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RESUMO

"EXPRESSAO DE PEPTIDOS EUCARIOTICOS EM PLASTOS VEGETAIS"

Sao proporcionadas construgbes e métodos para
expressao de péptidos derivados de organismos eucaridticos
em plastos vegetais. As construgdes possuem um promotor
funcional num plasto vegetal, uma sequéncia de ADN
codificando um péptido derivado de um organismo eucaridtico
e uma regido de terminacao da transcricdo. Outros elementos
incluem um marcador selecciondvel para seleccgdo de células
vegetais compreendendo um plasto expressando o marcador e
regides de ADN com homologia com © genoma do plasto e
opcionalmente um local de ligacdo ao ribossoma ligado ao
promotor. Através de métodos que utilizam tais construgdes
sdo produzidos niveis elevados de péptidos eucaridticos,
tais como proteinas de mamifero, numa célula vegetal
através da cultura de células vegetais sob condigdes
através das quails sdo expressas as sequéncias de ADN de
codificagdo para produzir o péptido eucaridtico no referido

plasto.
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DESCRICAO

"EXPRESSAO DE PEPTIDOS EUCARIOTICOS EM PLASTOS VEGETAIS"

INTRODUGAO

Campo Técnico

Este invento refere-se a aplicagdo de técnicas de
engenharia genética a plantas. Especificamente, o invento
refere-se a composigdes e métodos para aumentar a expressao

de proteinas em plastos vegetais.

Antecedentes

Os plastos das plantas superiores sao um alvo
atractivo para a engenharia genética. Os plastos vegetais
(cloroplastos, amiloplastos, elaioplastos, etioplastos,
cromoplastos, etc.) sdo o0s principais centros biossinté-
ticos que, para além da fotossintese, sdo responsaveis pela
producao de compostos industrialmente importantes tais como
aminodcidos, hidratos de carbono complexos, acidos gordos e
pigmentos. Os plastos sdo derivados de um precursor comum
conhecido como protoplasto e assim o0s plastos presentes
numa dada espécie vegetal possuem todos o mesmo contetdo
genético. As células vegetais contém 500-10000 codpias de um

pequeno genoma circular de 120-160 quilobases, cada
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molécula destas possuli uma grande (aproximadamente 25 kb)
repetigao invertida. Assim, ¢ possivel modificar células
vegetais para conterem até 20000 cdpias de um determinado
gene de 1interesse que possa potencialmente resultar em
niveis muito elevados de expressao de genes estranhos., Além
disso, os plastos da maicria das plantas sdo maternamente
herdados. Consequentemente, ao contrario dos genes heterd-
logos expressos no nucleo, os genes heterdlogos expressos
nos plastos nao sao disseminados pelo pdlen, por isso uma
caracteristica introduzida num plasto vegetal ndo seréd

transmitida a parentes de tipo selvagem.

Permanece a necessidade de melhores elementos
reguladores para expressdo de genes num plasto vegetal. Até
a data, os sinais de expressdo utilizados rotineiramente
para expressdo de transgenes em plastos derivam de genes
enddgenos dos plastos. 0Os sinals de expressdo em plastos
sdo tipicamente derivados de regides promotoras de genes
altamente expressos em plastos tals como as regides
promotoras do operdo do ARN ribossémico 16S (Prrn), do gene
psbA (PpsbA) ou do gene rbcl (PrbcL). 0Os genes psbA e rbcl
sado altamente transcritos, mas a sua tradugao é controlada
por factores especificos do tecido e factores regulados
pela luz que limitam a sua utilidade. No caso de Prrn, um
local de ligag¢ac ao ribossoma (RBS) sintético modelado a
partir do lider do gene rbclL do plasto tem sidco tipicamente
utilizado para dirigir a tradugao. ©No entanto, este
Prrn/RBS ¢ traduzido ineficientemente devido a uma fraca

ligagao ao ribossoma.
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Os plastos das plantas superiores apresentam um
alvo atractivo para a engenharia genética. Tal como
mencionado acima, os plastos das plantas superiores sao
maternamente herdados. Isto oferece uma vantagem para a
engenharia genética de plantas para tolerédncia ou
resisténcia a condigdes naturais ou quimicas, tais como
tolerdncia a herbicidas, uma vez que estas caracteristicas
nac serao transmitidas aos parentes de tipo selvagem. Além
disso, a expressdo a elevado nivel de genes estranhos &
atractiva para caracteristicas concebidas tais como a

produg¢do de proteinas farmaceuticamente importantes.

A expressdo de sequéncias de Acido nucleico
codificando para enzimas que proporcionam toleréncia a
herbicidas assim como proteinas farmacéuticas a partir do
genoma de plastos vegetais oferece uma alternativa

atractiva a expressdo a partir do genoma nuclear vegetal.

SUMARIO DO INVENTO

O presente 1invento proporciona sequéncias de
acido nucleico Gteis no aumento da expressdao de uma larga
variedade de genes, tanto eucaridticos como procaridticos,
em plastos vegetais. Para além disso, sao proporcionadas
construgbes de expressdao de plastos que sdo uteis para
engenharia genética de células vegetals e que proporcionam
uma mailor expressdo das proteinas EPSP-sintetases ou da

proteina hGH em plastos de células vegetais. Os plastos



PE1097211 -4 -

transformados devem ser plastos metabolicamente activos e
de preferéncia mantidos a um numero elevado de cdpias no
tecido wvegetal de interesse, de maior preferéncia os
cloroplastos que se encontram nos tecides verdes das

plantas, tais como folhas ou cotilédones.

O invento proporciona assim:
1) uma construcdo compreendendo os seguintes
componentes no sentido da transcrig¢do de 5' para 3':

a) uma sequéncia promotora do operac do
ARN ribossémico 16S (daqui em diante "Prrn");

b) um local de ligag¢do ao ribossoma ligado
ao referido componente promotor (a), em que o referido
local de ligag¢do ao ribossoma é derivado da seguéncia lider
do gene 10 do bacteridfago T7;

c) uma sequéncia de ADN codificando um
péptido derivado de um organismo eucaridtico; e

d) uma regido de terminacdoc da trans-
cricao,
em que o referido péptido eucaridtico ¢ diferente de um
péptido de uma planta;

2) um método para producdo de uma proteina numa

célula vegetal, em que o referido método compreende a

transformacdo de plastos da referida célula vegetal com uma

construgcao compreendendo ¢ seguinte como componentes opera-
tivamente ligados noc sentido da transcrigdo de 5' para 3':

a) uma sequéncia promotora do operdo do

ARN ribossémico 16S (dagui em diante "Prrn");
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b) um local de ligagao ao ribossoma ligado
ao referido componente promotor (a), em que o referido
local de ligagdo ao ribossoma ¢ derivado da segquéncia lider
do gene 10 do bacteridfago T7;

c) uma sequéncia de ADN codificando um
péptido derivado de uma célula eucaridtica diferente de um
péptido de um plasto vegetal; e

d) uma regido de terminacdoc da trans-

cricao,
e células vegetais em crescimento compreendendo @ 0s
referidos plastos transformados sob condigdes em que a
referida sequéncia de ADN & expressa para produzir o
referido péptido eucaridtico no referido plasto;

3) um método para produgdo de uma proteina com
um terminal N sem metionina num plasto, em gque o referido
método compreende:

transforma¢do de um plasto com uma construcgdo
compreendendo, como componentes operativamente ligados no
sentido da transcrigaoc de 5' para 3':

a) uma sequéncia promotora do operao do
ARN ribossémico 16S (Prrn);

b) um local de ligag¢ao ao ribossoma ligado
ao referido componente promotor (a), em que o referido
local de ligag¢do ao ribossoma ¢ derivado da segquéncia lider
do gene 10 do bacteridfago T7;

c) uma sequéncia de ADN codificando um
péptido de ubiquitina clivdvel;

d) uma sequéncia de ADN codificando uma

proteina de interesse, e
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e) uma regido de terminacgac da trans-
crigao; e
criacao de uma célula vegetal compreendendo o referido
plasto transformado sob condigdes adequadas para expressao
da referida proteina de interesse e da referida sequéncia
de ubiquitina clivdvel no referido plasto,

4) um métode de produgdo de uma proteina com um
terminal N sem metionina num plasto, em que o referido
método compreende:

transforma¢do de um plasto com uma construcdo
compreendendo, como componentes operativamente ligados no
sentido da transcrigdo de 5' para 3':

a) uma sequéncia promotora do operao do
ARN ribossémico 16S (Prrn);

b) um local de ligag¢do ao ribossoma ligado
ao referido componente promotor (a), em que o referido
local de ligag¢do ao ribossoma é derivado da segquéncia lider
do gene 10 do bacteridfago T7 ou é o local rbcLRBS;

c) uma sequéncia de ADN codificando uma
proteina de interesse, em que a referida proteina de
interesse ¢ capaz de ser reconhecida por uma Metionina-
Amino-Peptidase de células vegetals, e

d) uma regido de terminacao da transcricgdo;
e cultura de uma célula vegetal compreendendo o referido
plasto transformado sob condigbes adequadas para expressao
da referida proteina de interesse possuindo um terminal N

sem metionina.

As construcdes de expressao de plastos para
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utilizar neste 1invento incluem uma regldo promotora de
plastos capaz de proporcionar uma maior expressaoc de uma
sequéncia de ADN, uma sequéncia de ADN codificando uma
proteina EPSPS ou a hormona de crescimento humana (hGH) e
uma regiao de terminagao da transcricao capaz de terminar a

transcricao num plasto vegetal.

A regido promotcra de plastos do presente invento
¢ ligada a um local de ligagao ao ribossoma gque proporcione
uma maior tradug¢do de transcritos de ARNm num plasto

vegetal.

A construgdo de expressdo de plastos deste
invento ¢ de preferéncia ligada a uma construgdo possuindo
uma sequéncia de ADN codificando um marcador selecciondvel
que possa ser expresso num plasto vegetal. A expressdo do
marcador selecciondvel permite a identificacgdo de células

vegetais compreendendo um plasto que expressa 0 marcador.

Numa concretizacgdo preferida, o0s vectores para
transferéncia da construcdo para uma célula vegetal incluem
meios para inser¢do das construgdes de expressao e seleccgdo
no genoma do plasto. 0Os vectores compreendem de preferéncia
regides de homologia com o genoma do plasto alvo que

flangqueiam as construgdes.

As construgBes do presente invento compreendem
uma sequéncia promotora Prrn ligada a um local de ligacgdo

ao ribossoma capaz de aumentar a tradugao de transcritos de
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ARNm no plasto vegetal. O local de ligagdo ao ribossoma é

derivado da sequéncia lider do gene 10 do bacteridfago T7.

De particular interesse no presente ¢ invento é o
elevado nivel de expressao de sequéncias de dcido nucleico
em plastos vegetais. De particular interesse é o elevado
nivel de expressdac de sequéncias de 4Acido nucleico
codificando para enzimas envolvidas em tolerdncia a

herbicidas e codificando para proteinas farmacéuticas.

As construgdes do presente invento compreendem de
preferéncia uma sequéncia de ADN codificando a 5-Enolpiru-
vilchiquimato-3-fosfato-sintetase (US 5633435), nitrilase,
fitoeno-dessaturase, aprotinina ou uma sequéncia de ADN

codificando a hormona de crescimento humana (US 5424199).

Plastos de células vegetals contendo as constru-
¢Bes estdo também contemplados no invento, tal como o sdo
plantas, sementes de plantas, c¢élulas vegetals ou a
descendéncia destas contendo plastcs compreendendo a cons-—

trucao.

O presente invento incluil também métodos para

maior expressdao de seguéncias de ADN em plastos vegetais.

O invento inclui também um método para a expres-—
sao aumentada de uma enzima codificando hGH em plastos da

célula vegetal.
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O presente invento inclui ainda métodos para
obtengdo de uma proteina expressa a partir de uma célula
vegetal, incluindo um plasto, possuindo um terminal N sem
meticonina. Para além disso, estdo contempladas células
vegetais e plastos que incluam proteinas com um terminal N

sem metionina.

Assim, o presente invento refere-se a um gene
gquimérico contendo uma sequéncia de codificagdo de uma
proteina farmacéutica, um vector de expressaoc em plastos
vegetais contendo um promotor Prrn operativamente ligado a
um local de ligag¢do ao ribossoma do gene 10 da Polimerase
do Bacteridfago T7 capaz de maior expressdo num plasto
vegetal operativamente ligado a um gene de tolerédncia a
herbicida ou codificando uma proteina farmacéutica, um
vector de transformacdo de plantas possuindo inserido nele
um gene de tolerdncia a herbicida ou codificando para uma
proteina farmacéutica expresso a partir de um promotor Prrn
ligado a um local de ligag¢do ao ribossoma do gene 10 da
Polimerase do Bacteridfago T7, células vegetais transfor-
madas utilizando tails wvectores e plantas regeneradas a
partir destas exibindo um grau substancial de expressdo de
sequéncias de 4cido nucleico, e proteinas e métodos para

produzir tais células e tais plantas.

BREVE DESCRIGAO DOS DESENHOS

A Figura 1 mostra a sequéncia nucleotidica do

local de ligacgdo zo ribossoma de GI10L.
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A Figura 2 proporciona uma sequéncia de amino-

dcidos codificando para aprotinina.

A Figura 3 proporciona os resultados da anadlise
de RP-HPLC para caracterizacao da proteina hGH expressa no
plasto. O Pico I (o pico mais alto) indica o tempo de
retengdo previsto para a GP2000 de 22 kDa nativa, correcta-

mente dobrada.

A Figura 4 proporciona uma andlise de espectro-
metria de massa (EM) de ionizagdo por electrospray utili-
zando um espectrémetro de massa de tempo de voo de elec-
trospray Micromass Q-Tof. Em particular, ¢é proporcionada
uma série de ides correspondendo  a(s) espécie(s)
presente(s) na amostra com um numero varidvel de protdes
unidos. 0s eixos do espectro sao a intensidade versus a

razdo de massa para carga da(s) espécie(s) presente(s).

A Figura 5 proporciona uma representacgdo grafica
da bioactividade de hGH expressa a partir de um plasto
vegetal. As amostras representadas no grafico 530
prolactina bovina (bPL), hGH expressa a partir de E. colil
(Ala-hGH), e um transgénico nulo adicionadc com prolactina
bovina (SPFF Nulo com Adig¢do) como controlos positivos, um
transgénico nulo (SPFF Nulo) como controlo negativo, e
amocstras transgénicas de uma coluna de Sepharose (Amostra
de SPFF, Amostra de SPFF) e uma amostra transgénica eluida

a partir da coluna de Sepharose a pH 3,5 (SPFF pH 3,5 Eln).
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DESCRIQAO DETALHADA DO INVENTO

De acordo com o presente invento, sdo proporcio-
nadas construgdes de expressao de plastos que compreendem
um promotor Prrn que é funcional num plasto vegetal, um
local de ligac¢do ao ribossoma derivado do lider do gene 10
da Polimerase do Bacteridfago T7, uma sequéncia de ADN
codificando para um gene de interesse e uma regiao de
terminacdo da transcric¢do capaz de terminar a transcrigdo
num plasto vegetal. Estes elementos sac proporcionados como
compenentes operativamente ligados no sentido da

transcricdo de 5' para 3'.

Para além disso, as construgdes do presente
invento podem também incluir uma sequéncia de Aacido
nucleico codificando um péptido capaz de direccionar a
referida sequéncia de ADN codificando uma proteina para o

lumen do tilacdide dentro do cloroplasto.

De particular interesse no presente invento sdao
métodos para a produgdo de proteinas num plasto de uma
célula vegetal hospedeira possuindo um terminal N sem
metionina. Tais métodos envolvem geralmente a utilizacdo de
proteinas de fusdo possuindo uma sequéncia N-terminal que é
reconhecida por uma protease enddgena. Em particular, uma
sequéncia de ADN codificando um péptido de ubiquitina
clivadvel é fundida com uma sequéncia de ADN codificando uma

proteina de interesse. Apds a expressao da proteina de
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fusao no plasto, uma protease enddgena actua na fusao para

clivar a porgdo de ubiquitina da proteina.

Também de interesse no presente invento ¢é a
utilizacao das construgles de expressao em plastes para
dirigir a transcrigdao e tradugdao de elevado nivel
(expressao) de sequéncias de acido nucleico. Tais
construgdes de expressdo em plastos encontram utilizacao na
direcgédo da expressdo de elevado nivel de sequéncias de ADN
codificando para enzimas envolvidas em tolerédncia a
herbicidas ou codificando para a produgdo de proteinas

farmacéuticas.

De mais particular interesse no presente invento
¢ a utilizacdo das construgdes de expressac de plastos para
dirigir a tradugdo de elevado nivel de ARN mensageiro

transcrito.

A sequéncia de ADN e os dados biocquimicos revelam
uma semelhan¢a das maguinarias de transcrigaco e tradugdo
dos organelos dos plastos e dos sinais de iniciag¢do para
estas verificados em sistemas procaridticos. De facto, foi
relatado que sequéncias promotoras derivadas de plastos
dirigem a expressdoc de genes repdrter em células procario-
ticas. Além disso, o©0s genes dos plastos estdo frequente-
mente organizados em operfes policistrénicos tal como estdo

nos procariotas.

Apesar das aparentes semelhang¢as entre plastos e
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procariotas, existem diferengas fundamentais nos métodos
utilizados para controlar a expressdo génica em plastos e
procariotas. Em oposigaoc &aos mecanismos de controlo da
transcricao tipicamente ©observados em procariotas, a
expressao génica em plastos € predominantemente controlada
ao nivel da tradugadaoc e da estabilidade do ARNm através de

proteinas que actuam em trans codificadas pelo nucleo.

A tradugdo é um processo em multiplos passos que
envolve primeiro a ligac¢dao do ARN mensageiro (ARNm) aos
ribossomas. Comecgando no coddao de inicio da tradugao, os
coddes do ARNm sdo lidos sequencialmente a medida que os
ribossomas se movem ao longo da molécula de ARNm. Os
amincdcidos especificados sdo entdo adicionados sequencial-
mente a cadeia polipeptidica em crescimento para produzir a

proteina ou o polipéptido codificado no ARNm.

Tal como mencionado, © primeiro passc NO Processo
de traducdo é a ligag¢ao da molécula de ARNm ao ribossoma. A
natureza desta interacgdo (i.e. ligag¢do) fol apenas par-
cialmente elucidada. A andlise de oligonucledtidos resis-
tentes a ARNases 1solados de complexos bacterianos de
iniciagdao da tradugdo indica que um fragmento de ARN de
aproximadamente 30 a 40 nucleétidos de comprimento compre-
ende o local de ligag¢gdo ao ribossoma (RBS) inicial. Assim,
um RBS é daqui em diante entendido como compreendendo uma
sequéncia de ARNm que rodeia o coddo de iniciacdo da
tradugdo que é responsdvel pela ligagdo do ribossoma e pela

iniciacgdo da traducgdo.



PE1097211 - 14 -

Recentemente, foram identificados locais de
ligagao ao ribossoma que sdo capazes de dirigir a traducao
em procariotas. Por exemplo, foi identificado um local de
ligagao ao ribossoma derivado do 1lider do gene 10 do
bacteridfago T7, GLOL (US 5232840), que aumenta a expressao

de sequéncias de &cido nucleico em procariotas.

Herbicidas tais como N-fosfonometilglicina, hi-
droxibenzonitrilos halogenados e norflurazon foram objecto

de muita investigacéo.

A  N-fosfonometilglicina, vulgarmente referido
como glifosato, inibe a via do 4cido chiquimico que conduz
a biossintese de compostos aromdticos incluindo amino-
dcidos, hormonas vegetais e vitaminas. Especificamente, o
glifosato suprime a conversdo do &cido fosfoenolpiruvico
(PEP) e do 4cido 3-fosfochiquimico em acido 5-enolpiruvil-
3-fosfochiquimico através da inibicdo da enzima 5-enol-
piruvilchiquimato-3-fosfato-sintetase (dagui em diante

referida como EPSP-sintetase ou EPSPS).

Plantas tolerantes a glifosato foram produzidas
através de transformagdo de varios genes de EPSP-sintetase
no genoma nuclear de uma planta. Um gene para a EPSP-
sintetase fol <clonado a partir da estirpe CP4 de
Agrobacterium tumefaciens (US 5633435) e confere um elevado
nivel de tolerédncia a glifosatoc nas plantas. Para além

disso, foram conseguidos niveis elevados de tolerdncia a
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glifosato em varias plantas de cultivo fundindo EPSPS com
um péptido de transito de cloroplasto (CTP) para expressao
direccionada em plastos. Além disso, foram isoladas
variantes da enzima EPSPS de tipo selvagem que sao
tolerantes & glifosato em consequéncia de alteragdes na
sequéncia de codificagac de aminodcidos de EPSPS (Kishore e
Shah, Ann. Rev. Biochem. 57: 627-663, 1988; Shulze et al.,
Arch. Microbiol. 137: 121-123, 1984; Kishore et al., Fed.
Proc. 45: 1506, 1986). Estas variantes tém tipicamente uma
K; mais elevada para o glifosato do que para a enzima EPSPS
de tipo selvagem que confere o fendtipo tolerante a
glifosato, mas estas variantes sdo também caracterizadas
por uma elevada K, para PEP 0o que torna a enzima
cineticamente menos eficiente (Kishore e Shah, Ann. Rev.
Biochem. 57: 627-663, 1988; Sost et al., FEBS Lett. 173:
238-241, 1984; Shulze et al., Arch. Microbiol. 137: 121-
123, 1984, Kishore et al., Fed. Proc. 45: 1506, 1986; Sost

e Amrhein, Arch. Biochem. Biophys. 282: 433-436, 1990).

Para além de serem modificadas plantas para
tolerdncia a glifosato, foram também modificadas plantas
para tolerar outras classes de herbicidas tais como
hidroxibenzonitrilos halogenados e norflurazon utilizando

sequéncias de acido nucleico expressas no nucleo.

E sugerido que os hidroxibenzonitrilos haloge-
nados, tais como Bromoxinil, actuam de forma herbicida
através da inibicdo do complexo proteico de ligacdo a

guinona do fotossistema II, inibindo a transferéncia de
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electrdes (Van Rensen, Physiol. Plant 54: 515-520, 1982, e
Sanders e Pallett, Pestic. Biochem. Physiol. 26: 116-122,
1986). Herbicidas tails como norflurazon inibem a produgao

de carotendides.

As plantas que sao resistentes ao Bromoxynil
foram produzidas através da expressac de sequéncias de ADN
codificando para enzimas capazes de desintoxicar o Bro-
moxynil (nitrilases) no nucleo da célula vegetal. As
sequéncias de ADN codificando para tais nitrilases foram
clonadas a partir de Dbactérias tais como Klebsiella
pneumoniae ¢ utilizadas para construir vectores para
dirigir a expressdo da sequéncia de ADN no nucleo da célula

vegetal (US 4810648).

As plantas que sado resistentes ao Norflurazon
foram modificadas através da expressaoc de sequéncias de
dcido nucleico que codificam para enzimas na via biossin-
tética dos carotendides em nucleos de células vegetais. Por
exemplo, a expressao de uma fitoeno-dessaturase a partir de

Erwinia uredovora proporciona tolerdncia ao norflurazon.

Embora as plantas transformadas para expressar
sequéncias de dcido nucleico codificando para tais enzimas
a partir do genoma nuclear tenham encontrado utilidade na
engenharia de plantas tolerantes a herbicidas, seria cada
vez mais benéfico obter plantas tolerantes a herbicidas

através da expressac em plastos.
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Nos exemplos aqui proporcionados, sequéncias de
ADN codificando para enzimas envolvidas na tolerdncia a
herbicidas sac utilizadas em construgdes para dirigir a
expressao das sequéncias a partir do plasto vegetal.
Sequéncias de ADN codificande para a 5S-enolpiruvil-
chiquimato-3-fosfato-sintetase (EPSPS), Dbromoxinil-nitri-
lase (Bxn), fitoeno-dessaturase (crtl (Misawa et al., Plant
Journal 4: 833-840, 1993, e Plant Journal 6: 481-489, 1994)
e aceto-hidroxidcido-sintetase (AHAS (Sathasiivan et al.,
Nucl. Acids Res. 18: 2188-2193, 1990)) sao utilizadas nas
construgdes de expressdo do presente invento para dirigir a
expressao das referidas sequéncias nucleotidicas de

tolerancia a herbicidas a partir do plasto vegetal.

5S40 identificadas plantas de tabaco transplastéd-
micas gue sdc homopldsmicas para as sequéncias de ADN
codificando os genes de tolerédncia a herbicidas. As plantas
homoplasmicas demonstram um elevado nivel de expresséo
proteica a partir do plasto. Para além disso, as plantas
homoplasmicas demonstram um elevado nivel de tolerancia
para o respectivo herbicida. Por exemplo, tal como descrito
em mais detalhe no exemplo abaixo, as plantas transformadas
para expressar EPSPS a partir do plasto demonstram um
elevado nivel de tolerédncia para o herbicida glifosato.
Adicionalmente, linhas homopldsmicas de tabaco que
expressam nitrilase ou fitoeno-dessaturase demonstram
elevados niveils de toleréncia aos herbicidas bromoxinilo e

norflurazon, respectivamente.
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Um perito na técnica a que © presente invento
pertence reconhecerd que podem ser empregues mais sequén-
cias nas construgdes de expressao de plastos do presente
invento para produzir plantas tolerantes a herbicidas.
Qutra sequéncia de 4acido nucleico que pode encontrar
utilizacao nas construgdes de expressao de plastos em
plantas tolerantes a herbicidas incluem o© gene bar para
tolerancia a glufosinato (DeBlock, et al., EMBO J. 6: 2513-

2519, 1987).

Para além disso, podem ser empregues Jgenes
adicionais de toleréncia a glifosato nas construgdes do
presente invento. 0s genes de EPSPS tolerante ao glifosato
adicionais sdoc descritos em Patente U.S. N° 55627061,
Padgette et al., T"Herbicide Resistant Crops", Lewis
Publishers, 53-85, 1996, e em Penaloza-Vazquez, et al.,

Plant Cell Reports 14: 482-487, 1995.

Deve observar-se que as construgdes de tolerancia
a herbicidas do presente invento podem também incluir
sequéncias codificando genes envolvidos noutros genes de
tolerdncia ao stress, por exemplo genes de resistén-
cia/tolerdncia a insectos ou doencas. Tal como descrito
mais detalhadamente nos exemplos que se seguem, as
construgdes de expressao de plastos sao utilizadas para
regenerar plantas que sejam resistentes ao Therbicida
Buctril e que expressam também a proteina crylAc de

Bacillus thuringensis.
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Adicionalmente, as construgbes de expressao de
plastos encontram também utilizagdo na direccgac da produgdo
de proteinas bioldgicas humanas (proteinas farmacéuticas) a
partir do plasto vegetal. Tal como exposto em detalhe nos
exemplos, sac proporcionadas construgdes para expressac de
aprotinina e hormona de crescimentc humana no plasto
vegetal. Outras sequéncias que podem encontrar utilizacgdo
nas constru¢des de expressdo do presente invento para a
producgdao de produtos bioldgicos humanos incluem sequéncias
codificando para insulina ou precursores de insulina. No
entanto, o perito na técnica reconhecerd que muitas sequén-
cias nucleotidicas codificando para produtos bioldgicos
humanos podem ser empregues nas construgdes do presente
invento para dirigir a sua expressdo a partir de um plasto
vegetal tal como as descritas em Goodman e Gelman,
"Pharmacological Bases of Therapeutics", Pergaman Press,
1990, 82 Edigdo, Secgdes 14 e 15. Tal como estd contemplado
que qualquer proteina para a qual a sequéncia nucleotidica
foi identificada pode ser wutilizada nas construgdes do

presente invento.

O presente 1nvento proporciona também métodos
para produgdo de uma proteina farmacéutica com um terminal
N sem metionina num plasto vegetal. Em general, os métodos
compreendem expressdo de uma proteina de fusdo incluindo um
gene de ubiquitina fundido com uma proteina de interesse
num plasto. O gene da ubiquitina € obtido a partir de uma
fonte natural e clonado num vector apropriado, tal como

descrito em WO 88/02406, supra, ou ¢é sintetizado
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gquimicamente, utilizando, p. ex., o método descrito por
Ecker et al., J. Biol. Chem. 262: 3524-3527, 1987, e Ecker
et al., J. Biol. Chem. 262: 14213-14221, 1887, cujas
divulgac¢des sao incorporadas por referéncia. As proteinas
de fusdao de ubiquitina sdo reconhecidas pela ubiquitina-
protease, contrariamente aos relatdrios anteriores
(Vierstra, Plant Mol. Biol. 32: 275-302, 1996), que cliva
imediatamente a jusante do residuo de glicina carboxi-
terminal da ubiquitina. Esta propriedade permitiu a
produgdo de proteinas recombinantes contendo residucs N-
terminais diferentes de metionina (Baker, Current. Opin.

Biotech. 7: 541-546, 1996).

5S40 também proporcionados métodos adicionais para
a producado de proteinas farmacéuticas com um terminal N sem
metionina num plasto vegetal. Tal como descrito mais
inteiramente nos Exemplos abaixo, as construgbes sdo
preparadas para dirigir a produgdo de uma metionina-hGH (M-
hGH) num plasto de uma célula vegetal. As construgdes
compreendem geralmente uma regido de iniciagaoc da trans-
crigdo e uma sequéncia de ADN codificando hGH. Surpreenden-
temente, a sequenciacdc dos aminocacidos N-terminais da hGH
extraida produzida em plantas transplastdémicas revela gque a
metionina N-terminal ¢ c¢livada da proteina hGH madura,
produzindo hGH com um terminal N de alanina (A-hGH). Este
resultado indica a 1interac¢do da hGH expressa com uma
metionina-amino-peptidase (MAP) na célula vegetal. Embora
se antecipe que se possa seguir qualquer aminodcido na

metionina N-terminal, o segundo aminodcido ¢ de preferéncia



PE1097211 - 21 -

seleccionado de entre o grupo gque consiste em alanina,

cisteina, glicina, prolina, serina, treonina e valina.

Tal como descrito mais detalhadamente abaixo, as
sequéncias de é&cido nucleico codificando para a hormona de
crescimento humana (hGH) sdo empregues nas construgdes de
expressao de plastos do presente invento. Mais, as plantas
transplastémicas de tabaco contendo tais construg¢des
demonstram um elevado nivel de expressdo de hGH. Adicional-
mente, a proteina hGH expressa a partir do plasto vegetal
exibe caracteristicas de processamento correcto bem como de

dobragem correcta da proteina.

A hormona de crescimento humana (hGH) participa
em muita da regulagdo do crescimento e desenvolvimento
humanos normais. Esta hormona pituitdria de 22000 dalton
exibe uma multiplicidade de efeitos bioldgicos incluindo
crescimento linear (somatogénese), lactacdo, activacgao de
macrofagos, efeitos semelhantes aos da insulina e
diabetogénicos entre outros (Chawla, Ann. Rev. Med. 34:
519, 1983; Edwards, et al., Science 239: 769, 1988; Thorner
et al., J. Clin., Invest. 81: 745, 1988). A hGH é um membro
de uma familia de hormonas homologas que inclui lactogénios
placentdrios, prolactinas e outras variantes genéticas e da
espécie ou hormona de crescimento (Nicoll, et al.,
Endocrine Reviews 7: 169, 1986). A hGH ¢ invulgar entre
estes por exibir uma ampla especificidade da espécie e se
ligar a qualquer um dos receptores somatogénicos (Leung et

al., Nature 33: 537, 1987) ou de prolactina (Boutin, et
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al., Cell 53: 69, 1988) clonados. A principal utilizacao da
hGH ¢ no tratamento do nanismo hipopituitdrio em criangas.
Indicacgdes adicionais sdo no tratamento da sindroma de
Turner, insuficiéncia renal crdénica, caquexia (Sindroma de
Wasting) por VIH e no tratamento de pesscas idosas e
criticamente doentes (Tritos, et al. Am. J. Med. 105: 44-

57, 1998).

Tal como produzida na glédndula pituitdria, a hGH
entra no sistema secretor, de forma coincidente com a
remog¢ao de seu péptido sinal e a formagdo de duas ligagdes
dissulfureto (Chawla, et al., 1983, supra). Na glandula
pituitdria, a remogdo do péptido do sinal de hGH (também
referida como somatotrofina humana ou hST) durante a
secrecgdo deixa fenilalanina como © aminocdcido N-terminal
(Chawla, et al., Annu. Rev. Med. 34: 519-547, 1983). Como a
tradu¢do normal em plastos se inicia na metionina, foil
concebida uma fusdo de ubiquitina-hGH para produzir um

terminal N de fenilalanina (F-hGH) no produto hGH final.

Surpreendentemente, embora tivesse sido anterior-
mente relatado que a ubigquitina-protease ndo estava pre-
sente nos cloroplastos (Vierstra, Plant Mol. Biol. 32: 275-
302, 1996), a fusdo ubiquitina-hGH foi processada durante a
sintese, acumulag¢do ou purificacgdo a partir de plantas para
produzir um produto hGH com um terminal N de fenilalanina
(F-hGH) . A construgac de controlo possuindo o ¢DNA inteiro
codificava metionina e alanina como ©s primeiros amino-

dcidos de hGH.
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Tal como descrito nos Exemplos abaixo, as cons-
trugdes compreendendo seguéncias de acido nucleico codifi-
cando aprotinina (também conhecida como inibideor da tripsi-
na pancreatica bovina, BPTI) foram empregues em construgdes
de expressao de plastos do presente invento. A aprotinina é
uma proteina badsica presente em diverscs orgdos e tecidos
bovinos, tais como os ndédulos linfdaticos, o pancreas, o0s
pulmdes, a glandula pardétida, o bago e o figado. Sabe-se
gue a aprotinina inibe véarias serina-proteases, incluindo
tripsina, quimotripsina, plasmina e <calicreina, e &
utilizada terapeuticamente no tratamento de pancreatite
aguda, varios estddios da sindroma de choque, hemorragia
hiperfibrinolitica e enfarte do miocardio. Adicionalmente,
a administracao de aprotinina em doses elevadas reduz
significativamente a perda de sangue associada a c¢irurgia
cardiaca, incluindo o desvio (by-pass) cardiopulmonar

(Bidstrup, et al., Cardiovasc. Surg. 44: 640-645, 1989).

Ao desenvolver as construgdes, os varios fragmen-
tos que compreendem as regides reguladcocras e o enquadra-
mento de leitura aberto podem ser sujeitos a diferentes
condig¢bes de processando, tails como ligagao, digestao com
enzimas de restricdao, PCR, mutagénese in vitro, adigao de
ligadores e adaptadores. Assim, podem ser efectuadas tran-
sigdes, transversdes, insercgdes e delecgdes nucleotidicas ou
semelhantes, no ADN que € empregue nas regides reguladoras

ou nas sequéncias de ADN de interesse para expressdao nos

plastos. Os métodos para digestdes de restricdao,
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tratamentos de extremidades cegas com Klencow e ligagbes sao
bem conhecidos dos peritos na técnica e sao descritos, por
exemplo, por Maniatis et al. (em "Molecular Cloning: A
Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory Press,

Cold Spring Harbor, NY, 1989).

Durante a preparag¢do das construgdes, os varios
fragmentos de ADN serdo frequentemente clonados num vector
de clonagem apropriado, gque permita a amplificacao do ADN,
modificagdo do ADN ou manipulagdo do ADN através da unido
ou remo¢do de sequéncias ou ligadores. De preferéncia, os
vectores serdo capazes de replicacdo até pelo menos um
numero relativamente elevado de cépias em E. coli. VArios
vectores estdo facilmente disponiveils para clonagem,
incluindo vectores tais como pBR322, vectores da série pUC,
vectores da série M13 e vectores pBluescript (Stratagene;

La Jclla, CA).

A fim proporcionar um meio de seleccionar as
células vegetais desejadas, o0s vectores para transformacao
de plastos contém  tipicamente uma construgao que
proporciona a expressdo de um gene marcador selecciondvel.
Os genes marcadores sdo sequéncias de ADN expressaveis em
plantas que expressam um polipéptido que resiste a uma
inibig¢doc natural através da atenuagdo ou inactivacdo de uma
substdncia selectiva, incluindo, mas ndo se limitando a, um

antibidético ou herbicida.

Alternativamente, um gene marcador pode PpPropor-
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cionar alguma outra resposta visivelmente reactiva, i.e.,
pode causar uma aparéncia ou padrado de crescimento distin-
tivos relativamente a plantas ou células vegetais que nao
expressem o gene marcador selecciondvel na presenga de
alguma substancia, aplicada directamente a planta ou as
células vegetails ou presente nos meios do crescimento da

planta ou das células vegetais.

Em ambos os casos, as plantas ou as células vege-
tais contendo tais genes marcadores selecciondveis terdo um
fendtipo distintivo para fins de identificac¢do, i.e., serdo
distinguiveis de <c¢élulas ndo transformadas. O fendtipo
caracteristico permite a identificagdo de células, grupos
de células, tecidos, 6rgdos, partes da planta ou plantas

inteiras contendo a construcgio.

A deteccdo do fendtipo marcador torna possivel a
selecgdo de células possuindo um segundoc gene ao qual o©
gene marcador foi 1ligado. Este segundo gene compreende
tipicamente um fendtipo desejdvel que ndo ¢é prontamente
identificavel em células transformadas, mas que esta
presente guando a célula vegetal ou um derivado desta é
criado até a maturidade, mesmo sob condigdes em que o

proprio fendtipo do marcador seleccionavel ndo € aparente.

A utilizacao de um tal marcador para identifi-
cagdo de células vegetals contendo uma construgaoc de
plastos foi descrita por Svab et al. (1993, supra). Nos

exemplos proporcionados abaixo, um gene bacteriano aadA ¢é
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expresso como marcador sob o controlo regulador das regides
promotora 5' e de terminagao da transcrigao 3' do cloro-
plasto, especificamente as regides reguladoras do gene psbA
(descrito em Staub et al., EMBO J. 12(2): 601-606, 1993).
Numerosas regides promotoras adicionais podem também ser
utilizadas para dirigir a expressao do gene marcador
seleccionavel, dincluindo varios promotores de plastos e
promotores bacterianos que se mostrou funcionarem em

plastos vegetais.

A expressdo do gene aadA confere resisténcia a
espectinomicina e estreptomicina, e permite assim a iden-
tificagdo das células vegetais que expressam este marcador.
0 produto do gene aadA permite o crescimento e enver-
decimento continuos das células cujos cloroplastos compre-
endem o produto do gene marcador selecciondvel. As células
que nao contém o produto do gene marcador selecciondvel sao
descoradas. A selecgdo do gene marcador aadA baseia-se
assim na identificag¢do das células vegetais que nao sao
descoradas pela presenga da estreptomicina, ou de prefe-

réncia espectinomicina, noc meio de crescimento das plantas.

Foram desenvolvidos varios marcadores para
utilizar com células vegetals, tals como resisténcia a
cloranfenicol, ao aminoglicodsido G418 ou a higromicina.
Outros genes que codificam wum produto envolvido no
metabolismo dos cloroplastos podem também ser utilizados
como marcadores seleccionaveis. Por exemplo, 0S8 genes que

proporcionam resisténcia a herbicidas de plantas tais como
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0 glifosato, bromoxinil ou a imidazolinona podem encontrar
uma utilizacao particular. Tais genes foram relatados
(Stalker et al., J. Biol. Chem. 260: 4724-4728, 1985 (EPSP
resistente a glifosato); Stalker et al., J. Biol. Chemn.
263: 6310-6314, 1985 (gene da nitrilase resistente a
bromoxinil) e Sathasivan et al., Nucl. Acids Res. 18: 2188,

1990 (gene de resisténcia a imidazolinona AHAS)).

A transformagdo estavel de genomas de plastos de
tabaco através de bombardeamento de particulas esté
relatada (Svab et al., 1990, supra e Svab et al., 1993,
supra). Os métodos ai descritos podem ser empregues para
obter plantas homoplédsmicas para construgdes de expressao

de plastos.

Geralmente, o tecido Dbombardeado ¢é cultivado
durante aproximadamente 2 dias num meio promotor da divisdo
celular, apdés o que o tecido vegetal é transferido para um
meio selectivo contendo uma quantidade inibidora do agente
selectivo em particular, bem como as hormonas particulares
e outras substidncias necessdrias para obter regeneragao
para essa espécie vegetal em particular. Os rebentos sao
entdo subcultivados nos mesmos meios selectivos para

assegurar a produgdo e selecgdo de rebentos homoplasmicos.

As plantas de tabaco transplastdémicas sdao anali-
sadas para saber se sao uma populagdo pura de genomas de
plastos transformados (linhas homopldsmicas). A homoplasmia

¢ wverificada wutilizando andlise "Southern" empregando
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sondas de acido nucleico abrangendo uma regido do transgene
e do genoma do cloroplasto (i.e., a regiao de insercgao). As
plantas transplastdmicas que sao heteroplasmicas (i.e.
contém uma mistura de genomas de plastos contendo o trans-
gene e sem O transgene) sao caracterizadas por um padrao de
hibridacdo de bandas de tipo selvagem e transgénicas. As
plantas homoplédsmicas mostram um padrdo de hibridacdo sem a

banda de tipo selvagem.

Alternativamente, a homoplasmia pode ser verifi-
cada utilizando a reac¢cdo em cadeia da polimerase (PCR).
Sao utilizados iniciadores de PCR que sao direccionados
para amplificar a partir das sequéncias da regido da
insercdo. Por exemplo, pode ser utilizado um par de
iniciadores numa reac¢do de PCR. Um iniciador amplifica a
partir de uma regidao no transgene, engquanto que o segundo
iniciador amplifica de uma regido proximal & regido de
inserc¢do para a regido de insercdo. E efectuada uma segunda
reacgao de PCR utilizando os iniciadores desenhados para
amplificar a regido de insercdo. As linhas transplastdémicas
identificadas como homoplasmicas produzem o fragmento de
tamanho esperado na primeira reacg¢ao, enguanto que ndao
produzem o© fragmento de tamanho esperado na segunda

reacgao.

Quando os métodos de transformacdo e regeneracao
estiverem adaptados para uma dada espécie de planta,
através de transformagdaoc mediada por Agrobacterium,

bombardeamento ou algum outro método, as técnicas estabe-
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lecidas podem ser modificadas para utilizacgdo em métodos de
selecgao e regeneragac para produzir plantas com plastos
transformados. Por exemplo, os métodos aqui descritos para
tabaco sdc facilmente adaptaveis a outra espécie de

solandcea, tal como tomate, petunia e batata.

Para transformacao de soja, foram descritos o
bombardeamento de particulas bem como os protocolos de
transformagao nuclear mediada por Agrobacterium e de
regeneracdo (Hinchee et al., US 5416011, e Christou et al.,
US 5015580). O perito na técnica reconhecerd que podem ser

utilizados protocolos descritos para transformacdo de soja.

Em Brassica, o0s protocolos de transformacdo
mediada por Agrobacterium e regeneragdo envolvem geralmente
a utilizagdo de tecido de hipocédtilo, um tecido ndo verde
que pode conter um baixo conteudo de plastos. Assim, para
Brassica, 0s tecidos alvo preferidos incluiriam tecidos de
hipocdtilo ou de cotilédones (que sao verdes e contém assim
numerosos plastos) derivados de microsporos ou explantes de
tecido foliar. Embora as taxas de regeneracdo de tais
tecidos possam ser baixas, nao se esperam efeitos posi-
clonais, tal como observado com a transformag¢do mediada por
Agrobacterium, ndo sendo assim necessario pesquisar nume-
rosas plantas transformadas com sucesso para obter um

fendtipo desejado.

Para o algoddo, a transformacidc de cotilédones de

Gossypium hirsutum L. através de co-cultura com
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Agrobacterium tumefaciens fol descrita por Firoozabady et
al., Plant Mol. Bio. 10: 105-116, 1987 e Umbeck et al.,
Bio/Technology 5: 263-266, 1987. Novamente, tal como para
Brassica, este tecido pode conter um conteudo de plastos
insuficiente para transformacao de cloroplastos. Assim, tal
como para Brassica, pode ser desejavel um método alter-
nativo para transformagcdo e regeneracdo de um tecido alvo
alternativo contendo cloroplastos, por exemplo atingindo

tecido embriondrio verde.

Outras espécies de plantas podem ser transfor-
madas de forma semelhante utilizando técnicas relacionadas.
Alternativamente, métodos de bombardeamento de microprojéc-
teis, tais como descritos por Klein et al. (Bio/Technoliogy
10: 286-291) podem também ser utilizados para obter plantas
transformadas no nucleo compreendendo as construgdes de
expressdo da ARN-polimerase de subunidade Unica viral aqui
descrita. A transformacdo do algodao através de bombar-
deamento de particulas é relatada em WO 92/15675, publicada
a 17 de Setembro de 1992. Plantas adequadas para a pratica
do presente invento incluem, mas nao sdao limitam a, soja,
algodao, alfafa, colza, linho, tomate, beterraba sacarina,

girassol, batata, tabaco, milho, trigo, arroz e alface.

Os vectores para utilizacdo em transformacdo de
plastos incluem de preferéncia meios para proporcionar uma
transferéncia estdvel da construcgdo de expressao do plasto
e da construgdo do marcador seleccionavel para o genoma do

plasto. Isto é muito convenientemente proporcionado por
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regifes de homologia com o genoma do plasto alvo. As
regifes de homologia flangueiam a construgdo a transferir e
proporcionam a transferéncia para o genoma do plasto atra-
vés de recombinagdo homdéloga, através de um duplo cruza-
mentc no genoma. A sequéncia de ADN completa do genoma do
plasto de tabaco foi relatada (Shinozaki et al., EMBO J. 5:
2043-2049, 1986). As sequéncias de ADN completas dos geno-
mas dos plastos de hepdtica (Ohyama et al., Nature 322:
572-574, 1986) e arroz (Hiratsuka et al., Mol. Gen. Genet.

217: 185-194, 1989) foram também relatadas.

Quando as regides de homologia estdo presentes
nas regides de repeticgdes invertidas do genoma dos plastos
(conhecidas como IRA e 1IRB), esperam-se duas codpilas do
transgene por plasto transformado. Quando as regibdes de
homologia estdo presentes fora das regibes de repeticao
invertidas do genoma dos plastos, espera-se uma coédpia do
transgene por plasto transformado. As regides de homologia
dentro do genoma do plasto tém aproximadamente 1 kb de
tamanho. Regi®es de homologia mencres podem também ser
utilizadas e tao pouco como 100 pb podem proporcionar
recombinac¢do homéloga no genoma do plasto. No entanto, a
frequéncia de recombinacdc e assim a frequéncia de obtencao
de plantas possuindo plastos transformados diminui com a

diminuic¢do do tamanho das regides de homologia.

Exemplos de construgdes possuindo regides de
homologia dentro do genoma do plasto sdo descritos em Svab
et al. (1990, supra), Svab et al. (1993, supra) e Zoubenko

et al. (Nucl. Acids Res. 22(19): 3819-3824, 1994).
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Tal como descrito com mails detalhe nos exemplos
abaixo, sao descritas construcgfes que proporcionam uma
maior expressado de sequéncias de ADN em plastos vegetais.
Varias sequéncias de promotor/local de ligacdao ao ribossoma
sao empregues para dirigir a expressao em plastos vegetais.
Em particular as sequéncias promotoras do operdao do ARN
ribossémico 16S (Prrn) sac ligadas a um local de ligag¢do ao
ribossoma (RBS) derivado da sequéncia lider do gene 10 do
bacteridfago T7 (GlOL). As sequéncias de ADN expressas sob
0 controlo regulador da sequéncia Prrn/Gl0L mostra um nivel
significativamente mais elevado de expressdo proteica do
que os niveis obtidos sob o controlo de outras combinagdes
de promotor/RBS, embora a expressdo do ARNm possa ou nhao

ser mais elevada nestas plantas.

Nos exemplos abaixo, as sequéncias de 4&cido
nucleico codificando a EPSP-sintetase CP4 (US 5633435) sao
colocadas em construgbes de expressdo para expressao da
enzima EPSP-sintetase a partir do plasto vegetal. Para além
disso, uma seqguéncia de ADN codificando para hGH (US
5424199) ¢é também colocada na construgdo de expressac para
a expressdo da hormona de crescimento humana a partir do
plasto vegetal. As construgdes preparadas utilizam um local
de ligag¢do ao ribossoma desenhado apdés o lider do gene 10
do bacteridfago T7 (Gl0OL) para aumentar a expressdo das

sequéncias de acido nucleico no plasto vegetal.

As construcgdes de expressdo de plastos codifican-
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do para a expressao de EPSPS e hGH sdao introduzidas através

de um vector de transforma¢ao de cloroplastos.

As linhas de tabaco contendo a sequéncia de
codificacao nativa para a enzima EPSPS expressa em plastos
sob o controlo da sequéncia do promotor/local de ligagdo ao
ribossoma Prrn/Gl0L demonstram um nivel significativamente
mais elevado de expressdo proteica do que os niveis obtidos
a partir de EPSPS expressa sob o controlo da seguéncia
Prrn/RBS de rbcl. No entanto, o ARNm de EPSPS é expresso a
um nivel mais elevado nas plantas que expressam EPSPS CP4 a
partir do plasto sob o controlo de Prrn/rbcL(RBS). Estes
resultados indicam que a tradugao dos transcritos contendo
o local de ligag¢do ao ribossoma do gene 10 do bacteridfago
T7 é mais eficiente. Além disso, o0s niveis de expressao
proteica de EPSPS obtides a partir das linhas de tabaco
transplastémicas expressando EPSPS sob o controlo de
Prrn/RBS de Gl0L proporcionam um elevado nivel de tole-

rancia a glifosato.

Para além disso, as linhas de tabaco transplas-
témicas transformadas para expressar hGH sob o controlo da
sequéncia do promotor/local de ligagdo ac ribossoma
Prrn/G10L demonstram um nivel significativamente mais
elevado de expressdo proteica do que os niveis obtidos a
partir da hGH expressa sob o controlo da sequéncia do

promotor PpsbA/RBS.

Podem ser obtidos aumentos nos niveils de expres-
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sdo proteica de pelo menos aproximadamente 200 vezes a
partir das construg¢des que utilizam Prrn/local de ligagdo
ao ribossoma G10L para a expressao de EPSPS e hGH sobre os
niveis de expressdc obtidos a partir de outras combinagdes
de promotor/RBS para expressac em plastos. Além disso, o0s
niveis de proteina obtidos a partir de construgdes de
expressdao de plastos gque utilizam a sequéncia do
promctor/RBS Prrn/Gl0L podem acumular niveis 50 a 3500
vezes mais elevados do que os das construcdes de expressao
nuclear. Assim, a inclusdo do local de ligacdo ao ribossoma
G10L em construgdes de expressdao de plastos pode encontrar
utilizacdo para aumentar os niveils de expressdo proteica a

partir de plastos vegetais.

Para além disso, as construgdes do presente
invento podem também incluir sequéncias para direccionar a
proteina expressa para uma determinada regido suborganelar,
por exemplo, o lumen do tilacdide do cloroplasto. Por
exemplo, tal como descrito nos exemplos abaixo, uma
sequéncia nucleotidica codificando um péptido a partir do
citocromo £ do genoma do plasto direcciona a proteina
aprotinina expressa para a membrana do tilacdide. Tal
direccionamento de proteinas expressas pode proporcionar
uma compartimentalizacdo da proteina permitindc uma maior

estabilidade oxidativa e uma dobragem correcta da proteina.

0 invento que foi agora descrito geralmente, serd
mais facilmente compreendido por referéncia aos seguintes

exemplos.
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EXEMPLOS

Exemplo 1 Construgdes de Expressao

As construgdes e 0s métodos para utilizagdo na
transformagao de plastos de plantas superiores sao
descritos em Zoubenko et al. (Nucl. Acids Res. 22(19):
3819-3824, 199%94), Svab et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA
87: 8526-8530, 1990 e Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 913-
817, 1993) e Staub et al. (EMBO J. 12: £601-606, 1993). As
constru¢bes e os métodos para utilizagdao em transformacgao
de plastos de plantas superiores para expressar sequéncias
de ADN sob o controlo de uma polimerase T7 codificada
nuclearmente direccionada para os plastos sao descritos em
U.S. 5576198. As sequéncias de ADN completas do genoma dos
plastos de tabaco sdo relatadas por Shinozaki et al., (EMBO
J. 5: 2043-2049, 1986). Todas as referéncias do ADN de
plastos na seguinte descrigcdo sao para o numero do

nucledétido do tabaco.

A sequéncia nucleotidica completa codificando o
citocromo f de tabaco (petRhA) é descrita em Bassham et al.,
J. Biol. Chem. 266: 23606-23610, 1991 e Konishi et al.,

Plant Cell Physiol. 34: 1081-1087, 1993.

1A. Sequéncias de Promotor/Local de Ligagdo ao Ribossoma

A regido promotora do operdao do ARN ribossoémico

16S de plastos (Prrn) ¢é ligada a um local de ligagdo ao
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ribossoma (RBS) sintéticc modelado a partir do lider do
gene rbcl de plastos para criar o fragmento Prrn/rbcLRBS. A
sequéncia Prrn/rbcLRBS é tal como descrita em Svab et al.

(1993, supra) para o fragmento Prrn/rbcL(S).

A regiao promotora do promotor psbA de plastos
(PpsbA) e as sequéncias terminadoras (TpsbA) sdo descritas

em Staub et ai. (EMBO J. 12: 601-606, 1993).

A sequéncia Prrn/Gl0L foi construida através da
ligagdao de duas sequéncias oligonucleotidicas, T7leadl e
T7lead2 (Tabela 1), para c¢riar o local de 1ligagao ao
ribossoma do plasto Gl10L (Figura 1). A sequéncia de G10L
foi ligada ao terminal 3' da sequéncia promotora Prrn como

um fragmento EcoRI/Ncol para criar a sequéncia Prrn/G10L.

Tabela 1

T7leadl 5'-AAT TGT AGA AAT AAT TTT GTT TAA CIT TAA GAA GGA

GAT ATA CC-3'

T7lead2 5'-CAT GGG TAT AIC TCC TTC TTA AAG TTA AAC AAA ATT

ATT TCT AC-3'

0s genes quiméricos sdo de preferéncia introduzi-
dos no vector de expressac para dirigir a sua transcrigdo a
partir do promotcr Prrn. Assim, no genoma do plasto, os
genes gquiméricocs sdo transcritos a partir do promotor

Prrn/RBS, ou do promotor Prrn/Gl0L no plasto vegetal.
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IB. Construgbes de Expressdo de Plastos de EPSPS (P4

Um vector de expressao de plastos pMON30117 &
construido a partir de um vector precursor pPRV11IB
(Zoubenko, et al., 1994, supra, acesso GenBank U12813)., O
vector pMON30117 possui um local de clonagem multipla para
insergcao de um gene passageirc numa cassete de expressao
Prrn/rbclRBS/Trpslé. A sequéncia Prrn/rbclLRBS é clonada no
vector pPRV111B como um fragmento EcoRI/Ncocl, e a regido
terminadora do gene rpslé do plasto (Trpslé) é clonada a 3!
do promotor Prrn como um fragmento HindIII/NcoI. O fragmen-
to Trpslt compreende a regido reguladora 3' do gene rpslé

dos nucledtidos 5087 a 4939 no ADN plasmidico de tabaco.

A estrutura de pPRVI1IB do vector pMON30117 con-
tém um gene marcador, aadh, para seleccdo em espectinomi-
cina e estreptomicina, e rps7/12 para a integracdo, através
de recombinagdo homéloga, do ADN passageiro na regido

intergénica trnV-rps7/12.

A construgdo de expressao de plastos pMON30118
foi preparada através de clonagem do gene de EPSPS CP4
nativo fundido com os cindo (5) aminoacidos N-terminais do
gene rbcL de plastos (descrito em Svab et al., 1993, supra)
como um fragmento NcoI/Smal no local de clonagem multipla

do vector pMON30117.

A construgdo de expressdo de plastos pMON30123 é

essencialmente a mesma que pMON30118 com a excepcdo da
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delecdo dos cinco (5) aminodcidos N-terminais do rbcl de

plastos.

A construgao de expressao de plastos pMON30130
foi criada através da substituicdoc do EPSPS CP4 nativo de
pMON30123, por wum gene CP4 sintético. Esta construgao
também ndo tem a fusdo de 5 aminodcidos N-terminais do gene

rbcl de plastos.

A construgdo de expressao de plastos pMON38773
foi construida através da substituig¢do da seguéncia
Prrn/RBS de pMON30123 pela sequéncia promotora Prrn/GLlOL
descrita acima. A sequéncia de ADN de EPSPS de pMON38773
também ndo possuil a fusdo de 5 aminodcidos N-terminais do

gene rbcl de plastos.

Uma construgdo de expressdc de plastos pMON38766
foi construida utilizando o promotor do gene 10 do fago T7
(P-T7), incluindo G10L, a regiao de codificac¢do do gene CP4
(nativa) e a sequéncia terminadora do gene rpslé (Trpslé)

de plastos.

Uma construg¢do de expressdao de plastos pMON38797
foi construida utilizando o promotor do gene 10 do fago T7
(P-T7), incluindo G10L, a regiao de codificag¢do do gene CP4
(sintética), o terminador do gene rpsl6é (Trpsle) de

plastos.

Uma construgdo de expressac de plastos pMON38798
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foi construida utilizando o promotor do operdao 16SrDNA
(Prrn), GlOL, a regido de codificacaoc do gene CP4 (sinté-

tica), o terminador do gene rpsl6 (Trpsl6) de plastos.

Una construgao de expressac de plastos pMON38793
foi construida wutilizando o promotor do operdao 16SrDNA
(Prrn), um local de ligagdo ao ribossoma (RBS) sintético
modelado a partir do gene rbcl de plastos, o gene de EPSP-
sintetase de Petunia tolerante ao glifosato (P-EPSPS,
Padgette, et al., Arch. Biochem. Biophys. 258: 564-573,
1987) possuindo a mutacdo de Glicina para Alanina na posi-
cdo de aminocdcido 101, o terminador do gene rpslée (Trpslé)

de plastos.

Uma construgdo de expressdoc de plastos pMON38796
foi construida utilizando o promotor do operdo 16SrDNA
(Prrn), o local de ligacdo ao ribossoma (RBS) sintético
modelado a partir do gene rbcl de plastos, o gene da EPSP-
sintetase de Achromobacter (estirpe LBAA) tolerante ao
glifosato (US 5627061) possuindo a muta¢do de Glicina para
Alanina na posigdo de aminodcido 100, o terminador do gene

rpslé (Trpsl6) de plastos.

Uma construgao de expressac de plastos pMON45204
foi construida utilizando o promotor do operdo 16SrDNA
(Prrn) com o Gl0L, o gene da EPSP-sintetase de Pseudomonas
(estirpe LBAA) tolerante ao glifosato possuindo a mutagdo
de Glicina para Alanina na posicdo de aminodcido 100, o

terminador do gene rpsl6é (Trpsl6é) de plastos.
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Una construgao de expressac de plastos pMON45201
foi construida wutilizando o promotor do operdo 16SrDNA
(Prrn), o local de ligacdo ao ribossoma (RBS) sintético
modelado a partir do gene rbcl de plastos, © gene arokE
(EPSPS) de Bacillus subtilis de tipo selvagem tolerante ao
glifosato (US 5627061), o terminador do gene rpsl6 (Trpslé)

de plastos.

IC. Construgdes de Expressdo de Plastos de Bucril (bxn)

O gene de resisténcia ao herbicida bxn (US
4810648) foi removido do plasmideo pBrx47 como um fragmento
de restrigdo de Ncol a Asp7l8 e clonado em pUCl20 cortado
com NcoI/Asp718 resultando no plasmideo pBrx87. O plasmideo
pBrx87 foi entdo digerido com Nco/Xba e clonado nos locais
Nco/Xba do plasmideo pLAA21 que contém a regido promotora
de plastos Prrn e a regido 3' de rpslL para expressado em
plastos. O plasmideo resultante £foil designado pBrx89. O
plasmideo pBrx89 foi digerido com Sacl e HindIII e o gene
quimérico bxn de 1,5 kb com o0s sinais de expressdo de
plastos foi introduzido nos locais SacI/HindIII do vector
de homologia de plastos de tabaco pOVZ44B (Zoubenko et al.,
Nucl. Acids Res. 22: 3819-3824, 1994) para criar o

plasmideo pCGN5175.

Para construir o plasmideo pCGN6114, o plasmideo
pBrx90 (um plasmideo Bluescript contendo o gene bxn

codificando a nitrilase especifica de bromoxinil) foi
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digerido com NcoI/AscIl e o gene estrutural bxn substituiu o
gene GUS no plasmideo pCGN5063 digerido com Nco/Asc resul-
tando no plasmideo pCGN6107. Este plasmideo contém o gene
bxn sob o controlo do promotor T7/1lider do gene 10 na ex-
tremidade 5' e o terminador da transcricdo hibrido psbA/T7
na extremidade 3' do gene quimérico. Este gene guimérico
promotor T7/bxn fol excisado de pCGN6107 como um segmento
de ADN HindIII/Notl e foi movido para o plasmideo de clo-
ranfenicol BCSK+ (Stratagene) nos locails HindIII/Notl para
criar o plasmideo pCGN6109. O gene guimérico foi entédo
movido como um fragmento HindIII/NotI a partir de pCGN6109
no vector de homologia de cloroplastos pOVZ44B descrito
acima para criar o plasmideo pCGN6114. As plantas de tabaco
transformadas com pCGN6114 requerem que a ARN-polimerase T7
seja proporcionada no fundo de plasto vegetal para activar
a transcricao do gene quimérico bxn através do promotor T7.
Este sistema foi anteriormente detalhado em McBride et al.,

PNAS 91: 7301-7305, 1994 e McBride et al., US 5576198.

1D. Construgdes de Expressdo de Plastos BXN/AHAS

Uma constru¢do de expressdo de plastos, pCGN5026,
¢ preparada para dirigir a expressdo de BXN e AHAS a partir
do plasto vegetal. A sequéncia nucleotidica de AHAS
(descrita em EP-A 0525384 A2) ¢ ligada pela tradugdo a
seqguéncia nucleotidica de BXN (US 4810648). O gene estrutu-
ral de AHAS codificando a aceto-hidroxidcido-sintetase foi
clonado a partir do plasmideo pCGN4277 como um fragmento de
ADN de NcoIl a Age nos locais Nco/Xma do plasmideo pUCL20

para criar o plasmideo pCGN5022. Este plasmideo foil entdo
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digerido com as enzimas BamHI e Pst e um segmento de ADN
Bam/Pst de 1,3 kb contendo o gene bxn codificando a nitri-
lase especifica de Dbromoxinil foil excisado a partir do
plasmideo pBrx26 e clonado nos locais Bam/Pst de pCGN5022
para criar o plasmideo pCGN5023. O plasmideo pCGN5023 con-
tinha um segmento de ADN de 3,3 kb contendo o segmento do
operdo AHAS/bxn e este fragmento. Este plasmideo foi
cortado no local Pst unico e este local Pst foi removido e
substituido por um ligador sintético contendo um local de
restrigdo Xbal Unico gerando o plasmideo pCGN5024. O
plasmideo pCGN5024 foi digerido com Nco/Xba e o fragmento
de ADN Nco/Xba de 3,3 kb foi clonado no vector da cassete
promotora de plastos pLAAZ2l (Pst) que tinha sido digerido
com Nco e Xba para remover o gene GUS. O plasmidec resul-
tante desta clonagem foi designado plasmideo pCGN5025 e
continha o operdo do herbicida sob o controlo do promotor
de plastos Prrn e o segmento de ADN 3' rpsL. Todo o operdo
quimérico do herbicida sob o controlo dos elementos de
expressao de plastos foi excisado de pCGN5025 como um
fragmento de ADN SacI/Pst e clonado nos locais Sac/Pst do
vector da cassete de homologia de plastos pOVzZ44B (zZoubenko
et al., Nucl. Acids Res. 22: 3819-3824, 1994) para facili-

tar a transferéncia para o genoma do cloroplasto de tabaco.

IE. Construgdo de Expressdo de Plastos Bt crylAc e bxn

0O plasmideo pBrx9 (Stalker e McBride, J.
Bacteriol. 169: 955-960, 1987), um clone original de
Klebsiella contendo um segmento de ADN do gene bxn, foi

utilizado como molde para gerar um fragmento de ADN de PCR
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BamHI/Clal de =450 pb que abrange a extremidade N-terminal
do gene bxn e inclui 44 pb da porg¢ac 5' ndo traduzida do
gene nativo. Este fragmento foi trocado pelo fragmento
Bam/Cla de =400 pb no plasmideo pBrx90 resultando no
plasmideo pBrx90.1. Este plasmideo contém o gene bxn
inteiro e o segmento de ADN 5' nao traduzido de 44 pb. O
gene bxn fol excisado do plasmideo pBrx90.1 como um
segmento de ADN Bam/AscI e foi inserido no plasmideo
pCGN5146 nos locals BglII/AscI para gerar o plasmideo
pCGN5191. O plasmideo pCGN5146 ¢ um derivado de pKK233-2
(Pharmacia) contendo © gene cryIAc inteiro codificando a
protoxina HD-73 Bt. O plasmideo pCGN5191 contém entdao os
genes cryIAc e bxn numa configuracao de operdo sendo o0 gene
bxn distal no operac. Ambos ©0s genes estdo sob o controlo
do promotor Ptac para expressdo de E. coli em 5191. O
plasmideo pCGN5181 foi digerido com Nco/Asc e o fragmento
de ADN Nco/Asc contendo o operdo Bt/bxn foi c¢lonado nos
locais Nco/Asc do vector de homologia do cloroplasto
pPCGN5155, um derivado de pOvVZ44B. O plasmideo resultante,
PCGN5197 contém o operdo Bt/bxn sob o controlo das regides
promotora de plastos Prrn e terminadora da transcrigao
rpsL. Este plasmideo facilitou a transferéncia do operao

quimérico Bt/bxn no genoma dos plastos de tabaco.

IF. Construgles de Expressdo de Plastos da Fitoeno-

dessaturase

O gene crtI fol obtido comoc um fragmento de PCR
HindIII/8all a partir do plasmidec original contendo o

operao crt de Erwinia carotova (Misawa et al., Plant Jour
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6: 481-489, 1994) e <clonado como um segmento de ADN
HindIII/Sal em BCSK+ (Stratagene) nos locails HindIII/Sal
para gerar o plasmideo pCGN5172. O fragmento c¢rtlI foi
clonado a partir de pCGN5172 como um fragmento Ncol/Sall em
pCGN5038 (um derivado de pOVZ44B) para criar a construgdo
de expressao de plastos pCGNH177. Esta construcao dirige a
expressao da sequéncia crtl a partir do promotor Prrn e da
sequéncia terminadora rpsl6. Este plasmideo facilitou a
transferéncia do gene quimérico crtI para o genoma de

plastos de tabaco.

IG. Constru¢des de Expressdo de hGH para Transformag¢do de

Plantas

Construgdes de Expressdo Nuclear

A construgdo pWRG4747 foi construida para dirigir
a expressao de hGH no genoma nuclear de plantas. Este
vector contém a hGH operativamente ligada ao promotor do
Virus do Mosaico de Escrofularidceas (US 5378619) e ao
lider de CTP2 para dirigir a proteina hGH para o plasto. O
fragmento FMV/CTP2L::hGH::NpA ¢é clonado Jjuntamente com a
sequéncia de ADN que confere resisténcia a canamicina entre
as fronteira direita e esquerda (RB e LB) do ADN de
transferéncia (ADNt) de Agrobacterium tumefaciens para

dirigir a integrag¢do no gencma nuclear.

O vector de transformacdo nuclear pWRG4744 contém

essencialmente o0s mesmos elementos que pWRG4747 excepto que
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a construgdo nao tem o lider CTP2 nem a proteina hGH ¢

dirigida para o citoplasma da célula vegetal.

Construgdes de Expressao de Plastos

O wvector de expressao de plastos pWRG4838 foi
construido utilizando o gene inteiro de hGH expresso a
partir da regidao promotora e terminadora do gene psbA,
PpsbA e TpsbA, respectivamente (descritas em Staub et al.,
1993, supra). Esta fusdo quimérica de promotor-gene-
terminador (PpsbA::hGH::TpsbA) é clonada adjacente ao gene
do marcador selecciondvel aadh também dirigido pelos
elementos de expressao de plastos do gene psbA. As duas
sequéncias do gene quimérico sdo clonadas num vector entre
duas sequéncias gue dirigem a integracgdo das sequéncias do
gene quimérico no genoma dos plastos de tabaco a montante
do 165rDNA dos plastcs. Este é unido a um gene de
resisténcia a ampicilina de 1 kb que proporciona a selecgao
de E. coli contendo a constru¢do e a origem de replicacgdo

de pUC para a manutencac do plasmideo em E. coli.

A construgdo de expressao de plastos pMON38755
foi preparada utilizando a sequéncia de ADN de hGH fundida
pela tradu¢dao no terminal N com © gene da ubiquitina de
levedura (Ozkaynak, et al., Nature 312: 663-666, 1984),
criando ¢ gene de fusdo Ubi-hGH. O gene de fusdo Ubi-hGH é
clonado ao lado do gene aadA para selecgdo de tabaco trans-
plastémico em meios contendo espectinomicina ou estrepto-

micina (a partir do pPRV11ZB descrito em Zoubenko et al.,
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1994, supra). Sao incluidas sequéncias para a recombinagao
homdloga das sequéncias codificando para a expressao de hGH
e aadA. Estas sequéncias sao obtidas a partir do vector
pPPRV112B descrito em Zoubenko et al., (1994, supra). Estas
sequéncias sao unidas a um gene de resisténcia a ampicilina
de 1 kb que proporciona a selecgdao de E. coli contendo a
construgcao e a origem de replicacao de pUC para manutencao

do plasmideo em E. coli.

A construgdo de expressao de plastos pMON38794
contém essencialmente os mesmos elementos que pMON38755,
com a excepc¢do de gue a sequéncia promotora de psbA de 0,15
kb & substituida pela sequéncia promotora Prrn/Gl0L

descrita acima.

1H. Construc¢bes para a Expressdo de Aprotinina em Plastos

Fol preparada uma série de construg¢bes para
dirigir a expressdo da proteina farmacéutica aprotinina a
partir do plasto. A sequéncia de acido nucleico codificando
para aprotinina (Figura 2) foi clonada numa construgdo de
expressao de plastos para controlar a expressao da
aprotinina a partir do promotor do lider dec gene 10 de T7
que ¢é induzido a partir de uma polimerase T7 expressa
nuclearmente, dirigida para os plastos. As construgdes
utilizadas nas quais a sequéncia de aprotinina foi clonada

sdao tal como descritas em US 5576198.

O vector de transformacdo de plastos pCGN6lde é
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concebido através da substituigac da sequéncia de ADN
codificando para GUS a partir de pCGN427¢ (descrito em US
5576198) pela a sequéncia de codificacdo da aprotinina. A
construcao de transformacao de plastos de tabaco pCGN6147
contém os mesmos elementos que pCGN6l46 excepto que
pCGN6147 contém os sels aminodcidos 5' da sequéncia de
codificagao de GUS ligados ao terminal 5' da sequéncia de
codificagdo da aprotinina. Os seis aminocdcidos do terminal
5'" da sequéncia nucleotidica de GUS sao incluidos para
ajudar na tradugdo da proteina da aprotinina. O vector de
transformagao de plastos de tabaco pCGN6156 é essencial-
mente o mesmo que pCGN4276 excepto que a regiao de
codificagdo da aprotinina é clonada na extremidade 3' da
sequéncia de codificagdo de GUS. Assim, pCGN6l56 contém
operativamente ligados o promotor T7, uma sequéncia de ADN
codificando para GUS fundida com a&a sequénecia de ADN
codificando para aprotinina e a sequéncia 3' de terminacgao

da transcrig¢do de psbA.

Uma construc¢do de expressdo de plastos, pCGN6154,
foi construida a partir de pCGN4276 através da substituigdo
da sequéncia de codificagdo de GUS pela proteina aprotinina
operativamente 1ligada ao terminal 3' da segquéncia de
codificacdo do citocromo f (petA) do cloroplasto de tabaco.
Assim, pCGN6154 contém a sequéncia do promotor T7
operativamente ligada a sequéncia nucleotidica de petA e da
aprotinina. A sequéncia de petA é incluida para dirigir a

proteina aprotinina expressa para o tilacdide.
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Exemplo 2 Transformagao de Plantas

2A. Transformacdo Nuclear

Plantas de tabaco transformadas para expressar as
construgbes pWRG4744 e pWRG4747 no nlcleo de uma célula
vegetal podem ser obtidas tal como descrito por Horsch et

al., Science 227: 1229-1232, 1985.

2B. Transformacdo de Plastos

Os plastos de tabaco sdo transformados através de
distribuicdo de microprojécteis por canhdo de particulas
tal como descrito por Svab e Maliga (Proc. Natl. Acad. Sci.

USA 90: 913-917, 1993) e aqui descrito.

Folhas verde-escuro e redondas sao cortadas, de
preferéncia do meio do rebento, a partir de Nicotiana
tabacum c¢v. Havana de 3-6 semanas de idade que foram
mantidas in vitro em meio MS (Murashige e Skoog, Physiol
Plant. 15: 473-497, 1962) sem hormonas suplementadc com
vitaminas BL em Phytatrays ou copos de gelado com um
fotoperiodo de 16 horas a 24°C. Cada folha cortada é entdao
colocada com o lado adaxial para cima sobre papel de filtro
estéril sobre meio de regeneracgao de rebentos de tabaco
(meio TSO: sais MS, 1 mg/l de N°-benziladenina, 0,1 mg/l de
dcido l-naftalencacético, 1 mg/l de tiamina, 100 mg/l de
incsitol, 7 g/l de agar pH 5,8 e 30 g/l de sacarose). AsS

folhas sao colocadas de preferéncia no centro da placa com
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tanto contacto com o meio quanto possivel. As placas sao de
preferéncia preparadas imediatamente antes da utilizagao,
mas podem ser preparadas até um dia antes da transformagao
pelo bombardeamento de particulas embrulhando-as em sacos

de plastico e armazenando a 24°C durante a noite.

Particulas de tungsténio ou ouro sao esterili-
zadas para utilizacgdo como microtransportadores nas experi-
éncias de bombardeamento. As particulas (50 mg) sdo esteri-
lizadas com 1 ml de etanol a 100% e sdo armazenadas a -20°C
ou -80°C. Imediatamente antes da utilizacao, as particulas
sdo sedimentadas por centrifugacdo, lavadas com 2 a 3 lava-
gens de 1 ml de A&gua destilada desionizada estéril, sujei-
tas a vortice e centrifugadas entre cada lavagem. As parti-

culas lavadas sdo ressuspensas em 500 pl de glicerol a 50%.

As particulas esterilizadas sdo revestidas com
ADN para transformag¢do. Sao adicionadas aliquotas de vinte
e cinco microlitros de particulas esterilizadas a um tubo
de microcentrifuga de 1,5 ml, e 5 pg de ADN de interesse
saoc adicionados e misturados batendo ligeiramente no tubo.
Trinta e c¢inco microlitros de uma solucdao recentemente
preparada de CaCl, 1,8 M e de espermidina 30 mM sdo
adicionados a mistura de particulas/ADN, misturados suave-
mente e incubados a temperatura ambiente durante 20 minu-
tos. As particulas revestidas sdo rapidamente sedimentadas
por centrifugagao. As particulas sao lavadas duas vezes
através da adicdo de 200 ul de etanol a 70%, misturando
suavemente e centrifugando rapidamente. As particulas

revestidas sao ressuspensas em 50 pl de etanol a 100% e sdo
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misturadas suavemente. Sdo utilizados cinco a dez micro-

litros de particulas revestidas para cada bombardeamento.

A transformacaoc por bombardeamento de particulas
¢ realizada utilizando ¢ canhdo PDS 1000 Helium (Bio Rad,
Richmond, CA) utilizando um protocolc modificado descrito

pelo fabricante.

As placas contendo as amostras de folha séo
colocadas na segunda prateleira a partir do fundo da cémara
de vacuo e bombardeadas utilizando o disco da ruptura de
1100 psi. Apds o bombardeamento, as caixas de petri
contendo as amostras de folha sdo embrulhadas em sacos de

pldstico e incubadas a 24°C durante 48 horas.

Apbés  incubacao, as folhas Dbombardeadas séao
cortadas em pecas de aproximadamente 0,5 cm® e colocadas
com o lado abaxial para cima em meio TSO suplementado com
500 pg/ml de espectinomicina. Apds 3 a 4 semanas no meio de
seleccdao, aparecerao no tecido da folha pegquenos rebentos
verdes resistentes a espectinomicina. Estes rebentos
continuardao a crescer em meio contendo espectinomicina e

sdo referidos como putativos transformantes primarios.

Quando o0s putativos transformantes primdrios
tiverem desenvolvido 2 a 3 folhas, 2 peguenas pegas
(aproximadamente 0,5 cm?’) sdo cortadas de cada folha e
utilizadas para selecgdo ou para um segundo ciclo de
regeneragdao de rebentos. Uma pe¢ca ¢é colocada com o lado

abaxial para cima em placas contendo meio TS0 suplementado
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com 500 nug/pl de espectinomicina, e a outra pecga é colocada
com o lado abaxial para cima em meio TSO suplementado com
500 pg/ml de cada espectinomicina e estreptomicina. Os
transformantes positivos sdo identificados como 0s rebentos
que formam calos verdes no meio TSO contendo

espectinomicina e estreptomicina.

Ap6s 3 a 4 semanas, o tecido colocadc em meio TSO
contendo apenas espectinomicina, que foil identificado como
positivo no meio TSO com espectinomicina e estreptomicina,
desenvolverd rebentos verdes, Dois & quatro rebentos de
cada transformante positivo sdo seleccionados e transfe-
ridos para meic TSO suplementado com 500 pg/ml de especti-
nomicina para a criacdo de raizes. A analise "Southern" &
efectuada em 2 rebentos para confirmar a homoplasmia tal
como descrito abaixo. Os rebentos dos acontecimentos
homopléasmicos sdo transferidos para a estufa para produgdo
de sementes, enquanto que os transformantes que nao sao
homoplasmicos sdo enviados para um segundo ciclo de
regeneracdo em meio TSO com 500 pg/ml de espectinomicina

para alcangar homoplasmia.

Exemplo 3 Andlise de Plantas Transplastémicas de Taba-
co Transformadas com Construgdes de Tolerdncia a um
Herbicida

3A. Andlise "Southern"”

As plantas transformadas seleccionadas para ex-

pressao do gene marcador aadA sao analisadas para deter-
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minar se todo o conteudo dos plastos da planta foi trans-
formado (transformantes homopldsmicos). Tipicamente, apds
dois ciclos de formacdc de rebentos e selecgdo de especti-
nomicina, aproximadamente 50% das pléntulas transgénicas
que sdo analisadas sdo homopldsmicas, tal como determinado
através de anédlise "Southern blot"™ do ADN dos plastos. As
plantulas homopldsmicas sdo seleccionadas para posteriores

culturas.

O ADN gendmico é isolado a partir das plantas de
tabaco transformadas, sujeito a electroforese e transferido
para filtros tal como descrito em Svab et al. (Proc. Nati.

Acad. Sci. USA 90: 913-917, 1993).

As plantas de tabaco homoplasmicas transformadas
para expressar EP3SPS CP4 em plastos foram identificadas
utilizando uma sonda preparada a partir de um fragmento
ECORI/EcoRV de 2,4 kb do vector pOVZ2 (semelhante a pOVZ15
descrito em Zoubenko, et al., 1994, supra). O fragmento da

sonda de 2,4 kb abrange parte da sequéncia direccionadora.

Os resultados das hibridag¢des "Southern" identi-
ficaram 3 linhas homopldsmicas do tabaco transformado com
as construcgdes pMON30123 e pMON30130 e 1 1linha do tabaco

transformado com pMON38773 para posteriores andlises.

O completo desaparecimento do fragmento BamHI de
tabaco nativo de 3,27 Kb das linhas 30123-19-1A, 30123-23-
27, 30123-18-1B, 30130-51-2a, 30130-51-2P, 30130-57-1P e
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38773-6 com uma sonda que cobre a regido de integracgdo, e o
aparecimento de bandas com o tamanho esperado para oS
fragmentos de ADN inseridos nesses transformantes, 5,14 kb
e 0,9 kb, estabelece que as plantas transformadas sao

homoplédsmicas para as construgdes pretendidas.

Os resultados das hibridagdes "Southern™”
identificaram 3 linhas homopldsmicas de tabaco transformado

com pCGN5177, as linhas 74-1B-P, 74-2 e 74-7.

As linhas de tabaco transplastdmicas 5175 e 6114
foram analisadas através de hibridagdo "Southern" quanto a
homoplasmia tal como descrito acima. Os resultados das
hibridacgdes "Southern" identificaram 4 linhas homoplésmicas

de tabaco transformadas com pCGN6114.

Os resultados das hibridag¢des das linhas
transplastémicas de tabaco 5175 identificaram wuma linha,
76-4A-F, como homopldsmica e uma segunda linha como 95%

homoplasmica.

As plantas de tabaco homoplasmicas transformadas
para expressar BXN/AHAS nos plastos foram identificadas

utilizando hibridac¢&es "Southern" tal como descrito acima.

Os resultados das hibridacgdes "Southern" identi-
ficaram 14 linhas homoplédsmicas de tabaco transformado com
pCGN5026. Os filtros foram novamente sondados com um
fragmento do gene BXN e verificou-se que 21 1linhas

continham BXN, 14 linhas das gquais eram homopldsmicas.
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3B. Andlise "Northern”

Para determinar o nivel de transcricdo do ARNm de
EPSPS, BXN ou AHAS -expresso nas plantas de tabaco
transplastémicas, foram efectuadas hibridagdes "Northern
blot" com ARN total isolado a partir de cada uma das linhas
identificadas. O ARN total foi isclade wutilizando o
reagente TRIzol (Gibco-BRL Life Technologies, Gaithersburg,
MD) de acordo com o protocolo do fabricante. O ARN total, 2
ug, foi separado num gel de agarose desnaturante e
transferido para uma membrana de nylon (Maniatis et al.,
1989, supra). As sondas radiocactivas para as hibridagdes
foram preparadas utilizando fragmentos de EPSPS CP4,
fitoeno-dessaturase, BXN ou AHAS marcados por iniciadores
aleatdérios (utilizando o estojo de marcacdo Random Primer
de Boehringer Mannheim) e as hibridacles foram realizadas
em SSPE 2x (Maniatis, et al., 1989, supra) a 60°C. Os
filtros foram despidos das sondas e sondados de novo com
uma sonda do gene do ARN ribossémico 16S de plastos (do
pPRV112A, Zoubenko, et al., 1994, supra) para confirmar o

carregamento homogéneo do ARN no filtro.

Os resultados das hibridagdes "Northern"
efectuadas com as sondas de EPSPS demonstram que todas as
sete (7) linhas examinadas expressam ARNm de EPSPS CP4. As
hibridac¢des efectuadas com a sonda do ribossoma 168

confirmam que 0s géils desnaturantes foram carregados com
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gquantidades semelhantes de ARN total para cada amostra.
Para além disso, as linhas de tabaco transplastdmicas que
expressam EPSPS & partir dos elementos reguladores
Prrn/rbcL (RBS) (pMON30123) expressam ARNm de EPSPS a niveis
mais elevados do que as plantas de tabaco homoplasmicas
para EPSPS controlade pelas sequéncias do promotor

Prrn/G10L (pMON38773)/RBS.

Os resultados das hibridacdes "Northern”
efectuadas com as sondas de BXN, AHAS e crtI demonstram gue
todas as linhas homoplasmicas de tabaco 5026, 5175 e 5177

expressaram ARNm de crtI, BXN e/ou AHAS.

3C. Andlise "Western blot" de EPSPS CP4 de Tabaco

Para determinar a expressac da EPSPS, foi
efectuada andlise "Western blot" numa uUnica linha de cada

construgdo, pMON30123, pMON30130 e pMON38773.

A proteina soluvel total foil extraida a partir de
tecido foliar congelado moendo 250 mg de tecido em 250 pl
de tampdo PBS (KH;POs 1 mM, NayHPO; 1 mM, NaCl 0,137 M, KC1
2,7 mM, pH 7,0) contendo inibidores de proteases. O
homogenato é centrifugado durante 5 minutos, e o sobrena-
dante ¢é transferido para um tubo novo. A concentragdo da
proteina no sobrenadante é determinada utilizando um ensaio

de concentrac¢do proteica (BioRad, Richmond, CA).
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A proteina total extraida é sujeita a
electroforese num gel de SDS-PAGE a 4-20% (Sigma, St Louis,
MO) e transferida para uma membrana de PVDF em tampac de
SDS-PAGE 1x (Maniatis et al. 1989, Cold Spring Harbor
Press). Padrdes quantificados de ©proteina EPSPS CP4
purificada foram utilizados para quantificar a expressao da

EPSPS CP4 tal como expressa no plasto vegetal.

As hibridagdes "Western" sao efectuadas tal como
descrito em Staub e Maliga EMBO J. 12(2): 601-606, 1993,
excepto quanto a utilizagdo de anticorpos c¢riados para
EPSPS. As membranas de PVDF contendo a proteina sujeita a
electroforese transferida foram incubadas numa solugdo de
bloqueio de tampdo PBS contendo Tween-20 a 0,05% (PBS-T) e
leite a 5% de um dia para o outro a 4°C. As membranas sao
entdo incubadas numa solucdo de PBS-T contendo leite a 1% ¢
um anticorpo primario criado em cabras para a EPSPS CP4
durante 2 horas a temperatura ambiente. As membranas Sao
lavadas trés wvezes numa solugdo de PBS-T contendo leite a
0,1%, cada lavagem durante b5 minutos & temperatura
ambiente. As membranas sdo entdao incubadas numa solucgdo de
PBS-T contendo leite a 1% e anticorpo de ovelha anti-cabra
durante 1 hora a temperatura ambiente e sdo lavadas outra
vez em PBS-T contendo leite a 0,1%, trés vezes durante 10
minutos & temperatura ambiente. Uma lavagem final
utilizando apenas PBS-T ¢ efectuada antes da revelag¢do das
membranas utilizando um estojo de detecgdo ndo radioactiva

(ECL, Amersham).
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Tabela 2
Numero da Numero do % de Proteina
Construcao Acontecimento Soluvel Total
pMON30123 T18-23-2A 0,001
pMON30130 T18-51-2p 0,002
pPMON38773 9706-6-1 0,2

Os resultados listados na Tabela 2 demonstram que
aumentos significativos no nivel da proteina EPSPS podem
ser obtidos a partir de plantas transformadas para
expressar EPSPS a partir do promotor Prrn/Gl0L. Estes
resultados demonstram que a expressao de EPSPS conduzida
pelas seguéncias reguladoras Prrn/rbcLRBS pode produzir
aproximadamente 0,001% da proteina soluvel total como
EPSPS, enquanto que as plantas que expressam EPSPS a partir
das sequéncias reguladoras Prrn/Gl0L expressam 0,2% da
proteina soltvel total como EPSPS. As linhas subsequentes
demonstraram proteina scluvel total de cerca de 1% de EPSPS
gquando expressas a partir das sequéncias reguladoras
Prrn/G1l0L. Estes resultados, tomados em conjunto com oS
resultados das hibridag¢des "Northern" acima, indicam que
pode ser obtida uma tradu¢do mais eficiente a partir do

local de ligagdo ao ribossoma G10L.

Hibridacgao "Western immunoblot™ foi  também
efectuada em 2 linhas homoplasmicas 5026 de tabaco tal como
descrito acima, utilizando anticorpos c¢riados contra
bromoxinilo. Os resultados da andlise "Western immunoblot”

de proteina soluvel total extraida a partir das linhas de
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tabaco transformadas com pCGN5026 demonstraram que ambas as

linhas homoplasmicas produziram a proteina nitrilase.

A andlise "Western immuncblot" foi efectuada tal
como descrito acima a partir de proteina total extraida das

linhas de tabaco transformadas com pCGN6114 e o pCGN5197.

Os resultados da andlise demonstraram gque foi
produzido bromoxinilo nas linhas de tabaco 6114 variando de

1% a 2% da proteina soluvel total da folha.

Os resultados da andlise "Western" das linhas de
tabaco 205197 demonstraram que © bromoxinilo e Bt foram
ambos produzidos como 1% da proteina soluvel total da

folha.

3D. Andlise da Actividade da Enzima EPSPS

A actividade da enzima EPSPS em plantas de tabaco
transplastémicas contendo o vector de expressdc de plastos
pMON38773 fol determinada utilizando um ensaioc de

cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC).

Os métodos para a anadlise da actividade da enzima
EPSPS estdo descritos em Padgette et al. (J. Biol. Chemn.
263: 1798-1802, 1988 e Archiv. Biochem. Biophys. 258: 564-
573, 1987) e Wibbenmeyer et al. (Biochem. Biophys. Res.

Commun. 153: 760-766, 1988).

Os resultados sdo resumidos na Tabela 3 abaixo.
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Tabela 3
Nuclear Nuclear CloroElasto
Intervalo da % Total de Plantas no | 38773-6

Actividade Enzimdtica | Intervalo

1-3,7 pmol/mg 1%

>0,1 pmol/mg 16%

>10 nmol/mg 55% 16,39 nmol/mg
>1 nmol/mg 32%

0 nmol/mg 3%

Estes resultados demonstram gque a expressdo de EPSPS

em plastos produz enzima EPSPS activa.

3E. Andlise da Tolerdncia a Glifosato

Uma linha de tabaco transplastémica homopldsmica
para a construgao pMON38773 fol testada in vitro para
determinar o nivel mais elevado de tolerdncia ao glifosato.
O tecido de explante fol preparado a partir de pegas de
folha de plantas de tabaco de tipo selvagem ndc transgénico
de controlo, Havanna, e da linha de tabaco homopldsmica
38773-6 e cultivou-se para regeneracac de rebentos em meio
TSO (descrito acima) suplementado com niveis de glifosato
de 50 pM, 75 uM, 100 pM, 150 pM e 200 uM. Os resultados
estdo resumidos na Tabela 4 abaixo. O numero de explantes
produzindo rebentos foi determinado as 3 semanas e 6
semanas apds a preparacgdo dos explantes e cultura em meio

contendo glifosato,
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Tabela 4
Nivel de Namero Total | Nimero de Numero de % de
Glifosato (uM)| de Explantes | Regenerados | Regenerados | Regeneragdo
3 Semanas 6 Semanas | de Explantes
Tipo Selvagem
50 10 0 0 0
75 10 0 0 0
100 10 0 0 0
150 10 0 0 0
200 10 0 0 0
38773-6
50 8 5 3 100
75 18 14 18 100
100 17 12 15 88
150 18 10 16 89
200 16 8 15 86

Os resultados acima demonstram que em todos o0s
niveis de glifosato examinados, se regeneraram rebentos a
partir dos explantes preparados a partir de uma linha de
tabaco homopldsmica para pMON38773, enquanto que nenhum
rebento regenerou a partir dos explantes preparados a
partir de plantas de controlo nédo transformadas. Estes
resultados sugerem que as plantas de tabaco que expressam
EPSPS nos plastos demonstram tolerdncia a niveis de

glifcsato de pelo menos 200 uM.
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Linhas transplastémicas adicionais foram testadas
in vitro quanto & tolerdncia a glifosato tal como descrito

acima. Os resultados sdc mostrados na Tabela 5.

Tabela 5

Resumo das experiéncias de transformagdo de plastos de

tabaco com varias construgées contendo genes de EPSPS.

Construcao Espec/Estrep (+) N° de Rebentos Gly
50 uM (+)

pPMON38766 (Selvagem) 1 0
pMON38766 (T7) 6 0
PMON38773 (Selvagem) 9 5(1)
PMON38797 (Selvagem) 2 0
pPMON38798 6 6
pPMON38793 8 0
pMON38796 4 0
pPMON45201 9 3
pPMON45204 12 *

(N° de rebentos positivos a glifosato 1 mM

Estes resultados demonstram que estas linhas
transplastémicas mostram tolerdncia ao glifosato. 0Os nume-
ros entre parénteses sdo o numero de rebentos resistentes a
seleccdo em glifosato 1 mM. Assim, tal como se pode
observar na tabela 5, sao geradas linhas de tabaco que sao

tolerantes a selecgdo em glifosato 1 mM.
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Plantas de tabaco homoplédsmicas da linha 38773-6
sao pulverizadas com glifosato utilizando um pulverizador
de pista a concentragbes que correspondem 0 kg/ha, 1,12
kg/ha, 2,24 kg/ha e 4,48 kg/ha (0 oz/acre, 16 oz/acre, 32
oz/acre e 64oz/acre) para testar a tolerdncia da planta
inteira. A altura da planta foli medida antes e depois da
pulverizag¢ao com glifosato. Os dados sobre os ferimentos
vegetativos foram colhidos duas semanas apdés a pulveri-
zagcao, enquanto que os dados sobre o0s ferimentos reprodu-

tivos foram colhidos na maturidade da planta.

Os resultados iniciais indicam que as linhas de
tabaco homoplasmicas pulverizadas sao tolerantes ao
glifosato na concentracdo de 1,12 kg/ha (16 oz/acre) tal
como demonstrado no ferimento do tecido vegetativo (Tabela
6). Tal como se pode observar na Tabela 5 foram geradas
linhas transplastémicas que demonstraram um bom nivel de
toleradncia ao glifosato a 2,24 kg/ha (32 oz/acre). Em
experiéncias Subseguentes com linhas transformadas
adicionais, as linhas transplastémicas mostraram tolerdncia

ao glifosato a um nivel de 4,48 kg/ha (64 oz/acre).

A tolerdncia € caracterizada pelo crescimento e
enverdecimento continuos dos tecidos pulverizados com gli-
fosato. No entanto, uma vez que a concentracido de glifosato
aplicada aumentou, houve um aumento correspondente no nivel
de ferimentos vegetativos. Em contraste, as plantas de
controlo nado transformadas eram altamente susceptiveis a
concentracgdes de glifosato tdo baixas quanto 1,12 kg/ha (16

oz/acre).
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Tabela 6
N° da | Construgao |Taxa de| Altura da Altura da | Ferimentos | Valores da
Planta glifo- | planta (cm) | planta (cm) |vegetativos|fertilidade
sato antes da apos
(0z/2) |pulverizacdo| pulverizacgao

1 38773 g 12,2 30,5 g 0
2 38773 g 13,6 34,0 g 0
3 38773 g 8,6 23,8 g 0
4 38773 g 8,6 26,2 g 0
5 38773 J 7,8 28,8 J 0
6 38773 0 12,8 31,5 0 0
7 38773 0 12,2 31,6 0 0
8 38773 0 11,6 35,5 g 0
9 38773 15 9,0 29,0 1 0
10 38773 15 14,4 31,0 g 0
11 38773 16 13,4 32,0 g 0
12 38773 15 13,2 30,0 g 0
13 38773 15 14,2 30,5 g 1
14 38773 15 14,0 33,0 J 0
15 38773 15 13,2 30,2 J 0
16 38773 15 14,9 30,4 J 0
17 38773 32 12,0 26,5 2 4
18 38773 32 11,6 25,4 1 1
19 38773 32 9,4 22,0 1 3
20 38773 32 11,2 23,0 2 4
21 38773 32 13,8 25,8 1 2
22 38773 32 12,4 23,0 1 4
23 38773 32 10,2 19,0 2 4
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24 38773 32 13,8 23,2
26 38773 64 11,8 20,0
27 38773 64 13,0 22,0
28 38773 64 12,2 18,0
29 38773 64 15,8 23,0
30 38773 64 10,4 17,5
32 38773 64 15,0 18,5
33 38773 64 13,8 21,8
34 38773 64 13,6 19,0
35 38773 64 10,8 16,0
36 . selvagem 0 21,0 40,6
37 . selvagem 0 16,0 38,0
38 . selvagem 0 15,0 34,6
39 . selvagem 0 17,6 32,2
40 . selvagem 0 15,0 31,6
41 . selvagem 0 14,0 32,0
42 . selvagem| 16 10,0 11,8
43 . selvagem| 16 8,0 10,0
44 . selvagem| 16 8,6 11,0
45 . selvagem| 16 8,0 14,0
46 . selvagem| 16 9,8 11,0
47 . selvagem| 16 10,4 14,0
48 . selvagem| 32 10,8 13,2
49 . selvagem| 32 9,0 13,0
50 . selvagem| 32 8,0 10,2
51 . selvagem| 32 11,0 14,0
52 . selvagem| 32 9,8 13,0
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53 |T. selvagem| 32 3,0 10,8 4 5
54 |T. selvagem| 64 7,5 8,6 4 5
55 |T. selvagem| 64 11,2 12,5 4 5
56 |T. selvagem| 64 10,2 12,8 4 5
57 |T. selvagem| 64 11,5 13,0 4 5
58 |T. selvagem| 64 13,0 15,0 4 5
59 |TI. selvagem| 64 9,8 11,2 4 5

Ferimentos vegetativos:

0 = planta normal
1 = ligeira clorose de folhas novas e definhamento
2 = clorose grave de folhas novas, malformacdoc de folhas

novas e definhamento grave
3 = planta a morrer

4

planta morta

Valores da fertilidade:

0 = Fértil, sem atrasc na maturidade, muitas sementes

1 = Algum aborto, ligeiro atraso na formacao de sementes,
com sementes

2 = Aborto significativo, atraso significativo no apare-
cimento de sementes, algumas sementes

3 = Aborto muito grave, vagens de sementes imaturas, poucas
sementes

4 = Flores mal-formadas; quando florescem, atraso extremo
na floracdo e sem produgado de sementes

5 = Planta morta
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3F. Andlise de BT/BXN

As plantas de tabaco homoplasmicas das 1linhas
5175 e 5197 sao pulverizadas com o herbicida Buctril a uma
concentracdo de 4% para testar para tolerdncia da planta

inteira.

Os resultados do teste de pulverizagao com
Buctril demonstraram que todas as linhas 5197 que expres-
savam bxn eram completamente resistentes quando pulve-

rizadas com uma solugdo contendo o herbicida Buctril a 4%.

Duas linhas das seis linhas 5175 testadas eram
completamente resistentes ao herbicida quando pulverizadas

com uma solugdo contendo Buctril a 4%.

3G. Andlise da Resisténcia a Norflurazon

Fol montada uma experiéncia para determinar a
eficdcia da caracteristica de CrtI em relacdo a resisténcia
ao herbicida Norflurazon. Foram plantadas trés linhas 5177
transformadas, 74-1B-P, 74-2-A e 74-7-C e trés 1linhas de
controlo. As plantas foram criadas durante sete semanas e
depols regadas com uma solugao de Norflurazon 3 uM. AsS
plantas negativas quanto a presenga do gene crtl com origem
nos plastos foram descoradas pelo tratamento com Nor-
flurazon, as plantas positivas permaneceram verdes e coOn-

tinuaram a crescer.
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0Os resultados mostram gque as trés linhas 5177
homoplasmicas de tabaco eram resistentes a solugdo de
Norflurazon 3 UM, enguanto que as plantas de controlo eram

todas susceptiveis a solugdo (Tabela 7).

Tabela 7
Linha Controlo/Transgénica Resultado
Xanthi Controlo Susceptivel
2560A Xanthi Controlo Susceptivel
75-5D-A Controlo Susceptivel
74-1B-P Homoplasmica Resistente
74-2-A Homoplasmica Resistente
74-7-C Homoplasmica Resistente

Exemplo 4 Andlise das Plantas de Tabaco Transgénicas de hGH

4A. Analise "Southern"”

Plantas transformadas seleccionadas quanto a
expressao do gene marcador aadA sdo analisadas para deter-
minar se todo o contetdo dos plastos vegetais foi transfor-
mado (transformantes homopldsmicos). As plantas homoplds-
micas sao seleccicnadas utilizando hibridacdo "Southern”

para posteriores culturas.

O BADN gendémico ¢ isolado a partir de plantas de

tabaco transformadas, sujeito a electroforese e transferido
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para filtros tal como descrito em Svab et al. (Proc. Natl.

Acad. Sci. USA 90: 913-917, 1993).

As plantas de tabaco homopldsmicas transformadas
para expressar hGH foram identificadas utilizando uma sonda
preparada a partir de um fragmento FEcoRI/EcoRV de 2,4 kb do
vector pOVZ2 (semelhante a pOVZ15 descrito em Zoubenko, et
al., 1994, supra). 0 fragmento de sonda de 2,4 kb abrange

parte da sequéncia direccionadora.

O completo desaparecimento do fragmento BamHI de
tabaco nativo de 3,27 Kb das linhas com uma sonda que cobre
a regiaoc de integragao, e o aparecimento da banda com o
tamanho esperado para os fragmentos de ADN inseridos nesses
transformantes, 5,6 kb, estabelece que as plantas transfor-

madas sdo homoplasmicas para as construgdes pretendidas,

4B. Andlise da Expressdo Proteica

Linhas de tabaco homoplasmicas expressando hGH e
transformantes nucleares de tabaco s&do wutilizados para
determinar a expressdo da proteina hGH. Foi efectuada
andlise "Western Dblot" em linhas de tabaco contendo as
construgdes pWRG4838, pMON38755 ¢ pMON38794 para expressao
em plastos e foi utilizado um ensaio ELISA para as linhas
de tabaco transgénicas contendo pWRG4744 e pWRG4747 para

expressdo nuclear de hGH.

Foram efectuadas extracg¢des de proteina total e
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procedimentos de "Western blot" tal como descrito acima,
com a excepcdo de que o anticorpo primdrio foi c¢riado

contra hGH.

Tabela 8

Niveis de Expressdo de hGH no Genoma Nuclear e no Genoma de

Plastos de Tabaco

Construgédo Expressdo Nivel de Expressido
% de Proteina

Soluvel Total

PWRG4744 nuclear 0,002-0,125%
PWRG4747 nuclear 0,002-0,025%
PWRG4838 plasto 0,2%
pMON38755 plasto 1,0%
PMON38794 plasto 7,0%

Os resultados da analise "Western" (Tabela 8)

demonstram que a hGH expressa nos plastos de células
vegetais se acumula até niveis significativamente mais
elevados do que a hGH expressa no nucleo e direccionada
para o citoplasma ou para os plastos das células vegetais.
As plantas de tabaco transformadas para expressar hGH no
nucleo acumularam niveis de hGH de 0,002% (direccionada
para o citoplasma) a 0,025% (direccionada para os plastos)
da proteina soluvel total da folha, enquanto que as plantas

de tabaco expressandc hGH nos plastos acumularam niveis de
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hGH de 0,2% a 7,0% da proteina soluvel total da folha como
hGH. Para além disso, as plantas de tabaco homoplédsmicas
expressando hGH dirigida a partir das sequéncias regula-
doras Prrn/Gl0L acumulam niveis de hGH 35 vezes mais
elevados que as plantas de tabaco homopldsmicas que expres-—
sam hGH dirigida a partir da sequéncia promotora PpsbA. O
nivel de expressdo mais elevado pode ser devido ao forte
promotor Prrn e/ou a maior tradugdo do gene de fusdo
mediada pela regido rbs do lider do gene 10. Folhas de
diferentes idades tinham padrbes de acumulagdao de hGH
variados, com as folhas maduras e velhas possuindo niveis
semelhantes e as folhas mais novas muito menos hGH. Isto é
consistente com o menor numero de cloroplastos nas folhas

novas.

Interessantemente, tanto a ubiguitina-hGH como a
hGH processada se acumularam nos extractos pds-colheita das
linhas Nt-38755 e Nt-38794. O processamento da ubiquitina
foi frequentemente observado em >50% das espécies de
proteina hST total, dependendo das condigbes de extraccgdo.
Este resultado confirma a wutilidade da abordagem da
proteina de fusdo em proteinas expressas em cloroplastos. O
aparecimento de uma banda extra observada na amostra Nt-

4838 é consistente com um dimero de hGH.

Para comparagao dos sistemas de expressdc em
plantas, foram criadas plantas transgénicas nucleares que

expressam hGH a partir de dois conjuntos diferentes de
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sinais de expressdo. As construcbes wrgd747 e wrgd776 ex-—
pressam hGH utilizando o forte promotor do Virus do Mosaico
de Escrofularidceas ou o promotor 353 do Virus do Mosaico
da Couve-flor, respectivamente. A construgdo wrgd747 empre-
ga um péptido de trénsito de cloroplasto para direccionar
apbs a traducao a hGH para os cloroplastos (FMV::CTP-hGH),
engquanto que a construcdo wrg4776 direcciona a hGH através
do reticulo endoplasmatico (ER) para a via secretora
(35S5::ER-hST). Linhas transgénicas para ambas as constru-
¢Oes foram obtidas através de bombardeamento de particulas.
A expressdao de hST fol quantificada através de ensaio ELISA
e mostrou-se que era menos de 0,025% pst. Este nivel de
expressao ¢ pelo menos 300 vezes menor que nas linhas de
pMON38794, provando a praticabilidade do sistema de

expressao de cloroplasto para a potencial producdo de hST.

4C. Caracterizacdo da Proteina hGH Expressa no Plasto

Para determinar se a hGH expressa a partir dos
plastos era correctamente processada, foram efectuadas
experiéncias para determinar a dobragem correcta e a

biocactividade.

Duas folhas inferiores das 1linhas transplastéd-
micas de tabaco contendo pMON38794 foram utilizadas para
extrair e purificar hGH. As nervuras g¢grandes foram
removidas das folhas excisadas e o tecido da folha foil

cortado em pequenas sec¢fes (aproximadamente 0,5 cm®) . As
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pecas das folhas foram rapidamente congeladas em azoto
liguido e moidas num pd fino num almofariz e pilédo
arrefecidos. Dez gramas de tecido da folha congelado e
moidc foram adicionados a uma solugdo de Tris base 100 mM
(30 ml) fria e misturados vigorosamente sujeitando a
vortice durante 5 minutos. A solucdo foi filtrada através

de uma Unica camada de pano de ligadura.

A partir da solugédo filtrada, foram preparadas
trés amostras separadas. A primeira amostra fol preparada
através da centrifugacdo de 4 ml do filtrado durante 1
minuto a 16000 rpm. O centrifugado foi distribuido em
aliquotas em frascos de 1 ml e congelado em gelo seco. O
restante filtrado foi centrifugado durante 10 minutos a
4800 rpm e foram congeladas varias aliquotas de 0,5 ml tal
como acima para a segunda amostra. Ao restante filtrado
centrifugado (aproximadamente 25 ml), foram adicionados 200
ul de acido acético glacial para baixar o pH de 8,2 para
4,56. A solugdo foil centrifugada a 4800 rpm durante 30
minutos, e o sobrenadante foli congelado em gelo seco para a

terceira amostra.

A proteina soluvel total (PST, Tabela 9) foi
calculada nestas amostras através de procedimentos padrao
de ensaio de proteinas (Maniatis), e a percentagem de
pureza da hGH foil calculada com base em resultados de
andlise "Western blot" utilizando concentracgdes conhecidas

do material de partida.
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Tabela 9
ID da Amostra PST GP2000 %5 de
mg/ml mg/1 Pureza

Extracto Filtrado imediatamente 6,3 28 0,45%
centrifugado e congelado
Extracto Filtrado centrifugado a 6,4 28 0,45%
4800 rpm durante 10 min e congelado
Extracto de pH ajustado e centri-| 0,75 21 2,8%
fugado

O extracto de pH ajustado e centrifugado foi
purificado através de HPLC de Fase Inversa (RP-HPLC) para
espectrometria de massa por electrospray e sequenciagdo dos
aminocdcidos amino-terminais. A RP-HPLC fol efectuada
utilizando uma bomba e um carregador de amostras automdtico
Perkin-Elmer série 200 e uma coluna de RP-HPLC Vydac C8
(250 por 4,6 mm). 750 Microlitros de amostra foram
carregados na coluna equilibrada com acido trifluorocacético
(TFA) 20 mM e acetonitrilo a 50%. Apds o carregamento, a
coluna foi lavada durante 2 minutos com acetonitrilo a 50%,
TFA 20 mM seguido de um gradiente linear de acetonitrilo a
2% durante 10 minutos seguido de um gradiente de acetoni-
trilo a 10% durante 1 minuto. O caudal foi constante a 1,5
ml/minuto com o eluato da coluna monitorizado a 278 nm com
um detector Perkin-Elmer 785, Os dados foram recolhidos e

analisados com um sistema de dados PE-Nelson Turbochrom.
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Os resultados da analise de RP-HPLC sac mostrados
na Figura 3. O pico I (o pico mais alto) tem o tempo de
retengcao esperado para a GP2000 nativa, correctamente
dobrada de 22 kDa. Este pico foi recolhido e seco num
Savant Speed-VAC para sequenciagao amino-terminal e

espectrometria de massa por electrospray.

A andlise de espectrometria de massa (MS) de
ionizagdao por electrospray utilizou um espectrémetro de
massa de tempo-de-voo por electrospray Micromass Q-Tof. As
amostras foram preparadas ressuspendendo em metanol a 50% +
dcido acético a 2%, e infundidas na fonte do espectrdémetro
de massa a uma velocidade de 4 ml/min. Os dados brutos
mostrados na Figura 4 mostram uma série de ides correspon-
dentes a(s) espécie(s) presente(s) na amostra com numeros
varidveis de protdes ligados. Os eixos deste espectro sdo a
intensidade versus a razdo massa/carga da(s) espécie(s)
presente(s). Um algoritmo de desconvolugdo é utilizado para
converter esta série de ides carregados de forma multipla

num espectro de peso molecular.

Os resultados da espectrometria de massa do pico
I da RP-HPLC mostram 4 espécies principais de proteina de
diferentes massas moleculares. A espécie de 21997 kDa
representa a massa prevista da hGH com a Phe N-terminal
prevista removida através de sobreclivagem da protease de
Ubiquitina com um residuo de prolina N-terminal (P-hGH). A
espécie de 22124 kDa representa a massa prevista da

sequéncia de aminodcidos correcta, correctamente processada
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de hGH possuindo a fenilalanina N-terminal (F-hGH). Pensa-
se que as espécies de 22507 kDa e 22664 kDa representam uma
hGH com a Phe N-terminal e a hGH que fol modificada durante
0s procedimentos de extracgao vegetal, respectivamente. A
massa molecular calculada das proteinas sugere que a hGH
expressa a partir do plasto estd correctamente dobrada

(i.e. sao criadas as ligacgdes dissulfureto correctas).

A mnmobilidade eguivalente a proteina redobrada
produzida por E. coli indica a formag¢do das duas ligag¢des
dissulfureto e a dobragem correcta da hGH derivada de
cloroplastos. Este resultado foili surpreendente devido a
natureza procaridtica dos cloroplastos. Nao existem
proteinas expressas em plastos conhecidas que possuam
ligagdes dissulfureto. No entanto, enzimas importadas
codificadas nuclearmente podem ser activadas através de
ciclos de oxidagdo/reducdo da ligagdo dissulfureto, utili-
zando presumivelmente o sistema de tio-redoxina do cloro-
plasto (Jacquot, et al. New Phytol. 136: 543-570, 1997) ou
uma proteina do cloroplasto dissulfureto-isomerase recen-
temente descoberta (Kim e Mayfield, Science 278: 1954-1957,
1997). Este resultado sugere gue © organito procaridtico
possui a maquinaria necessdria para dobrar proteinas
eucaridticas complexas no compartimento soluvel do estroma
do cloroplasto. Isto é distinto de E. coli, onde as pro-
teinas recombinantes tendem a acumular-se dentro de corpos

de inclusdo e requerem entdao solubilizagdo e redobragem.

A sequenciac¢do do terminal amino foi feita atra-
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vés de degradagao padraoc de Edman e confirmou as sequéncias

N-terminais discutidas acima.

4D. Bioactividade da hGH Expressa em Plastos Vegetais

A Dbiocactividade do extracto de pH ajustado e
centrifugado foil testada utilizando células de uma linha
celular ©Nb2. Estas células proliferam na presenga de
hormona de crescimento e de outro tipo de compostos
estrogénicos. O ensaio envolve pdr extractos contendo
vadrias concentragdes de hormona de crescimento numa placa
de 96 pogos. Depois é adicionada uma quantidade constante
de células a cada pogo. A placa é incubada durante 48 h e
depois ¢ adicionado um reagente chamado MTS. As células
metabolizadoras tomam o MTS e convertem-no numa substancia
colorida azul. Quanto mais células houverem mais cor azul
existird no pogo. A cor azul é medida utilizando um
espectrofotdémetro. O numero de células deve ser propor-
cional a concentracgdoc de hormona de crescimento nos meios.
A uma determinada concentracdo elevada espera-se que as
células se tornem saturadas com hormona de crescimento e
gue a resposta & dose se mantenha constante. A concentra-
¢des muito baixas de hGH ndo se observa essencialmente
nenhum crescimento maior. Representando graficamente o
numero de células (ou absorvéncia) versus a concentragao de
hGH espera-se que seja produzido um grafico de forma

sigméide.

O emparelhamento dissulfureto adequado na hGH de
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cloroplastos implica gue a proteina deva ser biologicamente
activa. Para testar in vitro esta hipdtese, fol empregue
uma linha celular de linfoma de rato, Nb2, que prolifera na
presenca de somatotrofina (hGH) e outros compostos de tipo
estrogénico. A proliferagao desta linha celular € propor-
cional a quantidade de somatotrofina no meio de cultura,
até ser alcancada a saturagaoc. O eluato da coluna de
permuta idnica das plantas transplastdémicas Nt-4838 e Nt-
38794 ou de plantas de tipo selvagem tratadas de forma
idéntica foi adicionado ao meio de cultura das células Nb2.
Como controlo foi utilizada hGH produzida em E. coli,
redobrada. 0O extracto de plantas de tipo selvagem ndao
mostrou nenhuma actividade neste ensaio, indicando que nao
hd nenhum composto vegetal enddgeno capaz de estimular o
crescimento da linha c¢elular Nb2. Em contraste, 0s
extractos de Nt-4838 e Nt-38794 estimularam ambos a
proliferacdo da linha celular até uma extensdo igual a dos
controlos positiveos: o extracto da planta de tipo selvagem
que tinha sido estimulada com hGH de E. coli purificada ou

a hGH pura sozinha.

Os resultados das células Nb2 mostram que a hGH
derivada de cloroplastos ¢ biologicamente activa. Estudos
anteriores de somatotrofina recombinante produzidos em E.
coli mostraram uma farmacocinética equivalente da proteina
com uma metionina ou fenilalanina N-terminal (Moore, et al.
Endocrinology 122: 2920-2926, 1988). ©Neste estudo, a
clivagem da proteina de fusdo pela ubiquitina nas linhas

Nt-38794 gerou predominantemente P-hST, sugerindo que esta
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espécie também é bicactiva. A hST dos extractos de Nt-4838
foi também caracterizada. A analise dos aminocdcidos indicou
>95% das espécies da proteina com alanina no terminal N.
Este resultado sugere que uma actividade de metionina-
aminopeptidase gerou a alanina-hST, que é também biocactiva,
Una actividade semelhante de aminopeptidase existe em E.
coli (Meinnel, et al., Biochimie 75: 1061-1075, 1993). Esta
descoberta em plastos pode ser explorada no futuro como

meio alternativo para gerar um terminal N sem metionina.

Os resultados do ensaio de bicactividade (Figura
5) demonstram que a hGH expressa a partir de um plasto
vegetal possul uma forma sigmdéide quando representada

graficamente como absorvéncia versus concentragdo de hGH.

Exemplo 5 Andlise de Plantas de Tabaco Transplas-

témicas para Aprotinina

S5A. Andlise '"Western" da Expressdo de Aprotinina em

Plastos

Linhas de tabaco homoplasmicas expressando sao
utilizadas para determinar a expressdo da proteina
aprotinina. A andlise "Western" foi efectuada em linhas de
tabaco contendo as construgdes pCGN6146, pCGN6147, pCGN6154

e pCGN56156 para a expressdo em plastos da aprotinina.

As extracgbes da proteina total e o0s proce-

dimentos de "Western Dblot" foram efectuados tal como
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descrito acima, com excepcgdo do anticorpo primario ter sido

criado contra aprotinina.

Os resultados da analise "Western" sao mostrados
na Figura 6. Estes resultados indicam que a aprotinina ¢
expressa a partir do promotor da polimerase T7 quando a
sequéncia de codificacgao da aprotinina é fundida com o gene
PetA ou o gene GUS inteiro. Para além disso, estes
resultados indicam que a sequéncia petA direcciona
eficientemente a proteina aprotinina para o tilacdide da

célula vegetal.
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REIVINDICAGCOES

1. Construcgao compreendendo os seguintes compo-
nentes no sentido da transcrigao de 5' para 3':

a) uma sequéncia promotora do operao do
ARN ribossémico 16S (Prrn);

b) um local de ligag¢do ao ribossoma ligado
ao referido componente promotor (a), em que o referido
local de ligag¢do ao ribossoma é derivado da segquéncia lider
do gene 10 do bacteridfago T7;

c) uma sequéncia de ADN codificando um
péptido derivado de um organismo eucaridtico; e

d) uma regido de terminacdo da trans-
cricao,
em que o referido péptido eucaridtico ¢ diferente de um

péptido de uma planta.

2. Construcao de acordo com a reivindicacao 1,
em que a referida construg¢do compreende ainda:

e) um gene codificando um marcador selec-
cionavel para selecgdo de células vegetais compreendendo um
plasto expressando o referido marcador e

f) regifes de ADN de homologia com ©
genoma do referido plasto, em gue as referidas regides de

homologia em (f) flanqueiam o0s componentes (a), (b), (c),

3. Construcao de acordo com a reivindicacao 1,



PE1097211 -2 -

em que o referido local de ligag¢ao ao ribossoma é o local
de ligacgao da sequéncia lider do gene 10 do bacteridfago

I7.

4, Construcgao de acordo com a reivindicagao 1,
em que a referida seguéncia de ADN codifica um péptido

nuclear vegetal.

5. Construcao de acordo com a reivindicacao 4,
em que o referido péptido nuclear vegetal ¢ um gene do

ciclo do carbono.

6. Construcdo de acordo com a reivindicacao 5,
em que o referido gene do ciclo do carbono é seleccionado
de entre o grupo gue consiste em frutose-1,6-bisfosfatase-

aldolase e sedu-heptulose-bisfosfatase.

7. Construcdo de acordo com a reivindicacao 4,
em que o referido péptido nuclear vegetal é um péptido

antifungico.

8. Construcado de acordo com a reivindicacao 1,
em que a referida sequéncia de ADN codifica um péptido de

mamifero.

9. Construcgao de acordo com a reivindicacao 8,
em que o referido péptido de mamifero ¢ uma proteina
seleccionada de entre o grupo que consiste em interferdes,

anticorpos monoclonais, agentes hematopciético, hormonas
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pituitdrias, hormonas da tirdide, hormonas do hipotdlamo,

albuminas e hormonas pancredticas.

10, Construcao de acordo com a reivindicagac 9,
em que o© referido péptido de mamifero ¢é a hormona

pancreatica insulina.

11. Construcgao de acordo com a reivindicagdo 9,
em que o referido péptido de mamifero ¢é wuma hormona
pituitdria seleccionada de entre ¢ grupo que consiste em
hormonas somatomamotrdficas, hormonas gonadotréficas,

hormonas tirotréficas e hormonas corticotrdficas.

12. Construcao de acordo com a reivindicacao 11,
em que a referida hormona pituitdria ¢é uma hormona
gonadotrofica seleccionada de entre o grupo que consiste em
gonadotrofinas coridnicas, hormonas luteinizantes e

hormonas estimuladoras do foliculo.

13. Construgao de acordo com a reivindicacao 11,
em que a referida hormona pituitdria ¢é uma hormona
somatomamotroépica seleccionada de entre o grupo due

consiste em prolactina e hormonas de crescimento.
14. Construgao de acordo com & reivindicagao 13,
em que a referida hormona somatomamotrdpica € a hormona de

crescimento DbGH.

15. Construcgado de acordo com a reivindicacao 13,
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em que a referida hormona somatomamotrdépica € a hormona de

crescimento hGH.

16, Construcao de acordo com a reivindicacao 13,
em que a referida hormona somatomamotrdpica € a hormona de

crescimento pBL.

17. Construcao de acordo com a reivindicagdo 9,
em que o referido péptido de mamifero ¢é wum agente
hematopoiético seleccionado de entre o grupo gue consiste
em eritropoietinas, interleucinas e factores estimuladores

de colénias.

18. Construcao de acordo com a reivindicacao 17,
em que o referido péptido de mamifero ¢é o factor

estimulador de colénias G-CSF.

19. Construgcao de acordo com a reivindicagdo 9,
em gue o referido anticorpo monoclonal é um anticorpo de

cadeia simples F varidvel.

20. Construcao de acordo com a reivindicagao 8,
em que o referido péptido de mamifero é a proteina de
coagulagdo ndo enzimatica seleccionada de entre o grupo gque

consiste nas proteinas co-factores factor V e factor VIII.

21. Construcdao de acordo com a reivindicacaoc 8,
em que o referido péptido de mamifero ¢ um inibidor de

proteinases.
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22. Construcao de acordo com a reivindicacgao 21,

em que o referido inibidor de proteinases é aprotinina.

23. Construcado de acordo com a reivindicagao 2,
em que o referido marcador selecciondvel é seleccionado de
entre o grupo de aadA, resisténcia a espectinomicina,
resisténcia a estreptomicina, resisténcia a canamicina e um

gene de tolerédncia ao glifosato.

24, Construcao de acordo com a reivindicagao 1,
em que a referida sequéncia de codificagdo de ADN é a

sequéncia de codificacdo nativa para o referido gene.

25. Construcado de acordo com a reivindicacgao 1,
em que a referida sequéncia de codificacdo de ADN é uma

seguéncia de codificacdo sintética para o referido gene.

26. Método de produgdo de uma proteina numa
célula wvegetal, em que o referido método compreende a
transformacdao de plastos da referida célula vegetal com uma
construcao compreendendo © seguinte como componentes
operativamente ligados no sentido da transcricao de 5' para
3':
a) uma sequéncia promotora do operao do
ARN ribossémico 16S (Prrn);
b) um local de ligag¢ao ao ribossoma ligado
ao referido componente promotor (a), em que o referido
local de ligag¢do ao ribossoma é derivado da seguéncia lider

do gene 10 do bacteridfago T7;
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c) uma sequéncia de ADN codificando um
péptido derivado de uma célula eucaridtica diferente de um
péptido de um plasto vegetal; e

d) uma regido de terminacac da trans-
crigao,

e células vegetais em crescimento compreendendo @ 0s
referidos plastos transformados sob condigbes em que a
referida sequéncia de codificacac de ADN é expressa para

produzir o referido péptido eucaridético no referido plasto.

27. Método de acordo com a reivindicagado 26, em
que a referida construg¢doc compreende ainda:

e) um gene codificando um marcador selec-
cionadvel para selecgdo de células vegetais compreendendo um
plasto expressando o referido marcador e

£) regides de ADN de homologia com ©
genoma do referido plasto,
em que as referidas regifes de homologia em (f£) flanqueiam

0s componentes (a), (b)), (¢), (d) e (e).

28. Método de acordo com a reivindicagdo 26, em
que o referido local de ligagdo ao ribossoma é o local de

ligacgdo da sequéncia lider do gene 10 do bacteridfago T7.

29. Método de acordo com a reivindicagdo 26, em

gue a referida construc¢ao compreende ainda:
g) uma sequéncia de codificagdo para uma
proteina secundaria fundida com a referida sequéncia de ADN

codificando um péptido de uma célula eucaridtica em (c).
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30. Método de acordo com a reivindicagdo 29, em
que a referida proteina secunddria ¢ o terminal direc-

cicnador para o tilacdide do citocromo f.

31. Método de acordo com a reivindicagdo 29, em
que & referida proteina secunddria ¢é o terminal N de

ubiquitina clivavel.

32. Método de acordo com & reivindicacao 31,
através do qual a referida fusdo do terminal N de
ubiquitina c¢livavel ¢é «clivada do péptido eucaridético
através do passo de colheita das referidas células vegetais
e exposicdo dos conteudos do referido plasto transformado

ao citosol da referida célula vegetal.

33. Método de acordo com a reivindicagao 32,
através do qual a expressdao do referido péptido eucaridtico

é aumentada.

34, Método de acordo com a reivindicagdo 26, em
que o referido péptido eucaridtico diferente de um péptido
de um plasto vegetal expresso no referido plasto vegetal é

dobrado com o numero correcto de ligag¢des dissulfureto.

35. Método de acordo com a reivindicagdo 34, em

que o referido péptido ¢é hGH.

36. Método de acordo com a reivindicagdo 26, em
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que o referido péptido eucaridtico diferente de um péptido
de um plasto vegetal expresso no referido plasto vegetal
transformado ¢ biocactivo quando isolado do referido plasto

vegetal transformado.

37. Método de acordo com a reivindicagdo 36, em

que o referido péptido eucaridtico é hGH.

38. Método de acordo com a reivindicagdo 26 que
¢ adequado para produzir uma proteina de terminal N sem
metionina num plasto de uma célula vegetal, em que ©
referido método compreende: a transformagao de um plasto de
uma célula vegetal com uma construgdo compreendendo, como
compeonentes operativamente ligados no sentido da
transcricdo de 5' para 3':

a) uma sequéncia promotora do operdo do
ARN ribossémico 16S (Prrn);

b) um local de ligagdo ao ribossoma ligado
ao referido componente promotor (a), em gque o referido
local de ligag¢do ao ribossoma é derivado da seguéncia lider
do gene 10 do bacteridfago T7;

c) uma sequéncia de ADN codificando um
péptido de ubiquitina clivavel,

d) uma sequéncia de ADN codificando uma
proteina de interesse, e

e) uma regido de terminacaoc da trans-
cricao; e
criagdao de uma célula vegetal compreendendo o referido

plasto transformado sob condic¢des adequadas para expressao
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da referida proteina de interesse e da referida sequéncia

de ubigquitina clivavel no referido plasto.

39. Método de acordo com a reivindicagdo 38, em
que a referida construgdo compreende ainda (f) pelo menos
duas regides de ADN de homologia com o genoma do referido

plasto.

40. Método de acordo com a reivindicagao 38, em
que a referida constru¢do compreende ainda (g) um gene
codificando um marcador selecciondvel para selecgdo de uma
célula vegetal compreendendo um plasto expressando o

referido marcador.

41, Método de acordo com a reivindicacgdao 38, em
que o referido local de ligagdo ao ribossoma é o local de

ligac¢do da sequéncia lider do gene 10 do bacteridfago T7.

42. Plasto de wuma célula vegetal contendo a

construgdo de acordo com a reivindicag¢do 1.

43. Planta, semente de planta, parte de planta,
célula vegetal ou descendéncia destas contendo um plasto

vegetal de acordo com a reivindicagao 42.

44, Célula vegetal da reivindicacdo 43 que ¢
produzida de acordo com o método da reivindicagdo 27 e
compreende mais de cerca de 0,01% da proteina soluvel total

como o referido péptido eucariodtico.
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45. Célula vegetal da reivindicagdo 44 que com-
preende mais de cerca de 0,2% da proteina soluvel total

como o referido péptido eucariodtico.

46. Célula vegetal da reivindicagdao 44 que
compreende mais de cerca de 1% da proteina scluvel total

como o referido péptido eucaridtico.

47. Célula vegetal da reivindicacao 44 dque
compreende 7% ou mais da proteina soltvel total como o

referido péptido eucaridtico.

48. Célula vegetal da reivindicacdo 43 que ¢&
produzida de acordo com o método da reivindicacao 27, em
que o referidoc marcador selecciondvel compreende uma 5-
encolpiruvilchiquimato-3-fosfato-sintetase tolerante ao

glifosato.

49. Célula vegetal da reivindicacao 43 dque
possul um plasto transformado produzido de acordo com o

método da reivindicacgao 26,

50. Planta, semente de planta ou parte de planta
da reivindicacadao 43 que compreende uma ceélula vegetal de

acordo com a reivindicacao 49.

51. Plasto vegetal da reivindicacao 42 possuindo
uma proteina de interesse produzida de acordoc com o método

da reivindicacdo 47.
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52. Plasto vegetal de acordo com a reivindicacao
51, em que a referida proteina de interesse compreende pelo
menos cerca de 1% da proteina solavel total no referido

plasto.

53. Plasto vegetal de acordo com a reivindicacao
52, em que a referida proteina de interesse compreende pelo
menos cerca de 7,0% da proteina soluvel total no referido

plasto.

54. Plasto vegetal da reivindicagao 42 que
incorporou de forma estdvel a construgdo tal como definida

na reivindicac¢ao 38 dentro do seu genoma.

55. Célula vegetal da reivindicagdo 43 que com-
preende um plasto vegetal possuindo estavelmente incor-
porada a constru¢do tal como definida na reivindicacgdo 38

dentro do seu genoma.

56. Célula vegetal da reivindicagdo 43 que com-
preende um plasto vegetal transformado produzido de acordo

com ¢ método da reivindicagao 38.
57. Planta, semente de planta ou parte de planta
da reivindicag¢ao 43 compreendendo um plasto vegetal de

acordo com a reivindicacdo 51 ou 54.

58. Planta, semente de planta ou parte de planta
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da reivindicacgao 43 compreendendo uma célula vegetal de

acordo com a reivindicagao 55 ou 56.

59. Método de acordo com a reivindicagdo 38, em
gue a referida proteina de interesse é dobrada com o numeroc

correcto de ligagdes dissulfureto.

60. Método de acordo com a reivindicagao 38, em

que a referida proteina de interesse é hGH.

61. Método de acordo com a reivindicagao 38, em
que a referida proteina de interesse é Dbicactiva quando

isclada da referida célula vegetal.

62. Método de acordo com a reivindicagdao 61, em

que a referida proteina de interesse é hGH.

63. Plasto vegetal da reivindicagdo 42 que possuil
uma construgaoc tal como definida na reivindicac¢do 38 esta-
velmente integrada no seu genoma; e uma proteina de ter-

minal N sem metionina.

64, Célula vegetal da reivindicacdo 43 que com-
preende um plasto vegetal possuindo uma constru¢do tal como
definida na reivindicagdo 38 estavelmente integrada no seu

genoma; e uma proteina de terminal N sem metionina.

65. Método da reivindicagcdao 26 gue ¢ adequado

para a produgdo de uma proteina de terminal N sem metionina
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num plasto de uma célula vegetal, em que o referido método
compreende: a transformagao de um plasto de uma célula
vegetal com uma construg¢do compreendendo, como componentes
operativamente ligados no sentido da transcrig¢ao de 5' para
3"

a) uma sequéncia promotora do operao do
ARN ribossémico 16S (Prrn);

b) um local de ligag¢do ao ribossoma ligado
ao referido componente promotor (a), em que o referido
local de ligagdo ao ribossoma é derivado da sequéncia lider
do gene 10 do bacteridfago T7 ou é o local rbcLRBS;

c) uma sequéncia de ADN codificando uma
proteina de interesse, em que a referida proteina de
interesse ¢é capaz de ser reconhecida por uma Metionina-
Amino-Peptidase da célula vegetal, e

d) uma regido de terminag¢éo da transcricao;
e
cultura de uma célula vegetal compreendendo o referido
plasto transformado sob condigbes adequadas para expressao
da referida proteina de interesse possuindo um terminal N

sem metionina.

66. Método de acordo com a reivindicacgao 65,
compreendendo ainda o passo de criagao de uma planta

possuindo a referida célula vegetal.

67. Método de acordo com & reivindicagao 66,
compreendendo ainda o passo de colheita da referida planta

e sujeicadao das células da referida planta a meios para
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purificar substancialmente a referida proteina de inte-

resse.

68. Método de acordo com a reivindicacgao 65, em
que a referida Metionina-Amino-Peptidase da célula vegetal

cliva a metionina N-terminal.

69. Método de acordo com a reivindicagao 65, em
que o segundo aminodcido da referida proteina € selec-
cionado de entre o grupo gue consiste em alanina, cisteina,

glicina, prolina, serina, treonina e valina.

70. Método de acordo com a reivindicagado 69, em

que o referido aminodcido é alanina.

Lisboa, 28 de Junho de 2007
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