de Na*' e/ou Mg*™) do tampé&o de hibridizacdo vao determinar a
estringéncia de hibridizacdo, embora os tempos de lavagem também

influenciem a estringéncia. Célculos relativos as condi¢cdes de hibridi-
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zacao requeridas para atingir graus particulares de estringéncia sao
conhecidos por aqueles com conhecimento ordinario na técnica, e séo
discutidos, por exemplo, in Sambrook et al. (ed.) Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 2" ed., vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989, chapters 9 e 11; e Hames and
Higgins (eds.) Nucleic Acid Hybridization, IRL Press, Oxford, 1985. In-
strucdo e orientacdo detalhadas adicionais com respeito a hibridizacéo
de acidos nucleicos podem ser encontradas, por exemplo, em Tijssen,
"Overview of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid
probe assays," in Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecu-
lar Biology-Hybridization with Nucleic Acid Probes, Part I, Chapter 2,
Elsevier, NY, 1993; e Ausubel et al., Eds., Current Protocols in Molecu-
lar Biology, Chapter 2, Greene Publishing e Wiley-Interscience, NY,
1995.

[00101] Conforme usado aqui, "condi¢cdes estringentes" englobam
condicbes sob as quais somente vai ocorrer hibridizacdo se houver
menos de 20% de incompatibilidade entre a molécula de hibridizacdo e
uma sequéncia homoélogo dentro da molécula de acido nucleico alvo.
"CondicBes estringentes" incluem niveis particulares adicionais de es-
tringéncia. Deste modo, conforme usado aqui, condicbes de "modera-
da estringéncia" sao aqueles sob as quais moléculas com mais de
20% de incompatibilidade de sequéncia nao vao hibridizar; condi¢des
de "alta estringéncia" sdo aquelas sob as quais sequéncias com mais
de 10% de incompatibilidade ndo véao hibridizar; e condi¢des de "es-
tringéncia muito elevada” séo aquelas sob as quais sequéncias com
mais de 5% de incompatibilidade nao vao hibridizar.

[00102] As seguintes sao condicbes de hibridizacado representati-
vas, nao limitantes.

[00103] Condicédo de elevada estringéncia (detecta sequéncias que

partilham no minimo 90% de identidade de sequéncia): Hibridizacéo
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em 5x SSC, .1% de tampéo SDS a 65T por 16 horas; | avagem duas
vezes em 2x SSC, .1% de tampao SDS em temperatura ambiente por
15 minutos cada; e lavagem duas vezes em 0,5x SSC, .1% de tampéo
SDS a 65T por 20 minutos cada.

[00104] Condicdo de moderada estringéncia (detecta sequéncias
gue partilham no minimo 80% de identidade de sequéncia): Hibridiza-
¢cao em 5x-6x SSC, .1% de tampao SDS a 65 a 70C por 16 a 20 ho-
ras; lavagem duas vezes em 2x SSC, .1% de tampao SDS em tempe-
ratura ambiente por 5 a 20 minutos cada; e lavagem duas vezes em 1x
SSC, .1% de tampao SDS a 55 a 70C por 30 minutos ¢ ada.

[00105] Condicédo de controle nao estringente (sequéncias que par-
tilham no minimo 50% de identidade de sequéncia vao hibridizar): Hi-
bridizacdo em 6x SSC, .1% de tampao SDS em temperatura ambiente
até 55 por 16 a 20 horas; lavagem no minimo duas vezes em 2x-3X
SSC, .1% de tampédo SDS em temperatura até 55C por 20 a 30 minu-
tos cada.

[00106] Conforme usado aqui, 0 termo "substancialmente homolo-
ga" ou "substancial homologia,"” com respeito a uma sequéncia de aci-
do nucleico contigua, se refere a sequéncias de nucleotideos conti-
guas que hibridizam sob condi¢des estringentes a sequéncia de acido
nucleico de referéncia. Por exemplo, sequéncias de acido nucleico que
sdo substancialmente homélogas a uma sequéncia de acido nucleico
de referéncia de SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ
ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15e SEQ ID
NO: 16 séo as sequéncias de acido nucleico que hibridizam sob condi-
cOes estringentes (por exemplo, as condi¢cdes de Estringéncia Mode-
rada estipuladas, acima) a sequéncia de acido nucleico de referéncia
de SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12,
SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15 e SEQ ID NO: 16.

Sequéncias substancialmente homologas podem ter no minimo 80%
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de identidade de sequéncia. Por exemplo, sequéncias substancialmen-
te homélogas podem ter a partir de cerca de 80% a 100% de identida-
de de sequéncia, tal como cerca de 81%; cerca de 82%; cerca de
83%; cerca de 84%; cerca de 85%; cerca de 86%; cerca de 87%; cer-
ca de 88%,; cerca de 89%; cerca de 90%; cerca de 91%; cerca de
92%; cerca de 93%; cerca de 94% cerca de 95%; cerca de 96%; cerca
de 97%; cerca de 98%; cerca de 98.5%; cerca de 99%; cerca de
99.5%; e cerca de 100%. A propriedade de substancial homologia esta
intimamente relacionada com hibridizacdo especifica. Por exemplo,
uma molécula de &cido nucleico é especificamente hibridizavel quando
ha um grau de complementaridade suficiente de modo a evitar ligacéo
inespecifica do acido nucleico a sequéncias ndao alvo sob condicdes
em que se deseja ligacdo especifica, por exemplo, sob condi¢cdes de
hibridizacao estringentes.

[00107] Conforme usado aqui, o termo "ortdlogo" se refere a um
gene em duas ou mais espécies que evoluiu a partir de uma sequéncia
de nucleotideos de ancestral comum, e pode conservar a mesma fun-
cao nas duas ou mais espécies.

[00108] Conforme usado aqui, diz-se que duas moléculas de se-
guéncias de acido nucleico apresentam "completa complementarida-
de" quando cada nucleotideo de uma sequéncia lida na dire¢do 5 a 3’
€ complementar a cada nucleotideo da outra sequéncia quando lida na
direcdo 3' a 5. Uma sequéncia de nucleotideos que é completamente
complementar a uma sequéncia de nucleotideos de referéncia vai
apresentar uma sequéncia idéntica a sequéncia de complemento re-
verso da sequéncia de nucleotideos de referéncia. Estes termos e
descricdes sdo bem definidos na técnica e sao facilmente entendidos
por aqueles com conhecimento ordinario na técnica.

[00109] Ao determinar a percentagem de identidade de sequéncia

entre sequéncias de aminoacidos, € de conhecimento geral por aque-
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les versados na técnica que a identidade do aminoacido em uma dada
posicdo proporcionada por um alinhamento pode diferir sem afetar
propriedades desejadas dos polipeptideos compreendendo as se-
guéncias alinhadas. Nestes casos, a percentagem de identidade de
sequéncia pode ser ajustada para explicar a similaridade entre amino-
acidos substituidos conservadoramente. Estes ajustes sao de conhe-
cimento geral e sdo comumente usados por aqueles versados na téc-
nica. Vide, por exemplo, Myers and Miller (1988), Computer Applica-
tions in Biosciences 4:11-7.

[00110] Deste modo, modalidades da invencao incluem variantes
funcionais de sequéncias de aminoacidos de peptideos de transito de
plastideos exemplares, e sequéncias de acido nucleico codificando as
mesmas. Uma variante funcional de uma sequéncia de peptideo de
transito exemplar pode ser, por exemplo, um fragmento de uma se-
guéncia de aminoacidos de peptideo de transito de exemplo (tal como
um fragmento N-terminal ou C-terminal), ou uma sequéncia modificada
de uma sequéncia de aminoacidos de peptideo de transito de exemplo
de comprimento total ou fragmento de uma sequéncia de aminoacidos
de peptideo de transito de exemplo. Uma sequéncia de aminoacidos
de peptideo de transito de exemplo pode ser modificada em algumas
modalidades introduzindo uma ou mais substituicbes de aminoacidos
conservadoras. Uma substituicdo de aminoacido "conservadora" €
uma substituicdo de aminoacido na qual o residuo aminoacido € subs-
tituido por um residuo amino&cido que tem uma cadeia lateral funcio-
nal similar, um tamanho similar, e/ou uma hidrofobicidade similar. Fa-
milias de aminoacidos que podem ser usadas para substituir outro
aminoacido da msema familia de modo a introduzir uma substituicao
conservadora sdo conhecidas na técnica. Por exemplo, estas familias
de aminoacidos incluem: aminoacidos basicos (por exemplo, lisina,

arginina, e histidina); aminoacidos acidiferos (por exemplo, acido aspa-
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rtico e acido glutdmico); aminoacidos polares ndo carregados (em pH
fisiologico) (por exemplo, glicina, asparaginas, glutamina, serina, treo-
nina, tirosina, e citosina); aminoacidos ndo polares (por exemplo, ala-
nina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, e trip-
tofano); aminoacidos beta-ramificados (por exemplo, treonina, valina, e
isoleucina); e aminoacidos aromaticos (por exemplo, tirosina, fenilala-
nina, triptofano, e histidina). Vide, por exemplo, Sambrook et al. (Eds.),
supra; e Innis et al., PCR Protocols: A Guide to Methods and Applica-
tions, 1990, Academic Press, NY, USA.

[00111] Ligada operacionalmente: Uma primeira sequéncia de nu-
cleotideos é "ligada operacionalmente” com uma segunda sequéncia
de nucleotideos quando a primeira sequéncia de nucleotideos esta em
uma relacdo funcional com a segunda sequéncia de nucleotideos. Por
exemplo, um promotor € ligado operacionalmente a uma sequéncia
codificante se o promotor afetar a transcricdo ou expressao da se-
guéncia codificante. Quando produzidas de modo recombinante, se-
guéncias de nucleotideos ligadas operacionalmente geralmente sao
contiguas e, onde necessario para unir duas regides de codificacdo de
proteinas, no mesmo frame de leitura. No entanto, as sequéncias de
nucleotideos ndo precisam ser contiguas para serem ligadas operaci-
onalmente.

[00112] O termo, "ligadas operacionalmente,” quando usado em
referéncia a uma sequéncia reguladora e uma sequéncia codificante,
significa que a sequéncia reguladora afeta a expressdo da sequéncia
codificante ligada. "Sequéncias reguladoras,” ou "elementos de contro-
le," se referem a sequéncias de nucleotideos que influenciam o mo-
mento e o nivel/a quantidade de transcricdo, o processamento de RNA
ou a estabilidade, ou a translacdo da sequéncia codificante associada.
Sequéncias reguladoras podem incluir promotores; sequéncias lideres
de translacdo; introns; reforcadores; estruturas de haste-lago (stem-
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loop); sequéncias de ligacao de repressores; sequéncias de termina-
¢cao; sequéncias de reconhecimento de poliadenilacao; etc. Sequén-
cias reguladoras particulares podem estar localizadas a monante e/ou
a jusante de uma sequéncia codificante ligada operacionalmente a
mesma. Além disso, sequéncias reguladoras particulares ligadas ope-
racionalmente a uma sequéncia codificante podem estar localizadas
sobre o filamento complementar associado de uma molécula de acido
nucleico de filamento duplo.

[00113] Promotor: Conforme usado aqui, 0 termo "promotor" se re-
fere a uma regido de DNA que pode estar a montante do inicio de
transcricdo, e que pode estar envolvida no reconhecimento e na liga-
cado de RNA polimerase e outras proteinas para iniciar transcricdo. Um
promotor pode ser ligado operacionalmente a uma sequéncia codifi-
cante para expressdao em uma célula, ou um promotor pode ser ligado
operacionalmente a uma sequéncia de nucleotideos codificando uma
sequéncia de sinal a qual pode ser ligada operacionalmente a uma se-
guéncia codificante para expressdo em uma célula. Um "promotor de
planta” pode ser um promotor capaz de iniciar transcricdo em células
de plantas. Exemplos de promotores sob controle de desenvolvimento
incluem promotores que preferencialmente iniciam transcricdo em de-
terminados tecidos, tais como folhas, raizes, sementes, fibras, vasos
do xilema, traqueidos, ou esclerénquima. Os promotores referidos sao
referidos como "tecido-preferenciais." Promotores o0s quais iniciam
transcricdo somente em determinados tecidos s&o referidos como "te-
cido-especificos." Um promotor "tipo celular-especifico” essencialmen-
te dirige a expressao em determinados tipos celulares em um ou mais
orgaos, por exemplo, células vasculares em raizes ou folhas. Um pro-
motor "indutivel" pode ser um promotor o qual pode estar sob controle
ambiental. Exemplos de condicdes ambientais que podem iniciar

transcricdo por promotores indutiveis incluem condigBes anaerdbicas e
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a presenca de luz. Promotores tecido-especificos, tecido-preferencial,
tipo celular especifico, e indutiveis constituem a classe de promotores
"ndo constitutivos". Um promotor "constitutivo” € um promotor o qual
pode ser ativo sob condicdes as mais ambientais.

[00114] Qualquer promotor indutivel pode ser usado em algumas
modalidades da invencdo. Vide Ward et al. (1993), Plant Mol. Biol.
22:361-366. Com um promotor indutivel, a taxa de transcricdo aumen-
ta em resposta a um agente indutor. Exemplos de promotores induti-
veis incluem, mas n&o estao limitados a: Promotores do sistema ACEI
gue responde ao cobre; gene In2 do milho que responde a fitoproteto-
res de herbicidas de benzenossulfonamida; repressor Tet de Tnl0; e o
promotor indutivel de um gene do horménio esteroide, cuja atividade
transcricional pode ser induzida por um hormdnio glicocorticosteroide
(Schena et al. (1991), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:0421).

[00115] Exemplos de promotores constitutivos incluem, mas nao
estdo limitados a: Promotores de virus de plantas, tais como o promo-
tor 35S do CaMV; promotores dos genes da actina do arroz; promoto-
res de ubiquitina; pEMU; MAS; o promotor da H3 histona do milho; e 0
promotor de ALS, Xbal/Ncol fragmento 5’ para o gene estrutural ALS3
de Brassica napus (ou uma similaridade de sequéncia de nucleotideos
ao referido fragmento Xbal/Ncol) (Publicacdo do Pedido de Patente
Internacional No. WO 96/30530).

[00116] Adicionalmente, qualquer promotor tecido-especifico ou te-
cido-preferencial pode ser utilizado em algumas modalidades da in-
vencdo. Plantas transformadas com uma molécula de &cido nucleico
gue compreende uma sequéncia codificante ligada operacionalmente
a um promotor tecido-especifico pode produzir o produto da sequéncia
codificante exclusivamente, ou preferencialmente, em um tecido espe-
cifico. Exemplos de promotores tecido-especificos ou tecido-

preferenciais incluem, mas nao estéo limitados a: Um promotor raiz-
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preferencial, tal como o do gene da faseolina; um promotor foliar espe-
cifico e induzido pela luz tal como o de cab ou rubisco; um promotor
antera-especifico tal como o de LAT52; um promotor polen-especifico
tal como o de Zm13; e um promotor microsporo-preferencial tal como o
de apg.

[00117] Transformacéo: Conforme usado aqui, o termo "transforma-
cao" ou "transducado" se refere a transferéncia de uma ou mais molé-
culas de acido nucleico para dentro de uma célula. Uma célula é
"transformada” por uma molécula de acido nucleico transduida para
dentro da célula quando a molécula de acido nucleico se torna replica-
da de modo estavel pela célula, quer por incorporag¢do da molécula de
acido nucleico para dentro do genoma celular, ou por replicacédo epis-
sdmica. Conforme usado aqui, o termo "transformacao” engloba todas
as técnicas pelas quais uma molécula de acido nucleico pode ser in-
troduzida dentro de uma célula semelhante. Exemplos incluem, mas
nao estao limitados a: transfeccdo com vetores virais; transformacao
com vetores de plasmideo; eletroporacdo (Fromm et al. (1986), Nature
319:791-3); lipofeccdo (Felgner et al. (1987), Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 84:7413-7); microinjecao (Mueller et al. (1978), Cell 15:579-85);
transferéncia mediada por Agrobacterium (Fraley et al. (1983), Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 80:4803-7); captacao de DNA direta; e bombar-
deamento de microprojéteis (Klein et al. (1987), Nature 327:70).
[00118] Transgene: Uma sequéncia de acido nucleico exégena. Em
alguns exemplos, um transgene pode ser uma sequéncia que codifica
um polipeptideo que compreende no minimo um peptideo de transito
de cloroplastos TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26,
TraP27, ou TraP28. Em exemplos particulares, um transgene pode
codificar um polipeptideo que compreende no minimo um peptideo de
transito de cloroplastos TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19,

TraP26, TraP27, ou TraP28 e no minimo uma sequéncia de peptideo
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adicional (por exemplo, uma sequéncia de peptideo que confere resis-
téncia a herbicidas), para a qual € desejavel a expresséo do plastideo.
Nestes e em outros exemplos, um transgene pode conter sequéncias
reguladoras ligadas operacionalmente a uma sequéncia codificante do
transgene (por exemplo, um promotor). Para os fins da presente in-
vencao, o termo "transgénico." quando usado para se referir a um or-
ganismo (por exemplo, uma planta), se refere a um organismo que
compreende a sequéncia de &cido nucleico exdgena. Em alguns
exemplos, o organismo que compreende a sequéncia de acido nuclei-
co exdgena pode ser um organismo no gqual a sequéncia de acido nu-
cleico foi introduzida através de técnicas de transformacdo molecular.
Em outros exemplos, o organismo que compreende a sequéncia de
acido nucleico exdgena pode ser um organismo no qual a sequéncia
de &cido nucleico foi introduzida por, por exemplo, introgressdo ou po-
linizacdo cruzada em uma planta.

[00119] Transporte: Conforme usado aqui, 0s termos "transpor-
te(s)," "alvo(s)," e "transferéncia(s)" referem-se a propriedade de de-
terminadas sequéncias de aminoacidos da invengéo que facilita o mo-
vimento de um polipeptideo compreendendo a sequéncia de aminoa-
cidos do nucleo de uma célula hospedeira para dentro de um plastideo
da célula hospedeira. Em modalidades particulares, uma sequéncia de
aminoacidos semelhante (isto €, um CTP) pode ser capaz de transpor-
tar cerca de 100%, no minimo cerca de 95%, no minimo cerca de
90%, no minimo cerca de 85%, no minimo cerca de 80%, no minimo
cerca de 70%, no minimo cerca de 60%, e/ou ho minimo cerca de 50%
de um polipeptideo compreendendo a sequéncia de aminoacidos para
dentro de plastideos de uma célula hospedeira.

[00120] Vetor: Uma molécula de acido nucleico conforme introduzi-
da dentro de uma célula, por exemplo, para produzir uma célula trans-

formada. Um vetor pode incluir sequéncias de acido nucleico que per-
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mitem que este replique na célula hospedeira, tal como uma origem de
replicacdo. Exemplos de vetores incluem, mas néo estao limitados a:
um plasmideo; um cosmideo; um bacteriéfago; ou um virus que carre-
ga DNA exdgeno para dentro de uma célula. Um vetor também pode
incluir um ou mais genes, moléculas antisense, e/ou genes marcado-
res selecionaveis e outros elementos genéticos conhecidos na técnica.
Um vetor pode transduzir, transformar, ou infectar uma célula, deste
modo fazendo com que a célula expresse as moléculas de acido nu-
cleico e/ou proteinas codificadas pelo vetor. Um vetor opcionalmente
inclui materiais para ajudar a realizar o ingresso da molécula de acido
nucleico dentro da célula (por exemplo, um lipossoma, um revestimen-
to de proteina, etc.).

[00121] A menos que especificamente indicado ou implicito, os ter-

mos "um,"” "uma,” e "0", "a" significam "no minimo um," conforme usa-
do aqui.

[00122] A menos que especificamente explicado de modo diverso,
todos os termos técnicos e cientificos usados aqui, ttm o mesmo signi-
ficado conforme comumente entendido por aqueles com conhecimento
ordinario na técnica a qual pertence esta invencéo. Defini¢cdes de ter-
mos comuns em biologia molecular podem ser encontradas, por
exemplo, em Lewin B., Genes V, Oxford University Press, 1994 (ISBN
0-19-854287-9); Kendrew et al. (eds.), The Encyclopedia of Molecular
Biology, Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN 0-632-02182-9); e Meyers
R.A. (ed.), Molecular Biology and Biotechnology: A Comprehensive
Desk Referéncia, VCH Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-8).
Todas as percentagens sao em peso e todas as proporgdes de mistu-
ras de solventes sao por volume a menos que mencionado de modo
diverso. Todas as temperaturas sédo em graus Celsius.

V. Moléculas de acido nucleico compreendendo uma sequéncia codi-
ficante de TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27,
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ou TraP28

[00123] Em algumas modalidades, a presente invengao proporciona
uma molécula de acido nucleico qgue compreende no minimo uma se-
guéncia de nucleotideos codificando um peptideo de transito de cloro-
plastos TraP10 ligado operacionalmente a uma sequéncia de nucleoti-
deos de interesse. Em outras modalidades, a presente invencao pro-
porciona uma molécula de acido nucleico que compreende no minimo
uma sequéncia de nucleotideos codificando um peptideo de transito
de cloroplastos TraP11 ligado operacionalmente a uma sequéncia de
nucleotideos de interesse. Em outras modalidades, a presente inven-
cao proporciona uma molécula de acido nucleico que compreende no
minimo uma sequéncia de nucleotideos codificando um peptideo de
transito de cloroplastos TraP17 ligado operacionalmente a uma se-
guéncia de nucleotideos de interesse. Em outras modalidades, a pre-
sente invencao proporciona uma molécula de acido nucleico que com-
preende no minimo uma sequéncia de nucleotideos codificando um
peptideo de transito de cloroplastos TraP18 ligado operacionalmente a
uma sequéncia de nucleotideos de interesse. Em outras modalidades,
a presente invencao proporciona uma molécula de acido nucleico que
compreende no minimo uma sequéncia de nucleotideos codificando
um peptideo de transito de cloroplastos TraP19 ligado operacional-
mente a uma sequéncia de nucleotideos de interesse. Em outras mo-
dalidades, a presente invencao proporciona uma molécula de &cido
nucleico que compreende no minimo uma sequéncia de nucleotideos
codificando um peptideo de transito de cloroplastos TraP26 ligado
operacionalmente a uma sequéncia de nucleotideos de interesse. Em
outras modalidades, a presente invencdo proporciona uma molécula
de acido nucleico que compreende no minimo uma sequéncia de nu-
cleotideos codificando um peptideo de transito de cloroplastos TraP27

ligado operacionalmente a uma sequéncia de nucleotideos de interes-
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se. Em outras modalidades, a presente invengao proporciona uma mo-
|écula de &cido nucleico que compreende no minimo uma sequéncia
de nucleotideos codificando um peptideo de transito de cloroplastos
TraP28 ligado operacionalmente a uma sequéncia de nucleotideos de
interesse.

[00124] Em modalidades particulares, a sequéncia de nucleotideos
de interesse pode ser uma sequéncia de nucleotideos que codifica um
polipeptideo de interesse. Em modalidades particulares, € proporcio-
nada uma unica molécula de acido nucleico que codifica um polipepti-
deo em que uma sequéncia de peptideo TraP10 é fundida ao N-
término de um polipeptideo de interesse. Em modalidades particulares,
€ proporcionada uma Unica molécula de acido nucleico que codifica
um polipeptideo em que uma sequéncia de peptideo TraP11 é fundida
ao N-término de um polipeptideo de interesse. Em modalidades parti-
culares, é proporcionada uma unica molécula de acido nucleico que
codifica um polipeptideo em que uma sequéncia de peptideo TraP17 é
fundida ao N-término de um polipeptideo de interesse. Em modalida-
des particulares, é proporcionada uma Unica molécula de acido nuclei-
co gue codifica um polipeptideo em que uma sequéncia de peptideo
TraP18 é fundida ao N-término de um polipeptideo de interesse. Em
modalidades particulares, € proporcionada uma Unica molécula de aci-
do nucleico que codifica um polipeptideo em que uma sequéncia de
peptideo TraP19 é fundida ao N-término de um polipeptideo de inte-
resse. Em modalidades particulares, é proporcionada uma unica molé-
cula de acido nucleico que codifica um polipeptideo em que uma se-
guéncia de peptideo TraP26 € fundida ao N-término de um polipepti-
deo de interesse. Em modalidades particulares, é proporcionada uma
unica molécula de &cido nucleico que codifica um polipeptideo em que
uma sequéncia de peptideo TraP27 € fundida ao N-término de um po-

lipeptideo de interesse. Em modalidades particulares, é proporcionada
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uma unica molécula de acido nucleico que codifica um polipeptideo em
gue uma sequéncia de peptideo TraP28 é fundida ao N-término de um
polipeptideo de interesse.

[00125] Em moléculas de acido nucleico proporcionadas em algu-
mas modalidades da invencao, o ultimo cédon de uma sequéncia de
nucleotideos codificando um peptideo de transito de cloroplastos
TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28
e o primeiro cédon de uma sequéncia de nucleotideos de interesse
podem ser separados por qualquer niamero de tripletos de nucleoti-
deos, por exemplo, sem coding for um "STOP" codon. Em alguns
exemplos, uma sequéncia codificando os primeiros aminoacidos de
uma proteina madura normalmente associada com um peptideo de
transito em um polipeptideo precursor natural pode estar presente en-
tre o Ultimo cédon de uma sequéncia de nucleotideos codificando um
peptideo de transito de cloroplastos TraP10, TraP11, TraP17, TraP18,
TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 e o primeiro cédon de uma se-
guéncia de nucleotideos de interesse. Uma sequéncia separando uma
sequéncia de nucleotideos codificando um peptideo de transito de clo-
roplastos TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27,
ou TraP28 e o primeiro codon de uma sequéncia de nucleotideos de
interesse pode, por exemplo, consistir de quaquer sequéncia, de tal
modo que ndo é provavel que a sequéncia de aminoacidos codificada
altere significativamente a traducdo do polipeptideo quimérico e sua
translocacdo para um plastideo. Nestas modalidades e em modalida-
des adicionais, o ultimo cdédon de uma sequéncia de nucleotideos co-
dificando um peptideo de transito de cloroplastos TraP10, TraP11,
TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 pode ser fundido
em fase-registro (in phase-register) com o primeiro cédon da sequén-
cia de nucleotideos de interesse diretamente contigua a este, ou sepa-

rado da mesma por ndo mais de uma sequéncia de peptideo curta, tal
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como a codificada por um encadeador de nucleotideos sintético (por
exemplo, um encadeador de nucleotideos que pode ter sido usado pa-
ra obter a fuséao).

[00126] Em algumas modalidades, pode ser desejavel modificar os
nucleotideos de uma sequéncia de nucleotideos de interesse e/ou de
uma sequéncia codificante de TraP10, TraP11, TraPl1l7, TraP18,
TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 fundida a esta em uma Unica se-
guéncia codificante, por exemplo, para reforcar a expressao da se-
guéncia codificante em um hospedeiro particular. O codigo genético €
redundante com 64 cdédons possiveis, porém a maioria dos organis-
mos preferencialmente usam um subgrupo destes cédons. Os cddons
gue sao utilizados o mais frequentemente em uma espécie sao deno-
minados cédons 6timos, e 0s ndo utilizados com muita frequéncia séo
classificados como cédons raros ou de baixo uso. Zhang et al. (1991),
Gene 105:61-72. Os codons podem ser substituidos para refletir o uso
de codons preferencial de um hospedeiro particular em um processo
algumas vezes referido como "otimizacdo de codons." Sequéncias co-
dificantes otimizadas contendo codons preferenciais por um hospedei-
ro procariético ou eucariético em particular podem ser preparadas, por
exemplo, para aumentar a taxa de translacdo ou para produzir trans-
criptos de RNA recombinantes tendo propriedades desejaveis (por
exemplo, uma meia-vida mais longa, em comparacao com transcriptos
produzidos a partir de uma sequéncia nao otimizada).

[00127] Algumas modalidades incluem variantes funcionais de
TraP10. Variantes funcionais de TraP10 incluem, por exemplo e sem
limitacdo: homodlogos e ortélogos do peptideo TraP10 estipulado como
SEQ ID NO: 1; peptideos de transito de cloroplastos que compreen-
dem uma sequéncia de aminoacidos contigua dentro da SEQ ID NO:
1; peptideos TraP10 truncados; peptideos de transito de cloroplastos

mais longos que compreendem uma sequéncia de aminoacidos conti-
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gua dentro da SEQ ID NO: 1; peptideos de transito de cloroplastos
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos contigua dentro da
SEQ ID NO: 1 que tem uma ou mais substituicdes de aminoacidos
conservadoras; e peptideos de transito de cloroplastos compreenden-
do uma sequéncia de aminoacidos contigua dentro da SEQ ID NO: 1
gue tem uma ou mais substituicbes de aminoacidos ndo conservado-
ras que sao demonstradas para direcionar um peptideo ligado opera-
cionalmente para um plastideo em uma célula contendo plastideo.

[00128] Algumas modalidades incluem variantes funcionais de
TraP11. Variantes funcionais de TraP11 incluem, por exemplo e sem
limitacdo: homodlogos e ortélogos do peptideo TraP11 estipulado como
SEQ ID NO: 2; peptideos de transito de cloroplastos que compreen-
dem uma sequéncia de aminoacidos contigua dentro da SEQ ID NO:
2; peptideos TraP11 truncados; peptideos de transito de cloroplastos
mais longos que compreendem uma sequéncia de aminoacidos conti-
gua dentro da SEQ ID NO: 2; peptideos de transito de cloroplastos
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos contigua dentro da
SEQ ID NO: 2 que tem uma ou mais substituicdes de aminoacidos
conservadoras; e peptideos de transito de cloroplastos compreenden-
do uma sequéncia de aminoacidos contigua dentro da SEQ ID NO: 2
gue tem uma ou mais substituicbes de aminoacidos ndo conservado-
ras que sao demonstradas para direcionar um peptideo ligado opera-
cionalmente para um plastideo em uma célula contendo plastideo.

[00129] Algumas modalidades incluem variantes funcionais de
TraP17. Variantes funcionais de TraP17 incluem, por exemplo e sem
limitacdo: homodlogos e ortélogos do peptideo TraP17 estipulado como
SEQ ID NO: 3; peptideos de transito de cloroplastos que compreen-
dem uma sequéncia de aminoacidos contigua dentro da SEQ ID NO:
3; peptideos TraP17 truncados; peptideos de transito de cloroplastos

mais longos que compreendem uma sequéncia de aminoacidos conti-
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gua dentro da SEQ ID NO: 3; peptideos de transito de cloroplastos
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos contigua dentro da
SEQ ID NO: 3 que tem uma ou mais substituicdes de aminoacidos
conservadoras; e peptideos de transito de cloroplastos compreenden-
do uma sequéncia de aminoacidos contigua dentro da SEQ ID NO: 3
gue tem uma ou mais substituicbes de aminoacidos ndo conservado-
ras que sao demonstradas para direcionar um peptideo ligado opera-
cionalmente para um plastideo em uma célula contendo plastideo.

[00130] Algumas modalidades incluem variantes funcionais de
TraP18. Variantes funcionais de TraP18 incluem, por exemplo e sem
limitacdo: homodlogos e ortélogos do peptideo TraP18 estipulado como
SEQ ID NO: 4; peptideos de transito de cloroplastos que compreen-
dem uma sequéncia de aminoacidos contigua dentro da SEQ ID NO:
4; peptideos TraP18 truncados; peptideos de transito de cloroplastos
mais longos que compreendem uma sequéncia de aminoacidos conti-
gua dentro da SEQ ID NO: 4; peptideos de transito de cloroplastos
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos contigua dentro da
SEQ ID NO: 4 que tem uma ou mais substituicdes de aminoacidos
conservadoras; e peptideos de transito de cloroplastos compreenden-
do uma sequéncia de aminoacidos contigua dentro da SEQ ID NO: 4
gue tem uma ou mais substituicbes de aminoacidos ndo conservado-
ras que sao demonstradas para direcionar um peptideo ligado opera-
cionalmente para um plastideo em uma célula contendo plastideo.

[00131] Algumas modalidades incluem variantes funcionais de
TraP19. Variantes funcionais de TraP19 incluem, por exemplo e sem
limitacdo: homodlogos e ortélogos do peptideo TraP19 estipulado como
SEQ ID NO: 5; peptideos de transito de cloroplastos que compreen-
dem uma sequéncia de aminoacidos contigua dentro da SEQ ID NO:
5; peptideos TraP19 truncados; peptideos de transito de cloroplastos

mais longos que compreendem uma sequéncia de aminoacidos conti-
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gua dentro da SEQ ID NO: 5; peptideos de transito de cloroplastos
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos contigua dentro da
SEQ ID NO: 5 que tem uma ou mais substituicdes de aminoacidos
conservadoras; e peptideos de transito de cloroplastos compreenden-
do uma sequéncia de aminoacidos contigua dentro da SEQ ID NO: 5
gue tem uma ou mais substituicbes de aminoacidos ndo conservado-
ras que sao demonstradas para direcionar um peptideo ligado opera-
cionalmente para um plastideo em uma célula contendo plastideo.

[00132] Algumas modalidades incluem variantes funcionais de
TraP26. Variantes funcionais de TraP26 incluem, por exemplo e sem
limitacdo: homodlogos e ortélogos do peptideo TraP26 estipulado como
SEQ ID NO: 6; peptideos de transito de cloroplastos que compreen-
dem uma sequéncia de aminoacidos contigua dentro da SEQ ID NO:
6; peptideos TraP26 truncados; peptideos de transito de cloroplastos
mais longos que compreendem uma sequéncia de aminoacidos conti-
gua dentro da SEQ ID NO: 6; peptideos de transito de cloroplastos
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos contigua dentro da
SEQ ID NO: 6 que tem uma ou mais substituicdes de aminoacidos
conservadoras; e peptideos de transito de cloroplastos compreenden-
do uma sequéncia de aminoacidos contigua dentro da SEQ ID NO: 6
gue tem uma ou mais substituicbes de aminoacidos ndo conservado-
ras que sao demonstradas para direcionar um peptideo ligado opera-
cionalmente para um plastideo em uma célula contendo plastideo.

[00133] Algumas modalidades incluem variantes funcionais de
TraP27. Variantes funcionais de TraP27 incluem, por exemplo e sem
limitacdo: homodlogos e ortélogos do peptideo TraP27 estipulado como
SEQ ID NO: 7; peptideos de transito de cloroplastos que compreen-
dem uma sequéncia de aminoacidos contigua dentro da SEQ ID NO:
7; peptideos TraP27 truncados; peptideos de transito de cloroplastos

mais longos que compreendem uma sequéncia de aminoacidos conti-
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gua dentro da SEQ ID NO: 7; peptideos de transito de cloroplastos
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos contigua dentro da
SEQ ID NO: 7 que tem uma ou mais substituicdes de aminoacidos
conservadoras; e peptideos de transito de cloroplastos compreenden-
do uma sequéncia de aminoacidos contigua dentro da SEQ ID NO: 7
gue tem uma ou mais substituicbes de aminoacidos ndo conservado-
ras que sao demonstradas para direcionar um peptideo ligado opera-
cionalmente para um plastideo em uma célula contendo plastideo.

[00134] Algumas modalidades incluem variantes funcionais de
TraP28. Variantes funcionais de TraP28 incluem, por exemplo e sem
limitacdo: homodlogos e ortélogos do peptideo TraP28 estipulado como
SEQ ID NO: 8; peptideos de transito de cloroplastos que compreen-
dem uma sequéncia de aminoacidos contigua dentro da SEQ ID NO:
8; peptideos TraP28 truncados; peptideos de transito de cloroplastos
mais longos que compreendem uma sequéncia de aminoacidos conti-
gua dentro da SEQ ID NO: 8; peptideos de transito de cloroplastos
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos contigua dentro da
SEQ ID NO: 8 que tem uma ou mais substituicdes de aminoacidos
conservadoras; e peptideos de transito de cloroplastos compreenden-
do uma sequéncia de aminoacidos contigua dentro da SEQ ID NO: 8
gue tem uma ou mais substituicbes de aminoacidos ndo conservado-
ras que sao demonstradas para direcionar um peptideo ligado opera-
cionalmente para um plastideo em uma célula contendo plastideo.

[00135] Algumas modalidades da inveng¢do também incluem uma
molécula de acido nucleico que compreende uma sequéncia de nucle-
otideos codificando um peptideo TraP10, TraP11, TraP17, TraP18,
TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28. As moléculas de acido nucleico
referidas podem ser Uteis, por exemplo, para facilitar a manipulacédo da
sequéncia codificante de TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19,

TraP26, TraP27, ou TraP28 em técnicas de biologia molecular. Por
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exemplo, em algumas modalidades, uma sequéncia codificante de
TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28
pode ser introduzida em um vetor adequado para sub-clonagem da
sequéncia em um vetor de expressao, ou uma sequéncia codificante
de TraP10, TraP11, TraPl17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou
TraP28 pode ser introduzida em uma molécula de acido nucleico que
facilita a producdo de uma molécula de acido nucleico adicional com-
preendendo a sequéncia codificante de TraP10, TraP11, TraP17,
TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 ligada operacionalmente
a uma sequéncia de nucleotideos de interesse.

[00136] Em exemplos particulares, um peptideo TraP10 é igual a ou
tem menos de 72 aminoacidos de comprimento. Por exemplo, um pep-
tideo TraP10 pode ter 72, 71, 70, 69, 68, 67, 66, 65, 64, 63, 62 ou me-
nos aminoacidos de comprimento. Em determinados exemplos, um
peptideo TraP10 compreende a sequéncia de aminoacidos estipulada
na SEQ ID NO: 1, ou uma variante funcional da mesma. Deste modo,
um peptideo TraP10 pode compreender uma sequéncia de aminoaci-
dos compreendendo a SEQ ID NO: 1, ou uma variante funcional da
mesma, em que o comprimento do peptideo TraP10 ou variante funci-
onal do mesmo é igual a ou tem menos de 72 aminoacidos de com-
primento. Em determinados exemplos, um peptideo TraP10 ou varian-
te funcional do mesmo pode compreender uma sequéncia de aminoa-
cidos que é, por exemplo, no minimo 80%, no minimo 85%, no minimo
90%, no minimo 92%, no minimo 94%, no minimo 95%, no minimo
96%, no minimo 97%, no minimo 98%, no minimo 99%, ou 100% idén-
tica a SEQ ID NO: 1.

[00137] Todas as sequéncias de nucleotideos que codificam, por
exemplo, o peptideo TraP10 de SEQ ID NO: 1, ou variantes funcionais
das mesmas compreendendo menos do que a sequéncia inteira de

SEQ ID NO: 1, vao ser imediatamente reconheciveis por aqueles ver-
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sados na técnica. A degeneracdo do cddigo genético proporciona um
namero finito de sequéncias de codificacdo para uma sequéncia de
aminoacidos em particular. A selecdo de uma sequéncia em particular
para codificar um peptideo TraP10 estéd dentro do critério do profissio-
nal. Diferentes sequéncias de codificacdo podem ser desejaveis em
diferentes aplicagcbes. Por exemplo, de modo a aumentar a expressao
do peptideo TraP10 em um hospedeiro particular, pode ser seleciona-
da uma sequéncia codificante a qual reflete a tendéncia de uso de co-
dons do hospedeiro. A titulo de exemplo, um peptideo TraP10 pode
ser codificado pela sequéncia de nucleotideos estipulada como SEQ
ID NO: 9.

[00138] Em exemplos particulares, um peptideo TraP11 é igual a ou
tem menos de 68 aminoacidos de comprimento. Por exemplo, um pep-
tideo TraP11 pode ter 68, 67, 66, 65, 64, 63, 62, 61, 60, 59, ou menos
aminoacidos de comprimento. Em determinados exemplos, um pepti-
deo TraP11l compreende a sequéncia de aminoacidos estipulada na
SEQ ID NO: 2, ou uma variante funcional da mesma. Deste modo, um
peptideo TraP11 pode compreender uma sequéncia de aminoacidos
compreendendo a SEQ ID NO: 2, ou uma variante funcional da mes-
ma, em que o comprimento do peptideo TraP11 ou variante funcional
do mesmo é igual a ou tem menos de 68 aminoacidos de comprimen-
to. Em determinados exemplos, um peptideo TraP11 ou variante fun-
cional do mesmo pode compreender uma sequéncia de aminoacidos
gue é, por exemplo, no minimo 80%, no minimo 85%, no minimo 90%,
no minimo 92%, no minimo 94%, no minimo 95%, no minimo 96%, no
minimo 97%, no minimo 98%, no minimo 99%, ou 100% idéntica a
SEQ ID NO: 2.

[00139] Todas as sequéncias de nucleotideos que codificam, por
exemplo, o peptideo TraP11 de SEQ ID NO: 2, ou variantes funcionais

das mesmas compreendendo menos do que a sequéncia inteira de
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SEQ ID NO: 2, vao ser imediatamente reconheciveis por aqueles ver-
sados na técnica. A degeneracdo do cddigo genético proporciona um
namero finito de sequéncias de codificacdo para uma sequéncia de
aminoacidos em particular. A selecdo de uma sequéncia em particular
para codificar um peptideo TraP11 estd dentro do critério do profissio-
nal. Diferentes sequéncias de codificacdo podem ser desejaveis em
diferentes aplicagcbes. Por exemplo, de modo a aumentar a expressao
do peptideo TraP11 em um hospedeiro particular, pode ser seleciona-
da uma sequéncia codificante a qual reflete a tendéncia de uso de c6-
dons do hospedeiro. A titulo de exemplo, um peptideo TraP11l pode
ser codificado pela sequéncia de nucleotideos estipulada como SEQ
ID NO: 10.

[00140] Em exemplos particulares, um peptideo TraP17 é igual a ou
tem menos de 66 aminoacidos de comprimento. Por exemplo, um pep-
tideo TraP17 pode ter 66, 65, 64, 63, 62, 61, 60, 59, 58 ou menos ami-
noacidos de comprimento. Em determinados exemplos, um peptideo
TraP17 compreende a sequéncia de aminoacidos estipulada na SEQ
ID NO: 3, ou uma variante funcional da mesma. Deste modo, um pep-
tideo TraP17 pode compreender uma sequéncia de aminoacidos com-
preendendo a SEQ ID NO: 3, ou uma variante funcional da mesma,
em que o comprimento do peptideo TraP17 ou variante funcional do
mesmo € igual a ou tem menos de 66 aminoacidos de comprimento.
Em determinados exemplos, um peptideo TraP17 ou variante funcional
do mesmo pode compreender uma sequéncia de aminoacidos que €,
por exemplo, no minimo 80%, no minimo 85%, no minimo 90%, no
minimo 92%, no minimo 94%, no minimo 95%, no minimo 96%, no
minimo 97%, no minimo 98%, no minimo 99%, ou 100% idéntica a
SEQ ID NO: 3.

[00141] Todas as sequéncias de nucleotideos que codificam, por

exemplo, o peptideo TraP17 de SEQ ID NO: 3, ou variantes funcionais
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das mesmas compreendendo menos do que a sequéncia inteira de
SEQ ID NO: 3, vao ser imediatamente reconheciveis por aqueles ver-
sados na técnica. A degeneracdo do cddigo genético proporciona um
namero finito de sequéncias de codificacdo para uma sequéncia de
aminoacidos em particular. A selecdo de uma sequéncia em particular
para codificar um peptideo TraP17 estd dentro do critério do profissio-
nal. Diferentes sequéncias de codificacdo podem ser desejaveis em
diferentes aplicagcbes. Por exemplo, de modo a aumentar a expressao
do peptideo TraP17 em um hospedeiro particular, pode ser seleciona-
da uma sequéncia codificante a qual reflete a tendéncia de uso de co-
dons do hospedeiro. A titulo de exemplo, um peptideo TraP17 pode
ser codificado pela sequéncia de nucleotideos estipulada como SEQ
ID NO: 11.

[00142] Em exemplos particulares, um peptideo TraP18 é igual a ou
tem menos de 67 aminoacidos de comprimento. Por exemplo, um pep-
tideo TraP18 pode ter 67, 66, 65, 64, 63, 62, 61, 60, 59, ou menos
aminoacidos de comprimento. Em determinados exemplos, um pepti-
deo TraP18 compreende a sequéncia de aminoacidos estipulada na
SEQ ID NO: 4, ou uma variante funcional da mesma. Deste modo, um
peptideo TraP18 pode compreender uma sequéncia de aminoacidos
compreendendo a SEQ ID NO: 4, ou uma variante funcional da mes-
ma, em que o comprimento do peptideo TraP18 ou variante funcional
do mesmo é igual a ou tem menos de 67 aminoacidos de comprimen-
to. Em determinados exemplos, um peptideo TraP18 ou variante fun-
cional do mesmo pode compreender uma sequéncia de aminoacidos
gue é, por exemplo, no minimo 80%, no minimo 85%, no minimo 90%,
no minimo 92%, no minimo 94%, no minimo 95%, no minimo 96%, no
minimo 97%, no minimo 98%, no minimo 99%, ou 100% idéntica a
SEQ ID NO: 4.

[00143] Todas as sequéncias de nucleotideos que codificam, por
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exemplo, o peptideo TraP18 de SEQ ID NO: 4, ou variantes funcionais
das mesmas compreendendo menos do que a sequéncia inteira de
SEQ ID NO: 4, vao ser imediatamente reconheciveis por aqueles ver-
sados na técnica. A degeneracdo do cddigo genético proporciona um
namero finito de sequéncias de codificacdo para uma sequéncia de
aminoacidos em particular. A selecdo de uma sequéncia em particular
para codificar um peptideo TraP18 estd dentro do critério do profissio-
nal. Diferentes sequéncias de codificacdo podem ser desejaveis em
diferentes aplicacbes. Por exemplo, de modo a aumentar a expressao
do peptideo TraP18 em um hospedeiro particular, pode ser seleciona-
da uma sequéncia codificante a qual reflete a tendéncia de uso de co-
dons do hospedeiro. A titulo de exemplo, um peptideo TraP18 pode
ser codificado pela sequéncia de nucleotideos estipulada como SEQ
ID NO: 12.

[00144] Em exemplos particulares, um peptideo TraP19 é igual a ou
tem menos de 67 aminoacidos de comprimento. Por exemplo, um pep-
tideo TraP19 pode ter 67, 66, 65, 64, 63, 62, 61, 60, 59, ou menos
aminoacidos de comprimento. Em determinados exemplos, um pepti-
deo TraP19 compreende a sequéncia de aminoacidos estipulada na
SEQ ID NO: 5, ou uma variante funcional da mesma. Deste modo, um
peptideo TraP19 pode compreender uma sequéncia de aminoacidos
compreendendo a SEQ ID NO: 5, ou uma variante funcional da mes-
ma, em que o comprimento do peptideo TraP19 ou variante funcional
do mesmo é igual a ou tem menos de 67 aminoacidos de comprimen-
to. Em determinados exemplos, um peptideo TraP19 ou variante fun-
cional do mesmo pode compreender uma sequéncia de aminoacidos
gue é, por exemplo, no minimo 80%, no minimo 85%, no minimo 90%,
no minimo 92%, no minimo 94%, no minimo 95%, no minimo 96%, no
minimo 97%, no minimo 98%, no minimo 99%, ou 100% idéntica a
SEQ ID NO: 5.
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[00145] Todas as sequéncias de nucleotideos que codificam, por
exemplo, o peptideo TraP19 de SEQ ID NO: 5, ou variantes funcionais
das mesmas compreendendo menos do que a sequéncia inteira de
SEQ ID NO: 5, vao ser imediatamente reconheciveis por aqueles ver-
sados na técnica. A degeneracdo do cddigo genético proporciona um
namero finito de sequéncias de codificacdo para uma sequéncia de
aminoacidos em particular. A selecdo de uma sequéncia em particular
para codificar um peptideo TraP19 estéd dentro do critério do profissio-
nal. Diferentes sequéncias de codificacdo podem ser desejaveis em
diferentes aplicagcbes. Por exemplo, de modo a aumentar a expressao
do peptideo TraP19 em um hospedeiro particular, pode ser seleciona-
da uma sequéncia codificante a qual reflete a tendéncia de uso de co-
dons do hospedeiro. A titulo de exemplo, um peptideo TraP19 pode
ser codificado pela sequéncia de nucleotideos estipulada como SEQ
ID NO: 13.

[00146] Em exemplos particulares, um peptideo TraP26 é igual a ou
tem menos de 60 aminoacidos de comprimento. Por exemplo, um pep-
tideo TraP26 pode ter 60, 59, 58, 57, 56, 55, 54, 53, 52, 51, ou menos
aminoacidos de comprimento. Em determinados exemplos, um pepti-
deo TraP26 compreende a sequéncia de aminoacidos estipulada na
SEQ ID NO: 6, ou uma variante funcional da mesma. Deste modo, um
peptideo TraP26 pode compreender uma sequéncia de aminoacidos
compreendendo a SEQ ID NO: 6, ou uma variante funcional da mes-
ma, em que o comprimento do peptideo TraP26 ou variante funcional
do mesmo é igual a ou tem menos de 60 aminoacidos de comprimen-
to. Em determinados exemplos, um peptideo TraP26 ou variante fun-
cional do mesmo pode compreender uma sequéncia de aminoacidos
gue é, por exemplo, no minimo 80%, no minimo 85%, no minimo 90%,
no minimo 92%, no minimo 94%, no minimo 95%, no minimo 96%, no

minimo 97%, no minimo 98%, no minimo 99%, ou 100% idéntica a
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SEQ ID NO: 6.

[00147] Todas as sequéncias de nucleotideos que codificam, por
exemplo, o peptideo TraP26 de SEQ ID NO: 6, ou variantes funcionais
das mesmas compreendendo menos do que a sequéncia inteira de
SEQ ID NO: 6, vao ser imediatamente reconheciveis por aqueles ver-
sados na técnica. A degeneracdo do cddigo genético proporciona um
namero finito de sequéncias de codificacdo para uma sequéncia de
aminoacidos em particular. A selecdo de uma sequéncia em particular
para codificar um peptideo TraP26 estd dentro do critério do profissio-
nal. Diferentes sequéncias de codificacdo podem ser desejaveis em
diferentes aplicagcbes. Por exemplo, de modo a aumentar a expressao
do peptideo TraP26 em um hospedeiro particular, pode ser seleciona-
da uma sequéncia codificante a qual reflete a tendéncia de uso de c6-
dons do hospedeiro. A titulo de exemplo, um peptideo TraP26 pode
ser codificado pela sequéncia de nucleotideos estipulada como SEQ
ID NO: 14.

[00148] Em exemplos particulares, um peptideo TraP27 é igual a ou
tem menos de 61 aminoacidos de comprimento. Por exemplo, um pep-
tideo TraP27 pode ter 61, 60, 59, 58, 57, 56, 55, 54, ou menos amino-
acidos de comprimento. Em determinados exemplos, um peptideo
TraP27 compreende a sequéncia de aminoacidos estipulada na SEQ
ID NO: 7, ou uma variante funcional da mesma. Deste modo, um pep-
tideo TraP27 pode compreender uma sequéncia de aminoacidos com-
preendendo a SEQ ID NO: 7, ou uma variante funcional da mesma,
em que o comprimento do peptideo TraP27 ou variante funcional do
mesmo € igual a ou tem menos de 61 aminoacidos de comprimento.
Em determinados exemplos, um peptideo TraP27 ou variante funcional
do mesmo pode compreender uma sequéncia de aminoacidos que é,
por exemplo, no minimo 80%, no minimo 85%, no minimo 90%, no

minimo 92%, no minimo 94%, no minimo 95%, no minimo 96%, no
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minimo 97%, no minimo 98%, no minimo 99%, ou 100% idéntica a
SEQ ID NO: 7.

[00149] Todas as sequéncias de nucleotideos que codificam, por
exemplo, o peptideo TraP27 de SEQ ID NO: 7, ou variantes funcionais
das mesmas compreendendo menos do que a sequéncia inteira de
SEQ ID NO: 7, vao ser imediatamente reconheciveis por aqueles ver-
sados na técnica. A degeneracdo do cddigo genético proporciona um
namero finito de sequéncias de codificacdo para uma sequéncia de
aminoacidos em particular. A selecdo de uma sequéncia em particular
para codificar um peptideo TraP27 estd dentro do critério do profissio-
nal. Diferentes sequéncias de codificacdo podem ser desejaveis em
diferentes aplicagcbes. Por exemplo, de modo a aumentar a expressao
do peptideo TraP27 em um hospedeiro particular, pode ser seleciona-
da uma sequéncia codificante a qual reflete a tendéncia de uso de co-
dons do hospedeiro. A titulo de exemplo, um peptideo TraP27 pode
ser codificado pela sequéncia de nucleotideos estipulada como SEQ
ID NO: 15.

[00150] Em exemplos particulares, um peptideo TraP28 é igual a ou
tem menos de 60 aminoacidos de comprimento. Por exemplo, um pep-
tideo TraP28 pode ter 60, 59, 58, 57, 56, 55, 54, 53, 52, 51, ou menos
aminoacidos de comprimento. Em determinados exemplos, um pepti-
deo TraP28 compreende a sequéncia de aminoacidos estipulada na
SEQ ID NO: 8, ou uma variante funcional da mesma. Deste modo, um
peptideo TraP28 pode compreender uma sequéncia de aminoacidos
compreendendo a SEQ ID NO: 8, ou uma variante funcional da mes-
ma, em que o comprimento do peptideo TraP28 ou variante funcional
do mesmo é igual a ou tem menos de 60 aminoacidos de comprimen-
to. Em determinados exemplos, um peptideo TraP28 ou variante fun-
cional do mesmo pode compreender uma sequéncia de aminoacidos

gue é, por exemplo, no minimo 80%, no minimo 85%, no minimo 90%,
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no minimo 92%, no minimo 94%, no minimo 95%, no minimo 96%, no
minimo 97%, no minimo 98%, no minimo 99%, ou 100% idéntica a
SEQ ID NO: 8.

[00151] Todas as sequéncias de nucleotideos que codificam, por
exemplo, o peptideo TraP28 de SEQ ID NO: 8, ou variantes funcionais
das mesmas compreendendo menos do que a sequéncia inteira de
SEQ ID NO: 8, vao ser imediatamente reconheciveis por aqueles ver-
sados na técnica. A degeneracdo do cddigo genético proporciona um
namero finito de sequéncias de codificacdo para uma sequéncia de
aminoacidos em particular. A selecdo de uma sequéncia em particular
para codificar um peptideo TraP28 estd dentro do critério do profissio-
nal. Diferentes sequéncias de codificacdo podem ser desejaveis em
diferentes aplicagcbes. Por exemplo, de modo a aumentar a expressao
do peptideo TraP28 em um hospedeiro particular, pode ser seleciona-
da uma sequéncia codificante a qual reflete a tendéncia de uso de co-
dons do hospedeiro. A titulo de exemplo, um peptideo TraP28 pode
ser codificado pela sequéncia de nucleotideos estipulada como SEQ
ID NO: 16.

[00152] Qualquer polipeptideo pode ser direcionado para um plasti-
deo de uma célula contendo plastideo por incorporacdo de uma se-
quéncia de peptideo TraP10, TraP1l1l, TraPl1l7, TraP18, TraP19,
TraP26, TraP27, ou TraP28. Por exemplo, um polipeptideo pode ser
ligado a uma sequéncia de peptideo TraP10, TraP11, TraP17, TraP18,
TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 em algumas modalidades, de
modo a direcionar o polipeptideo para um plastideo em uma célula em
gue a molécula de polipeptideo-TraP10, TraP11, TraP17, TraP18,
TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 ligada é expressada. Em modali-
dades particulares, um polipeptideo direcionado para um plastideo por
incorporagao de uma sequéncia de TraP10, TraP11, TraP17, TraP18,
TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 pode ser, por exemplo, um poli-
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peptideo que é expressado normalmente em um plastideo de uma cé-
lula em que o polipeptideo é expressado nativamente. Por exemplo e
sem limitacdo, um polipeptideo direcionado para um plastideo por in-
corporacdo de uma sequéncia de TraP10, TraP11, TraP17, TraP18,
TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 pode ser um polipeptideo envol-
vido em resisténcia a herbicidas, resisténcia a virus, resisténcia a pa-
tdgenos bacterianos, resisténcia a insetos, resisténcia a nematodeos,
ou resisténcia a fungos. Vide, por exemplo, as Patentes dos Estados
Unidos Nos.: 5.569.823; 5.304.730; 5.495.071; 6.329.504; e 6.337.431.
Um polipeptideo direcionado para um plastideo por incorporacdo de
uma sequéncia de TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26,
TraP27, ou TraP28 pode ser alternativamente, por exemplo e sem limi-
tacdo, um polipeptideo envolvido no vigor ou na produtividade da plan-
ta (incluindo polipeptideos envolvidos em tolerdncia a temperaturas
extremas, as condi¢cdes do solo, aos niveis de luminosidade, aos ni-
veis de agua, aos niveis de nitrogénio, e a0 meio ambiente quimico),
ou um polipeptideo que pode ser usado como um marcador para iden-
tificar uma planta compreendendo um traco de interesse (por exemplo,
um produto genético marcador selecionavel, um polipeptideo envolvido
em cor das sementes, etc.).

[00153] Exemplos ndo limitantes de polipeptideos envolvidos em
resisténcia a herbicidas que podem ser ligados a uma sequéncia de
peptideo TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27,
ou TraP28 em algumas modalidades da invencao incluem: acetolac-
tase sintase (ALS), acetolactase sintase mutada, e precursores da
acetolactase sintase (vide, por exemplo, a Patente dos Estados Unidos
No. 5.013.659); EPSPS (vide, por exemplo, as Patentes dos Estados
Unidos Nos. 4.971.908 e 6.225.114), tal como em algumas modalida-
des uma DGT-28 ou uma EPSPS classe IV, ou em outras modalidades

uma CP4 EPSPS ou uma EPSPS classe lll; enzimas que modificam

Peticdo 870190080421, de 19/08/2019, pag. 61/116



56/102

um processo fisiolégico que ocorre em um plastideo, incluindo fotos-
sintese, e sintese de acidos graxos, aminoacidos, 6leos, arotenoides,
terpenoides, amido, etc. Outros exemplos ndo limitantes de polipepti-
deos que podem ser ligados a um peptideo TraP10, TraP11, TraP17,
TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 em modalidades particu-
lares incluem: zeaxantina epoxidase, colina monooxigenase, ferroque-
latase, acido graxo 6mega-3 dessaturase, glutamina sintetase, enzi-
mas de modificacdo de amido, polipeptideos envolvidos em sintese de
aminoacidos essenciais, provitamina A, horménios, proteinas toxinas
do Bt, etc. Sequéncias de nucleotideos codificando os peptideos su-
pracitados estdo disponiveis na técnica, e as sequéncias de nucleoti-
deos referidas podem ser ligadas operacionalmente a uma sequéncia
de nucleotideos codificando um peptideo TraP10, TraP11, TraP17,
TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 para ser expressada em
um polipeptideo compreendendo o polipeptideo de interesse ligado ao
peptideo TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27,
ou TraP28. Além do mais, sequéncias de nucleotideos adicionais codi-
ficando qualquer um dos polipeptideos supracitados podem ser identi-
ficadas por aqueles versados na técnica (por exemplo, por clonagem
de genes com alta homologia a outros genes codificando o polipepti-
deo particular). Assim que uma sequéncia de nucleotideos semelhante
foi identificada, pode ser projetada uma segunda sequéncia de nucleo-
tideos compreendendo uma sequéncia codificante de TraP10, TraP11,
TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 ligada operacio-
nalmente a sequéncia de nucleotideos identificada, ou uma sequéncia
codificando um polipeptideo equivalente.

V. Expressao de polipeptideos compreendendo um peptideo de transi-
to de cloroplastos TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26,
TraP27, ou TraP28

[00154] Em algumas modalidades, no minimo uma ou mais molécu-
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las de acido nucleico compreendendo uma sequéncia de nucleotideos
codificando um polipeptideo compreendendo no minimo um peptideo
de transito de cloroplastos TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19,
TraP26, TraP27, ou TraP28 pode ser introduzida em uma célula, em
um tecido, ou em um organismo para expressdo do polipeptideo no
mesmo. Em modalidades particulares, uma molécula de acido nucleico
pode compreender uma sequéncia de nucleotideos de interesse ligado
operacionalmente a uma sequéncia de nucleotideos codificando um
peptideo de transito de cloroplastos TraP10, TraP11, TraP17, TraP18,
TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28. Por exemplo, uma molécula de
acido nucleico pode compreender uma sequéncia codificante codifi-
cando um polipeptideo compreendendo no minimo um peptideo de
transito de cloroplastos TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19,
TraP26, TraP27, ou TraP28 e no minimo uma sequéncia de peptideo
adicional codificada por uma sequéncia de nucleotideos de interesse.
Em algumas modalidades, uma molécula de &cido nucleico da inven-
cdo pode ser introduzida em um célula hospedeira contendo plastideo,
em um tecido hospedeira contendo plastideo, ou em um organismo
hospedeira contendo plastideo (por exemplo, uma célula de planta, um
tecido de planta, e uma planta), de tal modo que um polipeptideo pode
ser expressado a partir da molécula de &cido nucleico na célula hos-
pedeira contendo plastideo, no tecido hospedeira contendo plastideo,
ou no organismo hospedeiro contendo plastideo, em que o polipepti-
deo expressado compreende no minimo um peptideo de transito de
cloroplastos TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26,
TraP27, ou TraP28 e no minimo uma sequéncia de peptideo adicional
codificada por uma sequéncia de nucleotideos de interesse. Em de-
terminados exemplos, o peptideo de transito de cloroplastos TraP10,
TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 de um

polipeptideo expressado semelhante pode facilitar o direcionamento
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de uma porcéo do polipeptideo compreendendo no minimo a sequén-
cia de peptideo adicional para um plastideo da célula hospedeira, do
tecido hospedeiro, ou do organismo hospedeiro.

[00155] Em algumas modalidades, uma molécula de acido nucleico
da invencdo pode ser introduzida em uma célula contendo plastideo
por uma de quaisquer das metodologias de conhecimento geral da-
queles versados na técnica. Em modalidades particulares, uma célula
hospedeira, um tecido hospedeiro, ou um organismo hospedeira pode
ser posto em contato com uma molécula de acido nucleico da inven-
cado de modo a introduzir a molécula de &cido nucleico dentro da célu-
la, do tecido, ou do organismo. Em modalidades particulares, uma cé-
lula pode ser transformada com uma molécula de &cido nucleico da
invencéo de tal modo que a molécula de acido nucleico seja introduzi-
da dentro da célula, e a molécula de acido nucleico seja integrada de
modo estavel no genoma da célula. Em algumas modalidades, uma
molécula de acido nucleico que compreende no minimo uma sequén-
cia de nucleotideos codificando um peptideo de transito de cloroplas-
tos TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou
TraP28 ligada operacionalmente a uma sequéncia de nucleotideos de
interesse pode ser usada para transformacdo de uma célula, por
exemplo, uma célula contendo plastideo (por exemplo, uma célula de
planta). De modo a iniciar ou reforcar a expressdo, uma molécula de
acido nucleico pode compreender uma ou mais sequéncias regulado-
ras, cujas sequéncias reguladoras podem ser ligadas operacionalmen-
te & sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo compre-
endendo no minimo um peptideo de transito de cloroplastos TraP10,
TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28.

[00156] Uma molécula de acido nucleico pode ser, por exemplo, um
sistema vetorial incluindo, por exemplo, um plasmideo linear ou um

plasmideo circular fechado. Em modalidades particulares, o vetor pode
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ser um vetor de expressdo. Sequéncias de acido nucleico da invencao
podem ser, por exemplo, inseridas em um vetor, de tal modo que a
sequéncia de acido nucleico seja ligada operacionalmente a uma ou
mais sequéncias reguladoras. Muitos vetores estdo disponiveis para
este fim, e a selecdo do vetor em particular pode depender, por exem-
plo, do tamanho do acido nucleico a ser inserido no vetor e da célula
hospedeira em particular a ser transformada com o vetor. Um vetor
tipicamente contém varios componentes, cuja identidade depende de
uma funcao do vetor (por exemplo, amplificacdo de DNA e expressao
de DNA), e da uma ou mais células hospedeiras em particular com as
quais o vetor é compativel.

[00157] Algumas modalidades podem incluir um vetor de transfor-
macao de planta que compreende uma sequéncia de nucleotideos
compreendendo no minimo uma das sequéncias reguladoras descritas
acima ligada operacionalmente a uma ou mais sequéncias de nucleo-
tideos codificando um polipeptideo compreendendo no minimo um
peptideo de transito de cloroplastos TraP10, TraP11, TraP17, TraP18,
TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28. A uma ou mais sequéncias de
nucleotideos podem ser expressadas, sob o controle da uma ou mais
sequéncias reguladoras, em uma ceélula de planta, de um tecido, ou de
um organismo para produzir um polipeptideo compreendendo um pep-
tideo de transito de cloroplastos TraP10, TraP11l, TraP17, TraP18,
TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 que direciona no minimo uma
porcdo do polipeptideo para um plastideo da célula de planta, do teci-
do, ou do organismo.

[00158] Em algumas modalidades, uma sequéncia reguladora liga-
do operacionalmente a uma sequéncia de nucleotideos codificando um
polipeptideo compreendendo no minimo um peptideo de transito de
cloroplastos TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26,

TraP27, ou TraP28, pode ser uma sequéncia de promotor que funcio-

Peticdo 870190080421, de 19/08/2019, pag. 65/116



60/102

na em uma célula hospedeira, tal como uma célula bacteriana em que
a molécula de acido nucleico deve ser amplificada, ou uma célula de
planta em que a molécula de &cido nucleico deve ser expressada.
Promotores adequados para uso em moléculas de acido nucleico da
invencdo incluem os que séo indutiveis, virais, sintéticos, ou constituti-
vos, todos os quais sdo de conhecimento geral na técnica. Exemplos
nao limitantes de promotores que podem ser Uteis em modalidades da
invengcdo sao proporcionados pelas: Patentes dos Estados Unidos
Nos. 6.437.217 (promotor RS81 do milho); 5.641.876 (promotor de ac-
tina do arroz); 6.426.446 (promotor RS324 do milho); 6.429.362 (pro-
motor PR-1 do milho); 6.232.526 (promotor A3 do milho); 6.177.611
(promotores do milho constitutivos); 5.322.938, 5.352.605, 5.359.142,
e 5.530.196 (promotor 35S); 6.433.252 (promotor de L3 oleosina do
milho); 6.429.357 (promotor de actina 2 do arroz, e intron de actina 2
do arroz); 6.294.714 (promotores indutiveis pela luz); 6.140.078 (pro-
motores indutiveis por sais); 6.252.138 (promotores indutiveis por pa-
tégenos); 6,175,060 (promotores indutiveis por deficiéncia de fésforo);
6.388.170 (promotores bidirecionais); 6.635.806 (promotor de gama-
coixina); e Pedido de Patente dos Estados Unidos Serial No.
09/757.089 (promotor da aldolase de cloroplastos do milho).

[00159] Exemplos adicionais de promotores incluem o promotor da
nopalina sintase (NOS) (Ebert et al. (1987), Proc. Natl. Acad. Sci. USA
84(16):5745-9); o promotor da octopina sintase (OCS) (o qual é carre-
gado sobre plasmideos de inducdo tumoral de Agrobacterium tumefa-
ciens); os promotores do caulimovirus tais como o promotor 19S do
virus do mosaico da couve-flor (CaMV) (Lawton et al. (1987), Plant
Mol. Biol. 9:315-24); o promotor 35S do CaMV (Odell et al. (1985), Na-
ture 313:810-2; o promotor 35S do virus do mosaico da escrofuléria
(Walker et al. (1987), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84(19):6624-8); o

promotor da sacarose sintase (Yang and Russell (1990), Proc. Natl.
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Acad. Sci. USA 87:4144-8); o promotor do complexo genético R
(Chandler et al. (1989), Plant Cell 1:1175-83); o promotor do gene da
proteina de ligacdo de clorofila a/b; CaMV35S (Patentes dos Estados
Unidos Nos. 5.322.938, 5.352.605, 5.359.142, e 5.530.196); FMV35S
(Patentes dos Estados Unidos Nos. 6.051.753, e 5.378.619); um pro-
motor PC1SV (Patente dos Estados Unidos No. 5.850.019); o promo-
tor SCP1 (Patente dos Estados Unidos No. 6.677.503); e os promoto-
res AGRtu.nos (GenBank Acesso No. V00087; Depicker et al. (1982),
J. Mol. Appl. Genet. 1:561-73; Bevan et al. (1983), Nature 304:184-7).
[00160] Em modalidades particulares, moléculas de acido nucleico
da invencdo podem compreender um promotor tecido-especifico. Um
promotor tecido-especifico € uma sequéncia de nucleotideos que dire-
ciona um maior nivel de transcricdo de uma sequéncia de nucleotideos
ligada operacionalmente no tecido para o qual o promotor € especifico,
em relagdo aos outros tecidos do organismo. Exemplos de promotores
tecido-especificos incluem, sem limitagdo: promotores tapetum-
especificos; promotores de antera especificos; promotores de pédlen
especificos (vide, por exemplo, a Patente dos Estados Unidos No. No.
7.141.424, e a Publicacdo do Pedido de Patente Internacional No. WO
99/042587); promotores de oOvulo especificos; (vide, por exemplo, o
Pedido de Patente dos Estados Unidos No. 2001/047525 Al); promo-
tores de fruto especificos (vide, por exemplo, a Patente dos Estados
Unidos No. Nos. 4.943.674, e 5.753.475); e promotores de semente
especificos (vide, por exemplo, as Patentes dos Estados Unidos Nos.
5.420.034, e 5.608.152). Em algumas modalidades, um promotor de
estagio de desenvolvimento especifico (por exemplo, um promotor ati-
vOo em um estagio de desenvolvimento posterior) pode ser usado em
uma composi¢ao ou em um método da invencgao.

[00161] Sequéncias reguladoras adicionais que em algumas moda-

lidades podem ser ligadas operacionalmente a uma molécula de acido
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nucleico incluem 5" UTRs localizadas entre uma promotor sequéncia e
uma sequéncia codificante que funcionam como uma sequéncia lider
de translacdo. A sequéncia lider de translacdo esta presente no mRNA
totalmente processado, e pode afetar o processamento do transcripto
primario, e/ou estabilidade de RNA. Exemplos de sequéncias lideres
de translacao incluem lideres do choque térmico do milho e da petunia
(Patente dos Estados Unidos No. 5.362.865), lideres de proteinas do
revestimento do virus da planta, lideres do rubisco da planta, e outras.
Vide, por exemplo, Turner and Foster (1995), Molecular Biotech.
3(3):225-36. Exemplos ndo limitantes de 5' UTRs sao proporcionados
por: GmHsp (Patente dos Estados Unidos No. 5.659.122); PhDnaK
(Patente dos Estados Unidos No. 5.362.865); AtAntl; TEV (Carrington
and Freed (1990), J. Virol. 64:1590-7); e AGRtunos (GenBank Acesso
No. V00087; e Bevan et al. (1983), Nature 304:184-7).

[00162] Sequéncias reguladoras adicionais que em algumas moda-
lidades podem ser ligadas operacionalmente a uma molécula de acido
nucleico também incluem sequéncias néo traduzidas 3', regibes de
terminacdo de transcricao 3', ou regides de poli-adenilacdo. Estas sao
elementos genéticos localizados a jusante de uma sequéncia de nu-
cleotideos, e incluem polinucleotideos que proporcionam sinal de poli-
adenilagcao, e/ou outros sinais regulacores capazes de afetar a trans-
cricdo ou o processamento de mRNA. O sinal de poliadenilagéo funci-
ona em plantas causando a adicdo de nucleotideos poliadenilados a
extremidade 3' do precursor de mRNA. A sequéncia de poliadenilacéo
pode ser derivada a partir de uma variedade de genes de plantas, ou a
partir de genes de T-DNA. Um exemplo n&o limitante de uma regi&o de
terminacdo de transcricdo 3' é a regido 3' de nopalina sintase (nos 3';
Fraley et al. (1983), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:4803-7). Um exem-
plo do uso de diferentes regifes ndo traduzidas 3' € proporcionado em
Ingelbrecht et al., (1989), Plant Cell 1:671-80. Exemplos néo limitantes
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de sinais de poliadenilacéo incluem um entre um gene RbcS2 de Pi-
sum sativum (Ps.RbcS2-E9; Coruzzi et al. (1984), EMBO J. 3:1671-9)
e AGRtu.nos (GenBank Acesso No. E01312).

[00163] Uma molécula de acido nucleico recombinante ou vetor da
presente invencdo pode compreender um marcador selecionavel que
confere um fenoétipo selecionavel sobre uma célula transformada, tal
como uma célula de planta. Marcadores selecionaveis também podem
ser usados para selecionar plantas ou células de plantas que compre-
endem a molécula de &cido nucleico recombinante da invencdo. O
marcador pode codificar para resisténcia a biocidas, resisténcia a anti-
bidticos (por exemplo, kanamycin, Geneticin (G418), bleomicina, hi-
gromicina, etc.), ou resisténcia a herbicidas (por exemplo, glifosato,
etc.). Exemplos de marcadores selecionaveis incluem, mas ndo estédo
limitados a: um gene neo o qual codifica para resisténcia a canamicina
e pode ser selecionado para o uso de canamicina, G418, etc.; um ge-
ne bar o qual codifica para resisténcia a bialaphos; um gene de EPSP
sintase mutante o qual codifica para resisténcia a glifosato; um gene
de nitrilase o qual confere resisténcia a bromoxinil; um gene de aceto-
lactato sintase mutante (ALS) o qual confere resisténcia a imidazolino-
na ou a sulfonilureia; e um gene DHFR resistente a metotrexato. Estao
disponiveis mdltiplos marcadores selecionaveis que conferem resis-
téncia a ampicilina, bleomicina, cloranfenicol, gentamicina, higromici-
na, canamicina, lincomicina, metotrexato, fosfinotricina, puromicina,
espectinomicina, rifampicina, estreptomicina e tetraciclina, e semelhan-
tes. Exemplos de semelhantes marcadores selecionaveis séo ilustra-
dos, por exemplo, nas Patentes dos Estados Unidos Nos.: 5.550.318;
5.633.435; 5.780.708 e 6.118.047.

[00164] Uma molécula de acido nucleico recombinante ou vetor da
presente invencdo pode também ou alternativamente incluir um mar-

cador triavel. Marcadores triaveis podem ser usados para monitorar a

Peticdo 870190080421, de 19/08/2019, pag. 69/116



64/102

expressdo. Exemplos de marcadores tridveis incluem um gene de [3-
glucuronidase ou uidA (GUS) o qual codifica uma enzima para a qual
sdo conhecidos varios substratos cromogénicos (Jefferson et al.
(1987), Plant Mol. Biol. Rep. 5:387-405); um gene do l6cus R, o qual
codifica um produto que regula a producao de pigmentos de antociani-
na (cor vermelha) em tecidos de plantas (Dellaporta et al. (1988) "Mo-
lecular cloning of the maize R-nj allele by transposon tagging with Ac."
In 18" Stadler Genetics Symposium, P. Gustafson and R. Appels, eds.
(New York: Plenum), pp. 263-82); um gene da -lactamase (Sutcliffe et
al. (1978), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75:3737-41); um gene o qual co-
difica uma enzima para a qual sdo conhecidos varios substratos cro-
mogénicos (por exemplo, PADAC, uma cefalosporina cromogénica);
um gene de luciferase (Ow et al. (1986), Science 234:856-9); um gene
xylE que codifica uma catecol dioxigenase que pode converter ca-
tecois cromogénicos (Zukowski et al. (1983), Gene 46(2-3):247-55);
um gene de amilase (Ikatu et al. (1990), Bio/Technol. 8:241-2); um ge-
ne de tirosinase o qual codifica uma enzima capaz de oxidar tirosina
para DOPA e dopaquinona a qual por sua vez condensa para melani-
na (Katz et al. (1983), J. Gen. Microbiol. 129:2703-14); e uma a-
galactosidase.

[00165] Métodos adequados para transformacao de células hospe-
deiras incluem qualgquer método pelo qual DNA pode ser introduzido
em uma célula, por exemplo e sem limitacdo: por transformacédo de
protoplastos (vide, por exemplo, a Patente dos Estados Unidos No.
5.508.184); por captacdo DNA mediada por dessecacao/inibicao (vide,
por exemplo, Potrykus et al. (1985), Mol. Gen. Genet. 199:183-8); por
eletroporacédo (vide, por exemplo, a Patente dos Estados Unidos No.
5.384.253); por agitacdo com fibras de carboneto de silicio (vide, por
exemplo, as Patentes dos Estados Unidos Nos. 5.302.523 e
5.464.765); por transformacdo mediada por Agrobacterium (vide, por
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exemplo, as Patentes dos Estados Unidos Nos. 5.563.055, 5.591.616,
5.693.512, 5.824.877, 5.981.840, e 6.384.301); e por aceleracao de
particulas revestidas com DNA (vide, por exemplo, as Patentes dos
Estados Unidos Nos. 5.015.580, 5.550.318, 5.538.880, 6.160.208,
6.399.861, e 6.403.865); etc. Através da aplicacdo de técnicas tais
como estas, as células de virtualmente quaisquer espécies podem ser
transformadas de modo estavel. Em algumas modalidades, a trans-
formacdo do DNA é integrada no genoma da célula hospedeira. No
caso de espécies multicelulares, células transgénicas podem ser rege-
neradas em um organismo transgénico. Qualguer uma destas teécni-
cas pode ser usada para produzir uma planta transgénica, por exem-
plo, compreendendo uma ou sequéncias de acido nucleico da inven-
¢ao no genoma da planta transgénica.

[00166] O método mais amplamente utilizado para a introducdo de
um vetor de expressao em plantas se baseia no sistema de transfor-
macao natural de Agrobacterium. A. tumefaciens e A. rhizogenes séo
bactérias do solo patogénicas para as plantas as quais transformam
geneticamente células de plantas. Os plasmideos Ti e Ri de A. tume-
faciens e A. rhizogenes, respectivamente, carregam genes responsa-
veis por transformacao genética da planta. Os plasmideos Ti (de indu-
¢cao tumoral) contém um grande segmento, conhecido como T-DNA, o
gual é transferido para plantas transformadas. Outro segmento do
plasmideo Ti, a regido vir, é responsavel por transferéncia de T-DNA.
A regido do T-DNA é delimitada por repeticbes de terminais. Em al-
guns vetores binarios modificados, os genes de inducao tumoral forma
eliminados, e as fungdes da regido vir sdo utilizadas para transferir
DNA estranho delimitado pelas sequéncias de limite de T-DNA. A regi-
ao T também pode conter, por exemplo, um marcador selecionavel
para recuperacao eficaz de células e plantas transgénicas, e um sitio

de multipla clonagem para insercdo de sequéncias para transferéncia
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tais como um acido nucleico codificando TraP10, TraP11l, TraP17,
TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28.

[00167] Deste modo, em algumas modalidades, um vetor de trans-
formacao de planta é derivado a partir de um plasmideo Ti de A. tume-
faciens (vide, por exemplo, as Patentes dos Estados Unidos Nos.
4.536.475, 4.693.977, 4.886.937, e 5.501.967; e a Patente Europeia
No. EP 0 122 791) ou um plasmideo Ri de A. rhizogenes. Vetores de
transformacédo de planta adicionais incluem, por exemplo e sem limita-
¢cao, os descritos por Herrera-Estrella et al. (1983), Nature 303:209-13;
Bevan et al. (1983), Nature 304:184-7; Klee et al. (1985), Bio/Technol.
3:637-42; e na Patente Europeia No. EP 0 120 516, e os derivados a
partir de qualquer um dos precedentes. Outras bactérias tais como Si-
norhizobium, Rhizobium, e Mesorhizobium que interagem com plantas
naturalmente podem ser modificadas para mediar a transferéncia ge-
nética para uma série de plantas diversas. Estas bactérias simbioticas
associadas com planta podem ser tornadas competenter para transfe-
réncia genética por aquisicdo tanto de um plasmideo Ti desarmado
guanto de um vetor binério adequado.

[00168] Depois de proporcionar DNA exégeno para células recepto-
ras, células transformadas séo geralmente identificadas para cultura
posterior e regeneracao da planta. De modo a melhorar a capacidade
de identificar células transformadas, pode-se desejar empregar um
gene marcador selecionavel ou tridvel, conforme previamente estipu-
lado, com o vetor usado para gerar o transformante. No caso em que é
usado um marcador selecionavel, as células transformadas séo identi-
ficadas dentro da populagao celular potencialmente transformada ex-
pondo as células a um agente ou agentes seletivos. No caso em que
um € usado um marcador triavel, as células podem ser triadas para o
traco do gene marcador desejado.

[00169] Células que sobrevivem a exposi¢cdo ao agente seletivo, ou
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células que tenham sido marcadas como positivas em um ensaio de
triagem, podem ser cultivadas em meio que suporta a regeneragao de
plantas. Em algumas modalidades, qualquer meio de cultura de tecido
de planta adequado (por exemplo, meios MS e N6) pode ser modifica-
do incluindo substancias adicionais, tais como reguladores do cresci-
mento. O tecido pode ser mantido sobre um meio basico com regula-
dores do crescimento até estar disponivel tecido suficiente para iniciar
os esforcos de regeneracdo da planta, ou depois de rodadas repetidas
de selecdo manual, até a morfologia do tecido ser adequada para re-
generacgao (por exemplo, no minimo 2 semanas), € em seguida trans-
ferido para meio favoravel para a formacgéo de vergbnteas. As culturas
sao transferidas periodicamente até ter ocorrido suficiente formacéo de
vergdnteas. Assim que as vergonteas sao formadas, séo transferidas
para meio favoravel para a formacéo de raizes. Assim que raizes sufi-
cientes sao formadsa, as plantas podem ser transferidas para o solo
para crescimento adicional e maturidade.

[00170] De modo a confirmar a presenca de uma molécula de acido
nucleico de interesse (por exemplo, uma sequéncia de nucleotideos
codificando um polipeptideo compreendendo no minimo um peptideo
de transito de cloroplastos TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19,
TraP26, TraP27, ou TraP28) em uma planta em regeneracdo, podem
ser realizados uma variedade de ensaios. Os ensaios referidos inclu-
em, por exemplo: ensaios de biologia molecular, tais como Southern e
Northern blotting, PCR, e sequenciamento de acido nucleico; ensaios
bioquimicos, tais como deteccéo da presenca de um produto de prote-
ina, por exemplo, por meios imunologicos (ELISA e/ou Western blots)
ou por funcdo enzimética; ensaios de partes de plantas, tais como en-
saios de folhas ou de raizes; e analise do fendtipo da planta regenera-
da inteira.

[00171] Eventos de integracdo podem ser analisados, por exemplo,
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por amplificacdo por PCR usando, por exemplo, iniciadores de oligo-
nucleotideos especificos para uma sequéncia de nucleotideos de inte-
resse. Genotipagem por PCR é entendida como incluindo, mas nao
estando limitada a, reacdo de cadeia polimerase (PCR) amplificacdo
de DNA gendmico derivado a partir de tecido de planta hospedeira iso-
lado previsto para conter uma molécula de acido nucleico de interesse
integrada no genoma, seguida por clonagem de rotina e analise de se-
guéncia de produtos de amplificacdo por PCR. Métodos de genotipa-
gem por PCR foram descritos de modo geral (vide, por exemplo, Rios,
G. et al. (2002), Plant J. 32:243-53) e podem ser aplicados a DNA ge-
némico derivado a partir de quaisquer espécies de plantas (por exem-
plo, Z. mays ou G. max) ou tipo de tecido, incluindo culturas celulares.
[00172] Uma planta transgénica formada usando métodos de trans-
formacdo dependentes de Agrobacterium tipicamente contém uma
Unica sequéncia de DNA recombinante inserida dentro de um cromos-
soma. A Unica sequéncia de DNA recombinante é referida como um
"evento transgénico” ou "evento de integracdo." As plantas transgéni-
cas referidas o mais provavelmente sdo heterozigotos para a sequén-
cia de DNA inserida. Em algumas modalidades, uma planta transgéni-
ca heterozigoto com respeito a um transgene pode ser obtida por aca-
salamento sexual (autopolinizagdo) de uma planta transgénica segre-
gante independente que contém uma Unica sequéncia genética exo-
gena consigo mesma, por exemplo, uma planta To, para produzir se-
mentes Ti. Um quarto das sementes T, produzidas serd homozigoto
com respeito ao transgene. A germinacao de sementes T, resulta em
plantas que podem ser testadas para heterozigosidade, tipicamente
usando um ensaio de SNP ou um ensaio de amplificacdo a base de
PCR que permite a distingdo entre heterozigotos e homozigotos (isto
€, um ensaio de zigosidade).

[00173] Em modalidades particulares, copias de no minimo um po-
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lipeptideo compreendendo no minimo um peptideo de transito de clo-
roplastos TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27,
ou TraP28 sdo produzidas em uma célula contendo plastideo, dentro
da qual tenha sido introduzida no minimo uma ou mais moléculas de
acido nucleico compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codifi-
cando o no minimo um polipeptideo compreendendo no minimo um
peptideo de transito de cloroplastos TraP10, TraP11, TraP17, TraP18,
TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28. Cada polipeptideo compreen-
dendo no minimo um peptideo de transito de cloroplastos TraP10,
TraP1l, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 pode
ser expressado a partir de multiplas sequéncias de acido nucleico in-
troduzidas em diferentes eventos de transformacao, ou a partir de uma
Unica sequéncia de &cido nucleico introduzida em um Unico evento de
transformacdo. Em algumas modalidades, uma pluralidade de seme-
Ihantes polipeptideos é expressada sob o controle de um Unico promo-
tor. Em outras modalidades, uma pluralidade de semelhantes polipep-
tideos é expressada sob o controle de mdltiplos promotores. Podem
ser expressados polipeptideos Unicos que compreendem mudltiplas se-
guéncias de peptideos, das quais cada uma sequéncias de peptideos
deve ser direcionada para um plastideo.

[00174] Além de direcionar a transformacdo de uma planta com
uma molécula de acido nucleico recombinante, as plantas transgéni-
cas podem ser preparadas cruzando uma primeira planta que tem no
minimo um evento transgénico com uma segunda planta que nao ca-
rece de um evento semelhante. Por exemplo, uma molécula de acido
nucleico recombinante compreendendo uma sequéncia de nucleoti-
deos codificando um polipeptideo que compreende no minimo um pep-
tideo de transito de cloroplastos TraP10, TraP11, TraP17, TraP18,
TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 pode ser introduzida em uma

primeira linhagem de planta que é suscetivel a transformacdo, para
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produzir uma planta transgénica, cuja planta transgénica pode ser cru-
zada com uma segunda linhagem de planta para introgressao da se-
guéncia de nucleotideos que codifica o polipeptideo para dentro da
segunda linhagem de planta.

VI. Materiais de plantas compreendendo um polipeptideo direcionado

para peptideo de transito de cloroplastos TraP10, TraP11, TraP17,
TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28

[00175] Em algumas modalidades, é proporcionada uma planta, em

gue a planta compreende uma célula de planta compreendendo uma
sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo compreenden-
do no minimo um peptideo de transito de cloroplastos TraP10, TraP11,
TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28. Em modalida-
des particulares, uma planta semelhante pode ser produzida por trans-
formacdo de um tecido de planta ou de uma célula de planta, e rege-
neracao de uma planta inteira. Em modalidades adicionais, uma planta
semelhante pode ser obtida a partir de uma fonte comercial, ou atra-
vés de introgressdo de um acido nucleico compreendendo uma se-
guéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo compreendendo
no minimo um peptideo de transito de cloroplastos TraP10, TraP11,
TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 em um germo-
plasma. Também sao proporcionados materiais de plantas compreen-
dendo uma célula de planta compreendendo uma sequéncia de nucle-
otideos codificando um polipeptideo compreendendo no minimo um
peptideo de transito de cloroplastos TraP10, TraP11, TraP17, TraP18,
TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28. Um material de planta semelhan-
te pode ser obtido a partir de uma planta compreendendo a célula de
planta. Em modalidades adicionais, o material de planta € uma célula
de planta que é incapaz de regeneracdo para produzir uma planta.

[00176] Uma planta transgénica ou um material de planta compre-

endendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo
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compreendendo no minimo um peptideo de transito de cloroplastos
TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28
em algumas modalidades pode apresentar uma ou mais das seguintes
caracteristicas: expressdo do polipeptideo em uma célula da planta;
expressdo de uma porcdo do polipeptideo em um plastideo de uma
célula da planta; importacao do polipeptideo a partir do citosol de uma
célula da planta para dentro de um plastideo da célula; expressao
plastideo-especifica do polipeptideo em uma célula da planta; e/ou lo-
calizacao do polipeptideo em uma célula da planta. Uma planta seme-
lhante pode ter adicionalmente um ou mais tracos desejaveis diferen-
tes de expressdo do polipeptideo codificado. Os tracos referidos po-
dem incluir, por exemplo: resisténcia a insetos, outras pragas, e agen-
tes causadores de doenca; tolerancias a herbicidas; aumento da esta-
bilidade, produtividade, ou vida util; tolerancias ambientais; producéo
farmacéutica; producao de produtos industriais; e melhoramentos nu-
tricionais.

[00177] Uma planta transgénica de acordo com a invencdo pode
ser qualquer planta capaz de ser transformada com uma molécula de
acido nucleico da invencdo. Por conseguinte, a planta pode ser uma
dicotiledbnea ou uma monocotiledonea. Exemplos ndo limitantes de
plantas dicotiledéneas utilizaveis nos presentes métodos incluem: Ara-
bidopsis, alfalfa, feijdes, brocolis, repolho, cenoura, couve-flor, aipo,
repolho chinés, algodao, pepino, berinjela, alface, melédo, revilha, pi-
mentdo, amendoim, batata, abdbora, rabanete, colza, espinafre, soja,
moranga, beterraba sacarina, girassol, tabaco, tomate, e melancia.
Exemplos ndo limitantes de plantas monocotiledéneas utilizaveis nos
presentes métodos incluem: milho, Brassica, cebola, arroz, sorgo, tri-
go, centeio, painco, cana-de-acgUcar, aveia, triticale, switchgrass, e
turfgrass. Plantas transgénicas de acordo com a invencao podem ser

usadas ou cultivadas em qualquer maneira.
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[00178] Algumas modalidades também proporcionam produtos de
base contendo uma ou mais sequéncias de nucleotideos codificando
um polipeptideo compreendendo no minimo um peptideo de transito
de cloroplastos TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26,
TraP27, ou TraP28, por exemplo, um produto de base produzido a par-
tir de uma planta ou semente recombinante contendo uma ou mais das
sequéncias de nucleotideos referidas. Produtos de base contendo uma
ou mais sequéncias de nucleotideos codificando um polipeptideo
compreendendo no minimo um peptideo de transito de cloroplastos
TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28
incluem, por exemplo e sem limitacdo: produtos alimenticios, refei-
cOes, 6leos, ou grdos ou sementes triturados ou inteiros de uma planta
compreendendo uma ou mais sequéncias de nucleotideos codificando
um polipeptideo compreendendo no minimo um peptideo de transito
de cloroplastos TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26,
TraP27, ou TraP28. A deteccdo de uma ou mais sequéncias de nucle-
otideos codificando um polipeptideo compreendendo no minimo um
peptideo de transito de cloroplastos TraP10, TraP11, TraP17, TraP18,
TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 em uma ou mais commodities ou
produtos de base é de facto evidéncia de que a commodity ou o produ-
to de base foi no minimo em parte produzido a partir de uma planta
compreendendo uma ou mais sequéncias de nucleotideos codificando
um polipeptideo compreendendo no minimo um peptideo de transito
de cloroplastos TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26,
TraP27, ou TraP28. Em modalidades particulares, um produto de base
da invencdo compreende uma quantidade detectavel de uma sequén-
cia de &cido nucleico codificando um polipeptideo compreendendo no
minimo um peptideo de transito de cloroplastos TraP10, TraP11,
TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28. Em algumas

modalidades, os produtos de base referidos podem se produzidos, por
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exemplo, obtendo plantas transgénicas e preparando alimento ou ra-
cao a partir das mesmas.

[00179] Em algumas modalidades, uma planta ou semente transgé-
nica compreendendo um transgene compreendendo uma sequéncia
de nucleotideos codificando um polipeptideo compreendendo no mi-
nimo um peptideo de transito de cloroplastos TraP10, TraP11, TraP17,
TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 também pode compre-
ender no minimo um outro evento transgénico em seu genoma, inclu-
indo sem limitagdo: um evento transgénico a partir do qual é transcrita
uma molécula de RNAI; um gene codificando uma proteina inseticida
(por exemplo, uma proteina inseticida de Bacillus thuringiensis); um
gene de tolerancia a herbicidas (por exemplo, um gene proporcionan-
do tolerancia ao glifosato); e um gene contribuindo para um fenétipo
desejavel na planta transgénica (por exemplo, aumento da produtivi-
dade, alteracdo do metabolismo de acidos graxos, ou restabelecimen-
to da esterilidade citoplasméatica masculina).

VII. Localizacdo de produtos genéticos para plastideos mediada por
TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28

[00180] Algumas modalidades da presente invencao proporcionam

um método para expressao e/ou localizacdo de um produto genético
para um plastideo (por exemplo, um cloroplasto). Em modalidades par-
ticulares, o produto genético pode ser um produto genético marcador,
por exemplo, uma molécula fluorescente. A expressdo do produto ge-
nético como parte de um polipeptideo também compreendendo um
peptideo TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27,
ou TraP28 pode proporcionar um sistema para avaliar as capacidades
de localizacdo de plastideo de uma sequéncia de peptideo TraP10,
TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 em par-
ticular. Em algumas modalidades, a expressao de um produto genético

marcador como parte de um polipeptideo contendo TraP10, TraP11,

Peticdo 870190080421, de 19/08/2019, pag. 79/116



74/102

TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 é utilizada para
direcionar a expressdo do produto genético marcador para um plasti-
deo de uma célula em que o polipeptideo € expressado. Em determi-
nadas modalidades, um produto genético marcador semelhante é loca-
lizado em um ou mais plastideos da célula hospedeira. Por exemplo, o
produto genético marcador pode ser expressado em maiores niveis no
ou nos plastideos do que no citosol ou em outras organelas da célula
hospedeira; o produto genético marcador pode ser expressado em ni-
veis muito maiores no ou nos plastideos; o produto genético marcador
pode ser expressado essencialmente somente no ou nos plastideos;
ou o produto genético marcador pode ser expressado inteiramente no
ou nos plastideos, de tal modo que ndo pode ser detectada expressao
no citosol ou em organelas néo plastideos.

[00181] Em algumas modalidades, um polipeptideo compreendendo
um peptideo variante TraP10, TraPl1l, TraPl17, TraP18, TraP19,
TraP26, TraP27, ou TraP28 funcional ligado a um produto genético
marcador € usado para avaliar as caracteristicas do peptideo variante
TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28
funcional. Por exemplo, a sequéncia de um peptideo TraP10, TraP11,
TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 pode ser varia-
da, por exemplo, por introducdo de no minimo uma ou mais mutacées
conservadoras no peptideo TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19,
TraP26, TraP27, ou TraP28, e o0 peptideo variante TraP10, TraP11,
TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 resultante pode
ser ligado a um produto genético marcador. Depois de expressdo em
uma célula hospedeira adequada (por exemplo, uma célula em que um
ou mais elementos reguladores no constructo de expressao sao ope-
raveis), pode ser determinada a expressao do produto genético mar-
cador. Comparando a localizacdo sub-celular do produto genético

marcador entre o constructo de peptideo TraP-marcador de referéncia
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e 0 constructo de peptideo TraP-marcador variante, pode ser determi-
nado se o peptideo TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26,
TraP27, ou TraP28 variante proporciona, por exemplo, maior localiza-
cado de plastideos, localizacdo de plastideos substancialmente idénti-
ca, ou menor localizacdo de plastideos. ldentificando variantes de
TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28
gue proporcionam maior localizacdo de plastideos, as mutacdes em
semelhantes variantes de TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19,
TraP26, TraP27, ou TraP28 podem ser incorporadas em variantes de
TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28
adicionais. Realizando multiplas rodadas deste processo de avaliacéo,
e incorporando subsequentemente mutacfes favoraveis identificadas
em uma sequéncia de TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19,
TraP26, TraP27, ou TraP28, é possivel produzir um processo iterativo
para otimizagdo de uma sequéncia de TraP10, TraPll1l, TraP17,
TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28. As sequéncias de pepti-
deos TraP10, TraP11, TraP17, TraP18, TraP19, TraP26, TraP27, ou
TraP28 otimizadas referidas, e sequéncias de nucleotideos codifican-
do os mesmos, séo consideradas parte da presente invengao, quer ou
ndo as sequéncias de peptideos TraP10, TraP11, TraPl17, TraP18,
TraP19, TraP26, TraP27, ou TraP28 otimizadas referidas possam ser
adicionalmente otimizadas por mutagcao adicional.

[00182] Todas as referéncias, inclusive publicactes, patentes, e re-
guerimentos de patente, citadas aqui, sdo por este incorporadas por
meio de referéncia na medida que nao sejam inconsistentes com 0s
detalhes explicitos desta invencdo, e portanto sdo incorporadas na
mesma extensao como se cada referéncia fosse individualmente e es-
pecificamente indicada para ser incorporada por meio de referéncia e
fosse estipulada em sua totalidade aqui. As referéncias discutidas

aqui, sdo proporcionadas unicamente para sua revelacdo antes da da-
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ta de registro do presente requerimento. Nada aqui, deve ser conside-
rado como uma admissao de que os inventores ndo estao intitulados a
antedatar a referida invencao em virtude de invencao anterior.

[00183] Os Exemplos que se seguem sao proporcionados de modo
a ilustrar determinadas caracteristicas e/ou aspectos particulares. Es-
tes Exemplos ndo devem ser considerados como limitando a presente
invencado as caracteristicas e/ou aspectos particulares descritos.
EXEMPLOS

Exemplo 1: Esquema e Producdo de Sequéncias de Peptideos de

Transito de Cloroplastos (TraP) Quiméricos

[00184] Plastideos sdo organelas citoplasmaticas encontradas em
espécies de plantas superiores e estdo presentes em todos os tecidos
de plantas. Cloroplastos sdo um tipo especifico de plastideo encontra-
do em tecidos fotossintéticos verdes os quais Sd0 responsaveis por
funcdes fisiolégicas essenciais. Por exemplo, uma funcéo fisiol6gica
primaria semelhante é a sintese de aminoacidos aromaticos requerida
pela planta. Enzimas codificadas nucleares s&o requeridas neste ca-
minho biossintético e sdo transportadas do citoplasma para o interior
do cloroplasto. Estas enzimas codificadas nucleares geralmente pos-
suem um peptideo de transito N-terminal que interage com a membra-
na do cloroplasto para facilitar o transporte do peptideo para o estroma
do cloroplasto. Bruce B, (2000) Chloroplast transit peptides: structure,
function, and evolution. Trends Cell Bio.,10: 440-447. Depois da impor-
tacdo, as peptidases do estroma clivam o peptideo de transito, deixan-
do a proteina funcional madura importada dentro do cloroplasto. Rich-
ter S, Lamppa GK, (1999) Stromal processing peptidase binds transit
peptides and initiates their ATP-dependent turnover in chloroplasts.
Journ. Cell Bio., 147: 33-43. Os peptideos de transito de cloroplastos
sao sequéncias variaveis as quais sao altamente divergentes em com-

primento, composicao e organizagdo (Bruce, 2000). As similaridades
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de sequéncia dos peptideos de transito de cloroplastos divergem signi-
ficativamente entre proteinas homoélogas de diferentes espécies de
plantas. A quantidade de divergéncia entre os peptideos de transito de
cloroplastos é inesperada dado que as proteinas homélogas obtidas a
partir de diferentes espécies de plantas tipicamente partilham niveis
relativamente elevados de similaridade de sequéncia quando se com-
para a proteina funcional madura processada.

[00185] Novas sequéncias de peptideos de transito de cloroplastos
guiméricos foram projetadas, produzidas e testadas in planta. Foi de-
monstrado que 0s novos peptideos de transito de cloroplastos quimé-
ricos possuem propriedades de translocacdo e de processamente efi-
cazes para a importacao de proteinas agronémicas importantes dentro
do cloroplasto. Inicialmente, sequéncias de proteinas de diferentes es-
pécies bacterianas e de plantas foram analisadas através do programa
de computacdo ChloroP™ de modo a identificar sequéncias de pepti-
deos de transito de cloroplastos putativas (Emanuelsson O, Nielsen H,
von Heijne G, (1999) ChloroP, a neural network-based method for pre-
dicting chloroplast transit peptides and their cleavage sites. Protein
Science, 8: 978-984, available at
http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/.) Depois dos peptideos de
transito de cloroplastos nativos terem sido identificados, as sequéncias
de peptideos de transito de cloroplastos foram alinhadas umas com as
outras (Fig. 2).

[00186] Utilizando os alinhamentos de sequéncias de peptideos de
transito de cloroplastos, novos peptideos de transito de cloroplastos
quiméricos foram projetados combinando uma primeira metade da se-
guéncia de peptideo de transito de cloroplastos de um primeiro orga-
nismo com uma segunda metade da sequéncia de peptideo de transito
de cloroplastos de um segundo organismo em uma proporgao aproxi-

mada de 1:1. Exemplos de sequéncias de proteinas dos peptideos de
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transito de cloroplastos quiméricos recém projetados sao TraP10 (SEQ
ID NO: 1), TraP11 (SEQ ID NO: 2), TraP17 (SEQ ID NO: 3), TraP18
(SEQ ID NO: 4), e TraP19 (SEQ ID NO: 5). Estas novas sequéncias
de peptideos de transito de cloroplastos quiméricos sao derivadas a
partir das proteinas EPSPS de Brassica napus, Glycine max, Oryza
sativa, Amaranthus, Calystegia, e Dunaliella salina e Chlamydamonas
reinhardtii. A sequéncia de peptideo de transito de cloroplastos quimé-
rico TraP10 (SEQ ID NO: 1) compreende um N-término o qual é deri-
vado a partir de Brassica napus, e o C-término do peptideo de transito
de cloroplastos € derivado a partir de Glycine max. A sequéncia de
peptideo de transito de cloroplastos TraP11 (SEQ ID NO: 2) compre-
ende um N-término o qual é derivado a partir de Glycine max, e o C-
término do peptideo de transito de cloroplastos € derivado a partir de
Brassica napus. A sequéncia de peptideo de transito de cloroplastos
TraP17 (SEQ ID NO: 3) compreende um N-término o qual é derivado a
partir de Calystegia, e o C-término do peptideo de transito de cloro-
plastos € derivado a partir de Chlamydamonas reinhardtii. A sequéncia
de peptideo de transito de cloroplastos TraP18 (SEQ ID NO: 4) com-
preende um N-término o qual € derivado a partir de Oryza sativa, e 0
C-término do peptideo de transito de cloroplastos é derivado a partir
de Amaranthus. A sequéncia de peptideo de transito de cloroplastos
TraP19 (SEQ ID NO: 5) compreende um N-término o qual é derivado a
partir de Amaranthus, e o C-término do peptideo de transito de cloro-
plastos é derivado a partir de Dunaliella salina.

[00187] Do mesmo modo, multiplas sequéncias de proteinas de di-
ferentes espécies de plantas foram analisadas através do programa de
computagdo ChloroP™ (Emanuelsson, 1999) para identificar sequén-
cias de peptideos de transito de cloroplastos putativas, disponiveis em
http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/. Utilizando os alinhamentos de

sequéncias de peptideos de transito de cloroplastos, novos peptideos
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de transito de cloroplastos sintéticos foram projetados por meio de se-
lecdo aleatOria de aminodcidos para produzir uma nova sequéncia de
peptideo de transito de cloroplastos putativa sintética. Exemplos de
sequéncias dos peptideos de transito de cloroplastos sintéticos recém
projetados sao TraP26 (SEQ ID NO: 6), TraP27 (SEQ ID NO: 7) e
TraP28 (SEQ ID NO: 8).

[00188] Os peptideos de transito de cloroplastos quiméricos foram
testados através de multiplos ensaios 0s quais incluiram um sistema
de expressao in planta transitorio e transgenicamente como eventos
de transformacdo estavel que continham um elemento de expresséo
regulador genético fundido a uma sequéncia de transgene agronémica
importante.

Exemplo 2: Ensaio In Planta Transitorio de Sequéncias de Peptideos

de Transito de Cloroplastos (TraP) Quiméricos

Ensaio Transitorio do Tabaco:

[00189] As sequéncias de peptideos de transito de cloroplastos
quiméricos acima descritas foram inicialmente testadas através de um
ensaio transitério in planta. Sequéncias de polinucleotideos as quais
codificam as sequéncias de peptideos de transito de cloroplastos qui-
méricos TraP10 (SEQ ID NO: 9), TraP11l (SEQ ID NO: 10), TraP17
(SEQ ID NO: 11), TraP18 (SEQ ID NO: 12), TraP19 (SEQ ID NO: 13),
TraP26 (SEQ ID NO: 14), TraP27 (SEQ ID NO: 15), e TraP28 (SEQ ID
NO: 16) foram sintetizadas. Uma sequéncia encadeadora (SEQ ID
NO: 17) foi incorporada entre a sequéncia de TraP e a sequéncia codi-
ficante yfp de TraP10 e TraP11. Os constructos resultantes continham
duas unidades de transcricdo de planta (PTU). A primeira PTU consis-
tiu do promotor de Ubiquitina 10 da Arabidopsis thaliana (promotor
AtUbi10; Callis, et al., (1990) J. Biol. Chem., 265: 12486-12493), do
gene de fusdo de TraP-proteina fluorescente amarela (TraP-YFP

(TraP-yellow fluorescent protein); Pedido de Patente dos Estados Uni-
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dos No. 2007/0298412) ou do gene de fusdo de TraP-proteina fluores-
cente verde (TraP-GFP (TraP-green fluorescent protein); Sheen et al.,
(1995) Plant J., 8(5): 777-84), e da regido nao traduzida 3' do ORF 23
de Agrobacterium tumefaciens (AtuORF23 3'UTR; Patente dos Esta-
dos Unidos No. 5.428.147). A segunda PTU consistiu do promotor do
Virus do Mosaico da Veia da Mandioca (promotor do CsVMV (Cassava
Vein Mosaic Virus); Verdaguer et al., (1996) Plant Molecular Biology,
31: 1129-1139), da fosfinotricina acetil transferase (PAT (phosphino-
thricin acetyl transferase); Wohlleben et al., (1988) Gene, 70: 25-37) ou
do DSM-II (Pedido de Patente Internacional No. 2008070845), e da
regido nao traduzida 3' do ORF 1 de Agrobacterium tumefaciens (Atu-
ORF1 3'UTR; Huang et al., (1990) J. Bacteriol., 172: 1814-1822). O
constructo pDAB101979 contém o peptideo de transito de cloroplastos
guimérico TraP10 (Fig. 3). O constructo pDAB101980 contém o pepti-
deo de transito de cloroplastos quimeérico TraP11 (Fig. 4). O constructo
pDAB107634 contém o peptideo de transito de cloroplastos quimérico
TraP17 (Fig. 5). O constructo pDAB107635 contém o peptideo de
transito de cloroplastos quimérico TraP18 (Fig. 6). O constructo
pDAB107636 contém o peptideo de transito de cloroplastos quimérico
TraP19 (Fig. 7). O constructo pDAB109847 contém o peptideo de
transito de cloroplastos quimérico TraP26 (Fig. 8). O constructo
pDAB109848 contém o peptideo de transito de cloroplastos quimérico
TraP27 (Fig. 9). O constructo pDAB109849 contém o peptideo de
transito de cloroplastos quimérico TraP28 (Fig. 10). Um plasmideo de
controle, pDAB101908, o qual ndo continha uma sequéncia de pepti-
deo de transito de cloroplastos a montante do gene yfp foi construido e
incluido nos estudos (Fig. 11). Os constructos foram confirmados atra-
vés de digestdo enzimatica de restricdo e sequenciamento. Finalmen-
te, os constructos foram transformados em Agrobacterium tumefaciens

e armazenados como estoques de glicerol.
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[00190] A partir de um estoque de glicerol de Agrobacterium, um
ciclo completo de cultura congelada foi inoculado em 2 ml de extrato
de levedura de peptona dextrose (Yeast-extract Peptone Dextrose)
(100 pg/ml de espectinomicina) em um tubo estéril de 14 ml. O meio
inoculado foi incubado a 28T de um dia para o outr o com agitacédo a
200 rpm. No dia seguinte cerca de 100 pl da cultura foram usados para
inocular 25 ml de YPD (100 pg/ml de espectinomicina) em um frasco
de 125 ml estéril com triplo defletor (tri-baffled), e incubado de um dia
para o outro a 28 durante a noite com agitacdo a 200 rpm. No dia
seguinte as culturas foram diluidas até uma ODsgo de 0,5 em ddH20
estéril (pH 8,0). A cepa de Agrobacterium diluida foi misturada com
uma segunda cepa de Agrobacterium contendo a proteina helper P19
em uma proporcdo de 1:1. A cultura foi usada para a infiltragdo das
folhas de tabaco através do método de Voinnet. Voinnet O, Rivas S,
Mestre P, and Baulcombe D, (2003) An enhanced transient expression
system in plants based on suppression of gene silencing by the p19
protein of tomato bushy stunt virus. The Plant Journal, 33: 949-956.
Plantas de tabaco infiltradas foram colocadas em um Conviron™ ajus-
tado a 16 horas de luz a 24<C por no minimo trés di as até serem tes-
tadas.

Resultados da Microscopia:

[00191] Folhas de tabaco infiltradas com Agrobacterium foram se-
paradas da planta, e colocadas dentro de uma placa de petri com agua
para prevenir a desidratacdo. As follhas de tabaco infiltradas foram ob-
servadas sob excitacdo com luz azul com oculos de filtro de passo
longo (long-pass filter glasses) mantidos no local usando uma lampada
do tipo Dark Reader Hand Lamp™ (Clare Chemical Research Co.; Do-
lores, CO) para identificar areas ndo danificadas da folha que estavam
sucessivamente expressando as proteinas reporter YFP ou GFP.

Areas da folha identificada especificamente foram dissecadas da folha
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e montadas em agua para imagiologia por microscopia confocal (Leica
TCS-SP5 AOBS™; Buffalo Grove, IL). A YFP foi excitada por uma li-
nha de laser de 514 nm, usando um laser multi-linha de ion de arg6-
nio. A GFP foi excitada por uma linha de laser de 488 nm, usando um
laser multi-linha de ion de argénio. A largura das aberturas de detec-
cao foi ajustada usando uma amostra de folhas de controle sem ex-
pressao (escuro) para excluir autofluorescéncia das folhas de fundo. A
autofluorescéncia da clorofila foi simultaneamente coletada em um se-
gundo canal para comparacao direta com o sinal da proteina reporter
fluorescente para determinacéo da localizacdo cloroplastica.

[00192] Os resultados dos estudos de imagens de microscopia indi-
caram que a proteina fluorescente YFP ou GFP compreendendo o
peptideo de transito de cloroplastos TraP (TraP10, TraP11, TraP18,
TraP19, TraP26, TraP27, e TraP28) acumulou dentro dos cloroplastos
localizados no citoplasma das células de tabaco em comparacdo com
as proteinas fluorescentes YFP de controle as quais ndo foram trans-
locadas para dentro dos cloroplastos do citoplasma das células de ta-
baco (Fig. 12 a Fig. 19). Deve ser observado que o peptideo de transi-
to TraP17 néo translocou proteinas fluorescentes YFP para dentro dos
cloroplastos de tabaco, mas o peptideo de transito TraP17 nao trans-
locou proteinas fluorescentes YFP para dentro dos chroroplastos de
milho. Estes resultados dos estudos de imagens de microscopia suge-
rem gue a translocacéo da proteina YFP para dentro do cloroplasto foi
um resultado do peptideo de transito de cloroplastos TraP. Conforme
mostrado nas figuras de microscopia, o sinal de fluorescéncia YFP es-
ta localizado nos cloroplastos os quais também fluorescem em verme-
Iho devido a auto-fluorescéncia sob as condi¢des de estudos de ima-
gens de microscopia. Comparativamente, A Fig. 20 proporciona uma
imagem de microscopia de tecido de folhas de tabaco infiltradas com o

constructo de controle pDAB101908 que ndo contém um peptideo de
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transito de cloroplastos. Os cloroplastos nesta imagem somente fluo-
rescem em vermelho devido a auto-fluorescéncia sob as condi¢des
dos estudos de imagens de microscopia, e estdo destituidos de qual-
guer sinal de fluorescéncia de YFP que seja apresentado nas células
de tabaco infiltradas com TraP. Ao contréario, o sinal de fluorescéncia
de YFP nas células de plantas de tabaco de controle é expressado de
maneira difusa por todo o citoplasma das células de plantas de tabaco.

Ensaio Transitorio de Protoplastos de Milho:

[00193] Sementes de Zea mays c.v. B104 foram esterilizadas su-
perficialmente agitando vigorosamente em 50% de Clorox™ (3% de
hipoclorito de sddio), contendo 2 a 3 gotas de Tween® 20, por cerca
de 20 minutos. As sementes foram enxaguadas completamente com
agua destilada estéril. As sementes estéreis foram laminadas sobre
meio ¥2 MS em Phytatrays ou caixas de tipo similar, e deixadas para
crescer no escuro (28%C) por 12 a 20 dias. Um ensai o transitorio de
protoplastos de milho foi usado para obter e transfectar protoplastos
de milho de folhas de Zea mays c.v. B104. Este ensaio de protoplastos
de milho é uma modificacdo do sistema descrita por Yoo, S.-D., Cho,
Y.-H., e Sheen, J., (2007), Arabidopsis Mesophyll Protoplasts: A Versi-
tile Cell System for Transient Gene Expression Analysis, Nature Proto-
cols, 2: 1565-1572. As solucbes foram preparadas conforme descrito
por Yoo et.al., (2007), com a excecao de que a concentracdo de mani-
tol usada para os experimentos que se seguem foi modificada para 0,6
M.

[00194] A transfeccdo de 100 a 500 pl de protoplastos (1-5 x 10°
células) foi completada adicionando os protoplastos a um tubo de mi-
crocentrifuga de 2 ml contendo cerca de 40 pg de plasmideo de DNA,
em temperatura ambiente. O volume de DNA foi preferencialmente
mantido a cerca de 10% do volume de protoplastos. Os protoplastos e

o DNA foram ocasionalmente misturados durante um periodo de incu-
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bacdo de 5 minutos. Um volume igual de solucdo de PEG foi lenta-
mente adicionado aos protoplastos e DNA, 2 gotas de uma vez com
mesclagem entre a adicdo das gotas de solucdo de PEG. Os tubos
foram deixados para incubar por cerca de 10 minutos com mesclagem
delicada e ocasional. Em seguida, 1 ml de solugcdo W5+ foi adicionado
e misturado invertendo o tubo vérias vezes. O um ou mais tubos foram
centrifugadas por 5 minutos a 75 x g em uma temperatura de 4<C. Fi-
nalmente, o sobrenadante foi removido e o pélete foi ressuspendido
em 1 ml de solugcdo WI e os protoplastos foram colocados dentro de
uma pequena placa de petri (35 x 10 mm) ou dentro de placas multica-
vidades de 6 cavidades e incubados de um dia para o outro no escuro
em temperatura ambiente. A fluorescéncia de GFP foi visualizada por
microscopia depois de 12 horas de incubacdo. As condicbes de mi-
croscopia similares as previamente descritas foram usadas para o es-
tudo das imagens.

[00195] Os resultados do estudo de imagens de microscopia indica-
ram que a proteina fluorescente GFP compreendendo um peptideo de
transito de cloroplastos quimérico de TraP17, TraP18, ou Trapl9 acu-
mulou dentro dos cloroplastos localizados no citoplasma das células
de milho em comparacdo com as proteinas fluorescentes GFP de con-
trole as quais nao foram translocadas para dentro dos cloroplastos dos
citoplasma das células de milho (Fig.21 to Fig. 23). Estes resultados
do estudo de imagens de microscopia sugerem que a translocacéo da
proteina GFP dentro do cloroplasto foi um resultado do peptideo de
transito de cloroplastos quimérico TraP.

Resultados do Western Blot:

[00196] Amostras das plantas de tabaco infiltradas foram avaliadas
através de Western blotting. Perfuracdes de folhas foram coletadas e
submetidas a moagem de granulos. Cerca de 100 a 200 mg de mate-

rial das folhas foi misturado com 2 BBs (Daisy; Rogers, AR) e 500 ml
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de PBST por 3 minutos em um moinho de esferas Kleco™. Em segui-
da as amostras foram centrifugadas em uma centrifuga a 14.000 x g a
4<C. O sobrenadante foi removido e ou analisado dir etamente atraves
de Western blot ou imunoprecipitado. As imunoprecipitacbes foram
realizadas usando o kit Pierce Direct IP kit™ (Thermo Scientific; Rock-
ford, IL) seguindo o protocolo do fabricante. Aproximadamente, 50 ug
de anti-YFP ou anti-GFP foi ligado a resina. As amostras foram incu-
badas com a resina de um dia para o outro a 4C. Em seguida, as
amostras foram lavadas e elutriadas na manha seguinte e preparadas
para analise combinando volumes iguais de 2x 8M de tampéo de
amostra de Ureia e em seguida fervendo as amostras por 5 minutos.
As amostras fervidas foram passadas sobre um gel SDS-Bis Trisa 4 a
12% em tampao MOPS por 40 minutos. O gel foi em seguida blotted
usando o Invitrogen iBlot™ (Life Technologies; Carlsbad, CA) seguin-
do o protocolo do fabricante. A membrana blotted foi bloqueada por 10
minutos usando solucdo a 5% de leite em pd desnatado em PBS-
Tween®. A membrana foi sondada com o anticorpo primario (anticorpo
monoclonal anti-GFP ou anti-YFP em coelho) usado em uma diluicéo a
1:1000 na solugcédo a 5% de leite em p6 desnatado em PBS-Tween®
por 1 hora. Em seguida, a membrana foi enxaguada trés vezes por
cinco minutos com PBS-Tween® para remover todo o anticorpo prima-
rio ndo ligado. A membrana foi sondada com um anticorpo secundario
monoclonal anti-coelho em anticorpo de cabra (Life Technologies)
usado em uma diluicdo de 1:1000, por 60 minutos. A membrana foi
lavada conforme previamente descrito e desenvolvida por adicdo de
substrato Themo BCIP/NBT™. O substrato colormétrico foi deixado
para desenvolver por 5 a 10 minutos e em seguida os blots foram en-
xaguados com 4gua antes de serem secados.

[00197] Os resultados do Western blot indicaram que a proteina

YFP ou GFP foi expressada nas células de tabaco infiltradas para to-
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dos os constructos testados. Todos os tecidos das folhas de plantas
de tabaco infiltrados expressaram a proteina YFP ou GFP conforme
indicado pela presenca de uma banda de proteina a qual reagiu com
os anticorpos anti YFP ou anti GFP e foi de tamanho equivalente a
banda de proteina YFP ou GFP obtida a partir do tecido das folhas da
planta de tabaco infiltradas com o constructo de controle YFP ou GFP.
Além disso, estes resultados indicaram que os peptideos de transito
de cloroplastos quiméricos TraP (TraP10, TraP11, TraP18, TraP19,
TraP26, TraP27, e TraP28) foram processados e clivados da proteina
YFP ou GFP. Os constructos TraP-YFP ou GFP expressam uma ban-
da de proteina pré-processada que € de maior peso molecular do que
a proteina de controle YFP ou GFP. A presenca de bandas sobre o
Western blot as quais sao de tamanho equivalente a proteina de con-
trole YFP ou GFP indica que as sequéncias de peptideos de transito
de cloroplastos TraP (TraP10, TraP11, TraP18, TraP19, TraP26,
TraP27, e TraP28) foram processadas, deste modo reduzindo o tama-
nho da YFP ou GFP para um tamanho de peso molecular o qual é
equivalente a proteina de controle YFP ou GFP.

Exemplo 3: Sequéncias de Peptideos de Transito de Cloroplastos

(TraP) Quiméricos para Expressdo de Transgenes Tolerantes a Inse-

tos em Arabidopsis

Cry2Aa:
[00198] Foi avaliada a eficacia dos peptideos de transito de cloro-

plastos quiméricos TraP11 sobre a expressao da proteina Cry2Aa em
Arabidopsis thaliana. Plantas de Arabidopsis transgénicas as quais
continham peptideos de transito de cloroplastos quiméricos TraP11
fundidos a proteina Cry2Aa foram avaliadas para tolerancia a insetos
para a lacadeira da soja (SBL) e para a lagarta das flores do tabaco
(TBW).

[00199] A sequéncia de peptideo de transito de cloroplastos quimé-
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rico TraP1l1l foi clonada em um constructo de expressdo em planta
pDAB107538 (Fig. 24) e testada em Arabidopsis. Uma nova versao de
uma sequéncia de polinucleotideos a qual codifica as sequéncias de
peptideos de transito de cloroplastos quiméricos Trapll (SEQ ID NO:
18) foi sintetizada e incorporada no constructo de plasmideo. O cons-
tructo resultante continha duas unidades de transcricdo em planta
(PTU). A primeira PTU consistia no promotor de Ubiquitina 10 de Ara-
bidopsis thaliana (promotor AtUbil0; Callis, et al.,, (1990) J. Biol.
Chem., 265: 12486-12493), do gene de fusédo TraP11l-cry2Aa (Cry2Aa;
SEQ ID NO: 19), e da regiao nao traduzida 3' do ORF 23 de Agrobac-
terium tumefaciens (AtuORF23 3'UTR; Patente dos Estados Unidos
No. 5.428.147). A segunda PTU consistiu do promotor do Virus do
Mosaico da Veia da Mandioca (promotor do CsVMV (Cassava Vein
Mosaic VIrus); Verdaguer et al.,, (1996) Plant Molecular Biology,
31:1129-1139), do gene dsm-2 (DSM2; Pedido de Patente dos Esta-
dos Unidos No. 2011/0107455), e da regido néo traduzida 3' do ORF 1
de Agrobacterium tumefaciens (AtuORF1 3'UTR; Huang et al., (1990)
J. Bacteriol., 172:1814-1822). O constructo pDAB107538 contém o
peptideo de transito de cloroplastos quimérico TraP11. Um plasmideo
de controle, 107617, o qual ndo continha uma sequéncia de peptideo
de transito de cloroplastos a montante do gene cry2Aa foi construido e
incluido nos estudos (Fig. 25). Os constructos foram confirmados atra-
vés de digestdo enzimatica de restricdo e sequenciamento. Finalmen-
te, os constructos foram transformados em Agrobacterium tumefaciens
e armazenados como estoques de glicerol.

[00200] O constructo pDAB107538 foi transformado em Arabidopsis
thaliana através de transformacao de planta mediada por Agrobacte-
rium tumefaciens. Em resumo, 12 a 15 plantas de Arabidopsis thaliana
(Columbia ecotype, Col-0) foram cultivadas dentro de potes de 4 pole-

gadas (10,16 cm) dentro de uma estufa com intensidade da luz de 250
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umol/m?, 25°C, 18/6 horas de luz/escuriddo. Caules de flores primarias
foram aparados uma semana antes da transformacdo. Inoculos de
Agrobacterium foram preparados incubando 10 pl de estoques de gli-
cerol de Agrobacterium recombinante em 100 ml de caldo LB (100
mg/L de Espectinomicina, 50 mg/L de Kanamicina) a 28°C com agita-
cao a 225 rpm por 72 horas. Uma quantidade de culturas de Agrobac-
terium foi medida com um espectrometro e quando as células atingi-
ram uma OD 600 de 0,8, as células foram colhidas por centrifugacao.
Em seguida as células foram ressuspendidas em 3 a 4 volumes de 5%
de sacarose e 0,04% de Silwet-L77™ e 10 ug/L de meio de infiltragcao
de benzamino purina (BA). As partes de planta acima do solo foram
mergulhadas dentro de solucdo de Agrobacterium por 5 a 10 minutos,
com delicada agitacdo. As plantas foram em seguida transferidas para
a estufa para crescimento normal com rega regular e fertilizacao até a
producdo de sementes.

[00201] Cerca de 200 mg(s) de sementes T1 crescidas foram plan-
tadas uniformemente em bandejas de selecdo (bandejas de germina-
cao de 10,5 polegadas (26,67 cm) x 21 polegadas (53,34 cm) x 1 po-
legadas (2,54 cm)T.O. Plastics Inc., Clearwater, MN). Plantulas foram
pulverizadas com uma solucdo a 0,20% (20 ul /20 mL de dH20) de
herbicida glufosinato (Liberty™) em um volume de pulverizagéo de 10
ml/ bandeja (703 L/ha) 5 dias pos-semeadura e novamente em 10 dias
pds-semeadura usando um bico de spray de ar comprimido DeVilbiss.
Entre 4 a 7 dias depois da segunda aplicacdo de glufosinato, plantas
tolerantes ao herbicida foram identificadas e transplantadas para pro-
ducao de sementes T». As sementes T» resultantes foram usadas noes
estudos descritos abaixo.

[00202] Uma pequena aliguota de sementes T» (cerca de 100 a 200
sementes) para cada evento foi suspensa em 40 ml de solugéo de

agarose a 0,1% e estratificada a frio a 4 °C por 24 horas. As sementes
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estratificadas foram em seguida semeadas por pipetacdo de 10 ml de
sementes sobre a superficie de quatro quartos em um quarto de pro-
pagacdo. Os quartos foram preenchidos com meio de solo no. 5 da
Sunshine (Sunshine #5 soil media™, Sun Gro; Bellevue, WA) e cober-
tos ligeiramente com vermiculita fina. As bandejas foram saturadas em
fertilizante de Hoagland antes da semeadura e conforme necessario
depois disso. Depois da semeadura, foram usados domos de umidade
para cobrir as bandejas e em seguida foram colocados dentro de uma
camara de crescimento Conviron™ estabelecida em 24°C com um fo-
toperiodo de 16 horas. Luzes incandescentes e fluorescentes propor-
cionaram um nivel de luz de 200 PAR. Depois de 5 dias as sementes
germinaram e os domos foram removidos. A primeira selecao de trans-
formantes do herbicida foi no dia 6 e a segunda no dia 10. O herbicida
Liberty™ (de ingrediente ativo glufosinato-amaonio) foi aplicadeo usan-
do um pulverizador manual de atomizador DeVilbiss em uma taxa de
200 g ai/ha para remover nulidades. Cerca de 25% das plantas foram
nulidades conforme esperado. Uma linha de controles de tipo selva-
gem também foi foi incluida na selecdo e os controles de tipo selva-
gem tiveram 100% de mortalidade depois de duas aplicacbes de her-
bicida. Em 14 dias as plantas estavam prontas para o transplante. Do-
ze plantas foram tiradas de cada evento para bioensaio-e transplanta-
das para dentro de potes de 7,62 cm (3 polegadas) preenchidos com
solo Sunshine No. 5 que tinha uma cobertura contra a luz de vermiculi-
ta fina. Os quartos foram pré-encharcados com fertilizante de Hoa-
gland antes do transplante e depois disso conforme necessario. Os
transplantes foram propagados em uma estufa sem condicionamento
do ar estabelecida a 25°C com 14 horas de luz suplementar. O desen-
volvimento de silique foi inibido aparando com tesouras e deste modo
criou mais tecido de planta para o ensaio. As plantas estavam prontas

para amostragem de DNA em 16 a 18 dias e prontas para bioensaio
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em cerca de 23 dias. As plantas transgénicas putativas foram triadas
usando ensaios de confirmacdo molecular e eventos identificados fo-
ram avancados para analise de proteinas e resultados de bioensaio.
[00203] As plantas transformadas geralmente apresentam um feno-
tipo saudavel embora algumas plantas fossem de tamanho menor
guando comparadas visualmente com as plantas selvagens. Analise
do numero de coOpias de genes para cada constructo de Arabidopsis
demonstrou resultados de inser¢cdo comparavel para todos os cons-
tructos, com cerca de 50% das plantas tendo = 3 coOpias do gene
cry2Aa de interesse e cerca de 50% tendo 1 a 2 cépias do gene.
[00204] Os niveis de expressdo de proteinas Cry2Aa dos eventos
de Arabidopsis T: variaram amplamente. A deteccdo de proteinas foi
completada usando um ensaio ELISA de modo a quantificar a expres-
séo de proteinas Cry2Aa. Geralmente, 0s niveis de expressado de pro-
teina se correlacionaram com o numero de copias de inserto de fila-
mento T (T-strand) para cada evento. Eventos de alto numero de co-
pias de T-strand (por exemplo >3 eventos de insercdo) geralmente
produziram maiores niveis de expressdo média de proteinas do que 0s
eventos de baixo numero de coOpias de T-strand para ambos 0s con-
juntos de eventos de transformacdo de Arabidopsis (por exemplo
eventos pDAB107617 expressando Cry2Aa sem um TraP e eventos
pDAB107538 expressando Cry2Aa com um peptideo de transito de
cloroplastos quimérico TraP 11).

[00205] A geracédo T. de plantas de Arabidopsis expressou valores
de proteina Cry2Aa que foram reduzidos em comparacao com os valo-
res de expressao das plantas de Arabidopsis Ti. Estes resultados indi-
caram gue a expressao de proteinas foi variavel entre cada conjunto
de eventos. Os niveis médios de expressédo de proteina obtidos a par-
tir dos eventos homozigotos foram maiores do que os niveis médios de

expressdo de proteina obtidos a partir dos eventos hemizigotos para
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todos os eventos de plantas testados (por exemplo, eventos sem um
TraP [pDAB107617] e com TraPl1ll [pDAB107538]). Os eventos de
Arabidopsis 0s quais continham mais de duas cépias de um inserto de
T-strand tiveram maiores niveis de expressdo do que os eventos de
Arabidopsis os quais continham somente uma Unica copia. Apesar da
diminuicdo nos niveis de proteina da geracdo Ti para a geracdo T2, a
incorporacao do peptideo de transito de cloroplastos quimérico TraP11
dentro dos constructos resultou em eventos de Arabidopsis transgéni-
COS 0s quais expressaram a proteina Cry2Aa.

[00206] Ambos os conjuntos de eventos de Arabidopsis Ti1 foram
testados em experimentos de bioensaios de insetos. Em geral, even-
tos de alto nimero de cépias 0s quais expressaram maiores quantida-
des de proteina Cry2Aa resultaram em menores quantidades de leséo
das folhas em comparacdo com eventos de baixo numero de coépias.
Houve uma correlacéo entre a expressao de proteina e a protecédo das
folhas tanto contra SBL quanto contra TBW para eventos de Arabi-
dopsis expressando Cry2Aa sem um TraP (r?=0,49 [SBL], 0,23 [TBW]),
e para eventos de Arabidopsis expressando Cry2Aa com TraPll
(r>=0,75 [SBL], 0,17 [TBW]). Resultantemente, um aumento na expres-
sao de proteina provocou significativa protecdo contra lesdo das folhas
(Pr< 0,05).

[00207] As plantas de Arabidopsis foram protegidas contra leséo
por SBL tanto pelos eventos de Arabidopsis TraPl1l quanto pelos
eventos de Arabidopsis ndo TraP. A expressdo de Cry2Aa com e sem
um TraP11 resultou em menos de 30% de lesdo das folhas com mini-
ma expressdo de proteina de cerca de 1,0 ng/cm? para 0s eventos
TraP11:Cry2Aa e cerca de 1,5 ng/cm? para eventos Cry2Aa sem um
TraP. As avaliacbes da expressdo de Cry2Aa dos eventos de Arabi-
dopsis com e sem TraP11l resultou em menos de 20% de lesdo das

folhas, com minima expresséo de proteina de cerca de 1,1 ng/cm? pa-
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ra os eventos de Arabidopsis TraP11 e cerca de 2,0 a 2,5 ng/cm? para
0s eventos de Arabidopsis nao TraP.

[00208] As plantas de Arabidopsis foram protegidas contra leséo
por TBW tanto pelos eventos de Arabidopsis TraP1l quanto pelos
eventos de Arabidopsis ndo TraP. Os insetos TBW foram mais sensi-
veis a proteina Cry2Aa do que os insetos SBL quando alimentados
com material de planta obtido a partir dos eventos de Arabidopsis.
Concentracdes de proteina tdo baixas quanto cerca de 1,0 e 1,5
ng/cm? de Cry2Aa resultaram em menos de 30% de lesdo das folhas
guando a proteina Cry2Aa foi expressada em combinacdo com TraP11
e sem um TraP, respectivamente. No ponto de corte de 20% de lesao
das folhas, a protecdo das folhas contra eventos de Arabidopsis
TraP11 resultaram de niveis de cerca de 1,1 ng/cm? de proteina
Cry2Aa ao passo que 2,0 a 2,5 ng/cm? de proteina Cry2Aa expressada
foi requerido a partir dos eventos de Arabidopsis 0s quais ndo possui-
am um TraP.

[00209] Os peptideos de transito de cloroplastos quiméricos TraP11
ndo reduziram a eficacia da expressdo de proteina Cry2Aa e, Arabi-
dopsis thaliana. Plantas de Arabidopsis transgénicas as quais conti-
nham os peptideos de transito de cloroplastos quiméricos TraP11 fun-
didos a proteina Cry2Aa expressaram altos niveis da proteina Cry2Aa
a gual proporcionou tolerancia a inseto para a lacadeira da soja (SBL)
e para a lagarta das flores do tabaco (TBW).

Exemplo 4: Sequéncias de Peptideos de Transito de Cloroplastos

(TraP) Quiméricos para Expressdo de Transgenes Tolerantes a Herbi-

cida em Arabidopsis
DGT28:

[00210] Foi avaliada a eficacia dos peptideos de transito de cloro-

plastos quiméricos TraP26 e TraP27 sobre a expressdo da proteina
DGT28 (PCT/US2013/024488) em Arabidopsis thaliana. Plantas de
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Arabidopsis transgénicas as quais continham ou peptideos de transito
de cloroplastos quiméricos TraP26 ou TraP27 fundidos a proteina
DGT28 foram avaliadas para tolerancia a herbicidas para aplicacdes
de glifosato.

[00211] A sequéncia de peptideo de transito de cloroplastos quimé-
rico TraP26 foi clonada em um constructo de expressdo em planta
pDAB114286 (Fig. 26) e testada em Arabidopsis. O constructo resul-
tante continha duas unidades de transcricdo em planta (PTU). A pri-
meira PTU consistia no promotor de Ubiquitina 10 de Arabidopsis tha-
liana (promotor AtUbi10; Callis, et al., (1990) J. Biol. Chem., 265:
12486-12493), do gene de fusédo TraP26-dgt28 (TraP26-DGT28; SEQ
ID NO: 27), e da regido nao traduzida 3' do ORF 23 de Agrobacterium
tumefaciens (AtuORF23 3'UTR; US Patent No. 5,428,147). A segunda
PTU consistia no promotor do Virus do Mosaico da Veia da Mandioca
(promotor do CsVMV (Cassava Vein Mosaic Virus); Verdaguer et al.,
(1996) Plant Molecular Biology, 31:1129-1139), do gene dsm-2 (DSM2;
Pedido de Patente dos Estados Unidos No. 2011/0107455), e da regi-
ao nao traduzida 3' do ORF 1 de Agrobacterium tumefaciens (Atu-
ORF1 3'UTR; Huang et al., (1990) J. Bacteriol., 172:1814-1822). O
constructo pDAB114286 contém o peptideo de transito de cloroplastos
guimérico TraP26.

[00212] A sequéncia de peptideo de transito de cloroplastos quimé-
rico TraP27 foi clonada em um constructo de expressdo em planta
pDAB114287 (Fig. 27) e testada em Arabidopsis. O constructo resul-
tante continha duas unidades de transcricdo em planta (PTU). A pri-
meira PTU consistia no promotor de Ubiquitina 10 de Arabidopsis tha-
liana (promotor AtUbi10; Callis, et al.,, (1990) J. Biol. Chem., 265:
12486-12493), do gene de fusédo TraP27-dgt28 (TraP27-DGT28; SEQ
ID NO: 28), e da regido nao traduzida 3' do ORF 23 de Agrobacterium
tumefaciens (AtuORF23 3'UTR; Patente dos Estados Unidos No.
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5.428.147). A segunda PTU consistia no promotor do Virus do Mosai-
co da Veia da Mandioca (promotor do CsVMV (Cassava Vein Mosaic
Virus); Verdaguer et al., (1996) Plant Molecular Biology, 31:1129-
1139), do gene dsm-2 (DSM2; Pedido de Patente dos Estados Unidos
No. 2011/0107455), e da regidao ndo traduzida 3' do ORF 1 de
Agrobacterium tumefaciens (AtuORF1 3'UTR; Huang et al., (1990) J.
Bacteriol., 172:1814-1822). O constructo pDAB114287 contém o pep-
tideo de transito de cloroplastos quimérico TraP27.

[00213] Ambos os constructos foram confirmados através de diges-
tdo enzimética de restricdo e sequenciamento. Os constructos foram
transformados em Agrobacterium tumefaciens e armazenados como
estoques de glicerol. Finalmente, os constructos foram transformados
em Arabidopsis thaliana através do método de transformac&o mediada
por Agrobacterium descrito acima.

Transformacdo de Planta:

[00214] Sementes T: transgénicas recém colhidas contendo os
cassetes de expressao dgt-28 e DSM-2 foram deixadas para secar por
7 dias em temperatura ambiente. Sementes T: foram semeadas em
bandejas de germinacédo de 26,5 x 51 cm, cada uma recebendo uma
aliquota de 200 mg de sementes T estratificadas (~10.000 sementes)
gue tinham sido previamente suspendidas em 40 ml de solucao de
agarose a 0,1% e armazenadas a 4C por 2 dias até c ompletar os re-
quisitos de dorméncia e assegurar germinacao de sementes sincroni-
ca.

[00215] Mistura de solo Sunshine Mix LP5 soil™ foi coberta com
vermiculita fina e subirrigada com solucdo de Hoagland até ficar Umi-
da, e em seguida deixada para drenar por gravidade. Cada aliquota de
40 ml de sementes estratificadas foi semeada uniformemente sobre a
vermiculita com uma pipeta e coberta com domos de umidade por 4 a

5 dias. Os domos foram removidos um dia antes da selecao de trans-
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formantes inicial usando spray pos-emergéncia de glufosinato (seleci-
onando para o gene dsm-2 co-transformado).

[00216] Sete dias depois do plantio (DAP) e novamente 11 plantas
T1 DAP, (cotilédone e estagio de 2 a 4 folhas, respectivamente) foram
pulverizadas com uma solucdo a 0,2% de herbicida Liberty™ (200 g
ai/L de glufosinato, Bayer Crop Sciences, Kansas City, MO) em um
volume de pulverizacdo de 10 mil/bandeja (703 L/ha) usando um bico
de pulverizacdo de ar comprimido DeVilbiss para liberar uma taxa efi-
caz de 280 g ai/ha de glufosinato por aplicacdo. As plantas sobreviven-
tes (plantas em crescimento ativo) foram identificados 4 a 7 dias de-
pois da pulverizacdo final e transplantados individualmente dentro de
potes de 7,62 cm (3 polegadas) preparados com meio de de envasa-
mento (Metro Mix 360™). As plantas transplantadas foram cobertas
com domos de umidade por 3 a 4 dias e colocdas em uma camara de
crescimento a 22C como antes ou movidas diretament e para a estufa.
Os domos foram em seguida removidos e as plantas foram criadas na
estufa (22+ 5C, 50+ 30% de umidade ambiente, 14 h de luz:10 h de
escuriddo, minimo 500 yE/m?s?! luz natural + luz suplementar). Andlise
de confirmacao molecular foi completada sobre as plantas T1 sobrevi-
ventes para confirmar que o gene de tolerancia ao glifosato tinha inte-
grado de modo estavel dentro do genoma das plantas.

Confirmacao Molecular:

[00217] Foi confirmada a presenca dos transgenes dgt-28 e dsm-2
dentro do genoma de plantas de Arabidopsis que foram transformadas
com pDAB114286 e pDAB114287. A presenca destas sequéncias de
polinucleotideos foi confirmada através de sonda de hidrolise, PCR de
cassete de expresséo genética (também descrito como PCR de unida-
de de transcricdo em planta; PTU PCR), Western blot, e analise ELI-
SA.

[00218] As plantas de Arabidopsis T1foram inicialmente triadas para
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confirmar a presenca do transgene dgt-28 e dsm-2 e do promotor AtU-
bi10. Os eventos foram triados através de PCR de cassete de expres-
s80 genética para determinar se o cassete de expressao dgt integrou
completamente dentro dos genomas da planta sem recombinacdo. Em
seguida, as plantas de Arabidopsis T1foram triadas através de um en-
saio de sonda de hidrdlise, andlogo ao TAQMAN™. Os dados gerados
a partir destes estudos foram usados para determinar o nimero de co-
pias de transgene e identificar eventos de Arabidopsis selecionados
para auto fertilizacdo e avanco para a geracao T.. Os numeros de co-
pias foram determinados nas plantas de Arabidopsis T: usando o en-
saio de sonda de hidrélise descrito abaixo. As plantas com numeros
variaveis de transgenes foram identificadas e avancadas para estudos
subsequentes de tolerancia ao glifosato.

[00219] Amostras de tecido foram coletadas em placas de 96 cavi-
dades e liofilizadas por 2 dias. Foi realizada maceracéao de tecido fres-
co com um pulverizador de tecido KLECO™ e contas de tungsténio
(Environ Metal INC., Sweet Home, Oregon). Depois de maceracao do
tecido, o DNA gendmico foi isolado em formato de alta produtividade
usando o kit Biosprint 96 Plant kit™ (Qiagen, Germantown, MD) de
acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante. Depois do isolamen-
to, o gDNA foi diluido em uma diluicdo a 1:3 padrdo. Foi realizada de-
terminacdo do numero de copias de transgene por ensaio de sonda de
hidrélise por PCR em tempo real wusando o0 sistema
LIGHTCYCLER®480 (Roche Applied Science, Indianapolis, IN). Foram
projetados ensaios para dsm-2, AtUbil0 e o gene de referéncia inter-
na, TAFII15 (Genbank ID: NC 003075; Duarte et al., BMC Evol. Biol.,
10:61).

[00220] Para amplificacdo, a mistura LIGHTCYCLER®480 Probes
Master mix (Roche Applied Science, Indianapolis, IN) foi preparada em

uma concentracao final de 1X em uma reacdo multiplex de volume de
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10 yL contendo 0,1 pM de cada iniciador para dsm-2 e AtUbi10, 0,4
MM de cada iniciador para TAFII15 e 0,2 yM de cada sonda (Tabela 1).
Foi realizada uma reacao de amplificacdo de duas etapas com uma
extensdo a 60T por 40 segundos com aquisicao de fl uorescéncia.
Todas as amostras foram rodadas e os valores do limiar de ciclo mé-
dio (Ct) foram usados para analise de cada amostra. Andlise dos da-
dos de PCR em tempo real foi realizada usando o software LightCycler
release 1.5™ usando o modulo quant relativo e é baseada no método
AACt. Para isto, uma amostra de DNA gendmico de um calibrador de
cépia unica e verificacdo de 2 copias conhecidas foram incluidas em
cada rodada. Os resultados do numero de coOpias da tela de sonda de
hidrolise foram determinados para as plantas de Arabidopsis transgé-
nicas Ti.

Tabela 1. Informacéo de iniciadores e sondas para ensaio de sonda de
hidrélise de dsm-2, AtUbil0 e gene de referéncia interna (TAFII15).

Nome do Iniciador
DSM2A (SEQ ID NO: 29)
DSM2S (SEQ ID NO: 30)

Sequéncia
5' AGCCACATCCCAGTAACGA 3
5'CCTCCCTCTTTGACGCC 3

sonda DSM2 Cy5 (SEQ ID NO: 31)

5' CAGCCCAATGAGGCATCAGC 3

AtUDbi10v2Set5-F (SEQ ID NO: 32)

5'CTTCACCGCCTTAGCTTTCT 3

AtUDbi10v2Set5-R (SEQ ID NO: 33)

5' GTGAAGAAGAAGCTTTGGGTA-

TTG 3
AtUDbi10v2Set5-FAM (SEQ ID NO: | 5 CGTGACCTAGTCGTCCTCG-
34) TCTTT 3
sonda TAFFY-HEX (SEQ ID NO: | 5" AGAGAAGTTTCGACGGATTT-
35) CGGGC 3
TAFII15-F (SEQ ID NO: 36) 5' GAGGATTAGGGTTTCAACGGAG
3
TAFII15-R (SEQ ID NO: 37) 5' GAGAATTGAGCTGAGACGAGG
3

[00221]

DGT-28 expressada em amostras de folhas obtidas a partir de plantas

Um Western blot foi completado para detectar a proteina

de Arabidopsis thaliana transgénicas. Foram usados métodos conven-
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cionais de eletroforese e de blotting com dispositivos Invitrogen™ e
reagentes basicos. Gallagher S, Winston S, Fuller S, Hurrell J, "Im-
munoblotting and Immunodetection” Current Protocols in Immunology
8.10.1 — 8.10.28, November 2008. Eventos transgénicos positivos 0s
quais expressaram a proteina DGT-28 foram detectados usando um
anticorpo de coelho anti-DGT-28 como 0 anticorpo primario com um
sistema de deteccao de fluorescéncia anti-coelho (Cy3). A producao
de uma proteina DGT-28 intacta através de Western blot indicou que
as plantas transgénicas as quais foram avaliadas expressaram a pro-
teina DGT-28 no peso molecular apropriado. Foi observado que os
Western blots continham duas bandas de proteinas de diferentes pe-
sos moleculares. Foi sugerida a hipotese de que as duas bandas con-
sistem em uma primeira proteina DGT-28 de menor peso molecular
processada que resultou de clivagem do peptideo de transito de cloro-
plastos do transgene dgt-28 e uma segunda proteina TraP::DGT-28
maior, de comprimento total que nao foi processada e nao resultou em
clivagem da sequéncia de peptideo de transito de cloroplastos.

[00222] Ensaios ELISA foram usados para confirmar que os even-
tos transgénicos identificados usando o Western blot, e ensaios de
gPCR expressaram os transgenes. Duas amostras de folhas que ti-
nham 6 mm de diametro foram coletadas e colocadas em um suporte
de tubos de cluster de 96 cavidades. Em seguida, dois BB's de ago
Daisy™ e 200 ul de tampé&o de extracao (50 mM de HEPES, 5,97
g/500 ml, tampéo pH 7,5 com 1% de Brij™ 0,5 g/500 ml, inibidores da
protease 5 ul/ml) foram adicionados a cada tubo. As amostras foram
moidas em um pulverizador de tecido Klecko™ por 3 minutos em con-
figuracdo maxima. As amostras foram centrifugadas a 3.000 x g por 5
minutos e 100 ul do sobrenadante foram transferidos para um tubo de
amostra vazio. Outros 100 ul de tampao de extracao foram adiciona-

dos a amostra de planta e moido no moinho de esferas 3 minutos adi-
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cionais, centrifugada e 100 pl deste extrato foram combinados com os
primeiros 100 ul da solugcdo. Os sobrenadantes combinados foram
misturados e analisados ho mesmo dia que a coleta.

[00223] Anticorpos monoclonais foram desenvolvidos para os en-
saios ELISA. O clone do anticorpo de captura, SW4-8F11, foi revestido
sobre uma placa maxisorp a 2 pg/ml em PBS, e incubado de um dia
para o outro a 4C. Em seguida as placas foram lavadas com PBS
(10X estoque), Tween®-20 com volumes de quatro cavidades de tam-
pao. As placas de ELISA foram bloqueadas com 200 ul por cavidade
de PBS (10X estoque), Tween®-20, e 2% de gelatina de peixe por du-
as horas em temperatura ambiente. As placas foram lavadas com PBS
(10X estoque) e Tween®-20 com volumes de quatro cavidades de
tampao. As amostras foram preparadas conforme descrito acima e foi
aplicada curva padrdo a 60 ng/ml com diluicdes de 2 vezes até 0,94
ng/ml, no tamp&o que se segue: 50 mM de HEPES, 5,97 g/500 ml,
tampéao pH 7,5 com 1% de Brij™, 0,5 g/500 ml, inibidores da protease
5 pl/ml. Amostras e padrdes foram adicionados a 100 pl por cavidade
por duas horas em temperatura ambiente com agitacdo. Em seguida
as placas foram lavadas com PBS (10X estoque) e Tween®-20 com
volumes de quatro cavidades de tampao. O clone de deteccao de anti-
corpo, SW4-18F5, conjugado a peroxidase foi adicionada a cada uma
a 100 pul por cavidade em uma concentracdo de 1 pg/ml e incubado
por uma hora em temperatura ambiente. As placas foram lavadas com
PBS (10x estoque) e Tween®-20 com volumes de quatro cavidades de
tampao. O substrato TMB™ (Pierce) foi adicionado a 100 ul por cavi-
dade e incubado por aproximadamente 10 minutos ou até o desenvol-
vimento de cor apropriado. O desenvolvimento de cor foi interrompido
com 100 pl por cavidade de 0,4 M de H2SOs4. As placas foram lidas a
450 nm, usando o software Softmax™. Os dados do ELISA resultante

gue foram obtidos a partir de eventos T1 de c6pia Unica demonstraram
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uma expressao de proteina DGT-28 média de 77 ng/cm? com um des-
vio padréo de +/-33 ng/cm?.

Tolerancia ao glifosato:

[00224] Os transformantes T: de Arabidopsis (de transformacéao
com pDAB114286 ou pDAB114287) foram primeiro selecionados entre
o pano de fundo de sementes nao transformadas usando um esquema
de selecdo de glufosinato. Trés quartos ou 50.000 sementes foram
analisados para cada constructo de Ti. As plantas T1 selecionadas fo-
ram caracterizadas molecularmente (conforme descrito acima) e even-
tos com uma gama de numero de coOpias foram pulverizados com va-
rias taxas de glifosato comercial.

[00225] Plantas de Arabidopsis T: transgénicas contendo o trans-
gene dgt-28 foram pulverizadas com diferentes taxas de glifosato. Ta-
xas elevadas foram aplicadas neste estudo para determinar os niveis
relativos de resisténcia (420, 840, 1,680 ou 3,360 g ae/ha). A taxa de
uso de glifosato por 1X campo tipica é de 1120 g ae/ha. A resposta
destas plantas é apresentada em termos de % de lesdo visual 2 se-
manas depois do tratamento (WAT). As plantas de Arabidopsis T1 que
foram usadas neste estudo foram de niumero de cépias variavel para o
transgene dgt-28. As plantas de Arabidopsis T1 dgt-28 de baixo nume-
ro de copias foram auto-polinizadas e usadas para produzir plantas Ta.
A Tabela 2 mostra a comparacao de plantas transgénicas dgt-28, tira-
da para um controle selvagem (ndo transgénico).

[00226] Os dados apresentados mostram plantas individuais apre-
sentando pouca ou nenhuma leséo (<20%), moderada lesao (20 a
40%), ou grave lesdo (>40%). Uma média aritmética e um desvio pa-
drdo é apresentado para cada constructo usado para transformacao
de Arabidopsis. A extensdo em resposta individual também é indicada
na ultima coluna para cada taxa e transformacédo. Arabidopsis thaliana

selvagem e nao transformada c.v. Columbia serviu como um controle
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sensivel a glifosato.

[00227] O nivel de resposta das plantas a aplicacdo de glifosato va-
riou. Esta variancia pode ser atribuida ao fato de que cada planta re-
presenta um evento de transformacéo independente e deste modo o
namero de copias do gene de interesse varia de planta para planta. No
entanto, os dados demonstram que dgt-28 ligado com as sequéncias
de peptideos de transito de cloroplastos de TraP26 e TraP27 proporci-
ona protecao contra glifosato.

Tabela 2. A resposta de Arabidopsis Ti transformada com dgt-28 a

uma gama de taxas de glifosato aplicadas pd6s emergéncia, compara-

da com um controle ndo transformado. A % de lesdo visual foi reqis-

trada 14 dias depois da aplicacdo de glifosato.

TraP26::dgt-28 0% da Faixa de Lesdo |% da Analise de Le-

(pDAB114286) (No. de Replicatas) sao
Taxa de Aplicagao <20% | 20 a |>40% | Mé- |Desvio|Alcance
40% dia |padrdo| (%)

0 g ae/ha de glifosato 4 0 0 0,0 | 0,0 0
420 g ae/ha de glifosato 4 0 0 0,0 | 0,0 0
840 g ae/ha de glifosato 4 0 0 0,0 | 0,0 0
1680 g ae/ha de glifosato | 4 0 0 10,0 0,0 10
3360 g ae/ha de glifosato | 3 1 0 16,3| 2,5 |15a20

TraP27::dgt-28 0% da Faixa de Lesdo |% da Analise de Le-
(pDAB114287) (No. de Replicatas) séo

Taxa de Aplicagao <20% | 20 a |>40% | Mé- |Desvio|Alcance
40% dia |padrdo| (%)

0 g ae/ha de glifosato 4 0 0 0,0 | 0,0 0
420 g ae/ha de glifosato 3 1 0O |19,0| 8,2 |10a30
840 g ae/ha de glifosato 3 1 0 15,8 4,3 |10a20
1680 g ae/ha de glifosato| 1 3 0 18,8 2,5 |15a20
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3360 g ae/ha de glifosato| O 4 0 25,01 0,0 25

Selvagem (controle ndo % da Faixa de Leséo |% da Andlise de Le-

transformado) (No. de Replicatas) sao
Taxa de Aplicagao <20% | 20 a |>40% | Mé- |Desvio|Alcance
40% dia |padrdo| (%)

0 g ae/ha de glifosato 4 0 0 0,0 | 0,0 0
420 g ae/ha de glifosato 0 0 4 1100,0| 0,0 100
840 g ae/ha de glifosato 0 0 4 100,0{ 0,0 100
1680 g ae/ha de glifosato| O 0 4 100,0{ 0,0 100
3360 g ae/ha de glifosato| O 0 4 100,0{ 0,0 100
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REIVINDICAGOES

1. Molécula de acido nucleico quimérica, caracterizado por

compreender: uma sequéncia de nucleotideos que codifica um peptideo
de menos de 73 aminoacidos de comprimento, em que o peptideo é
uma dentre SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, e SEQ ID NO: 6, ligado ope-
racionalmente em quadro a uma sequéncia codificante de nucleotideos
de interesse.

2. Molécula de acido nucleico quimérica, de acordo com a

reivindicagdo 1, caracterizado por a sequéncia codificante de nucleoti-

deos de interesse é uma sequéncia codificante de dsm-2, uma sequén-
cia codificante de dgt-28, uma sequéncia codificante do gene de toxina
Bt, uma sequéncia codificante de yfp ou uma sequéncia codificante de
afp.

3. Molécula de acido nucleico quimérica, de acordo com a
reivindicacao 1, caracterizado por a sequéncia de nucleotideos que co-
difica o peptideo é uma dentre SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, e SEQ
ID NO: 14.

4. Molécula de acido nucleico quimérica, de acordo com a

reivindicacao 1, caracterizado por a sequéncia de nucleotideos esta li-

gada operacionalmente a uma ou mais sequéncias reguladoras.

5. Polipeptideo, caracterizado por ser codificado pela molé-

cula de acido nucleico, como definida na reivindicagao 1.

6. Polipeptideo, de acordo com a reivindicacéo 5, caracteri-
zado por a sequéncia codificante de nucleotideos de interesse codifica
um peptideo biologicamente ativo que esta envolvido em um processo
selecionado dentre o grupo que consiste em resisténcia a herbicidas,
resisténcia a virus, resisténcia a patégenos bacterianos, resisténcia a
insetos, resisténcia a nematoddeos, resisténcia a fungos, vigor da planta,
produtividade das plantas, tolerancia a temperatura, tolerancia as con-

di¢cdes do solo, tolerancia a baixos niveis de luminosidade, tolerancia a
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baixos niveis de agua, tolerancia a altos niveis de agua, tolerancia a
meio ambiente quimico, cor das sementes, modificagdo de amido, sin-
tese de aminoacidos, fotossintese, sintese de acidos graxos, sintese de
Oleos, sintese de carotenoides, sintese de terpenoides, sintese de
amido, e resisténcia a herbicidas.

7. Polipeptideo, de acordo com a reivindicaciao 6, caracteri-
zado por o peptideo biologicamente ativo € selecionado dentre o grupo
qgue consiste em: acetolactase sintase (ALS), acetolactase sintase mu-
tada, precursores da acetolactase sintase, 3-enolpiruvilshikimato-5-fos-
fato sintase (EPSPS), DGT-28 EPSPS, CP4 EPSPS, uma EPSPS
classe IV, e uma EPSPS classe lIl.

8. Vetor de expressao em planta, caracterizado por compre-

ender a molécula de acido nucleico, como definida na reivindicacao 4.
9. Método para a producdo de um material de planta trans-

génica, caracterizado por compreender: obter a molécula de acido nu-

cleico quimérica, como definida na reivindicagdo 1, e transformar um
material de planta com a molécula de acido nucleico.

10. Uso de uma planta transgénica, parte de planta, célula
vegetal ou semente compreendendo SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10 ou
SEQ ID NO: 14, ligada operacionalmente em quadro a uma sequéncia

codificante de nucleotideos de interesse, caracterizado por ser para cru-

zar com uma segunda planta, regenerar uma planta transgénica, plantar
ou cultivar um campo de plantas transgénicas, ou produzir produtos de

planta.

11. Invencédo, caracterizado por quaisquer formas de suas

concretizagdes ou em qualquer categoria aplicavel de reivindicagao, por
exemplo, de produto ou de processo ou uso englobadas pela matéria

inicialmente descrita, revelada ou ilustrada no pedido de patente.
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RESUMO
Patente de Invencdo: "MOLECULA DE ACIDO NUCLEICO QUIME-
RICA, POLIPEPTIDEO, VETOR DE EXPRESSAO EM PLANTA, M E-
TODO PARA A PRODUCAO DE UM MATERIAL DE PLANTA
TRANSGENICA E USO DE PLANTA TRANSGENICA OU PARTES
DA MESMA".

A presente invencao refere-se a composicdes e métodos
para o direcionamento de peptideos, polipeptideos, e proteinas para
plastideos de células contendo plastideo. Em algumas modalidades, a
presente invencdo refere-se a peptideos de transito de cloroplastos
gue podem direcionar um polipeptideo para um plastideo, e moléculas
de acido nucleico codificando os mesmos. Em algumas modalidades,
a presente invencéo refere-se a métodos para a producdo de um ma-
terial de planta transgénica (por exemplo, uma planta transgénica)
compreendendo um peptideo de transito de cloroplastos, bem como
materiais de planta produzidos pelos métodos referidos, e produtos de

base de plantas produzidos a partir dos mesmos.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

FOBS57 3 CDOE36¢CS8FSB

Campo 2

2 E4DETFOO250E4G6AE

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: P223358 EV ListSeq - AGO 2019.txt
- Data de Geracédo do Cdédigo: 19/08/2019
- Hora de Geracéo do Cdédigo: 16:10:59
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: FOB573CDOE36C8FB
- Campo 2: 2E4DEF00250E46AE
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