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“SISTEMA DE EXPRESSAO DE POLINUCLEOTIDEOS, METODOS DE
CONTROLE DA POPULACAO DE UM ORGANISMO EM UM MEIO
AMBIENTE NATURAL PARA O MESMO, DE CONTROLE
BIOLOGICO, E DE SEPARACAO DE SEXOS, E, METODO OU
CONTROLE BIOLOGICO OU DA POPULACAO”

Todas as referéncias incorporadas aqui sdo por meio disto

incorporadas por referéncia, salvo de outra forma evidente.

INTRODUCAOQ

A presente invengdo refere-se a um sistema de expressdo de
genes, em combinagdo com seqiiéncias de controle de emenda, referidé?s
seqiiéncias de controle provendo um mecanismo para emenda alternativa.

Emenda alternativa envolve a remog¢do de um ou mais introns
e ligagdo dos éxons de flanqueamento. Esta reagdo € catalisada pela
espliceossoma, uma maquina macromolecular composta de cinco RNAs e
centenas de proteinas (Jurica, M. S. & Moore, M. J. (2003) Mol. Cell 12, 5-
14). Emenda alternativa gera mRNAs multiplos a partir de um gene Unico,
deste modo aumentando a diversidade de proteomas (Graveley, B. R. (2001)
Trends Genet. 17, 100-107).

Emenda alternativa também desempenha um papel chave na
regulacdo de expressdo de genes em muitos processos relativos ao
desenvolvimento variando de determinagdo de sexo a apoptose (Black, D. L.
(2003) Annu. Rev. Biochem. 72, 291-336), e defeitos na emenda alternativa
foram ligadas a muitos distirbios humanos (Caceres, J. F. & Kornblihtt, A. R.
(2002) Trends Genet. 18, 186-193). Geralmente, emenda alternativa ¢é
regulada por proteinas que se associam com pré-mRNA e funcionam ou para
aumentar ou reprimir a capacidade do espliceossoma de reconhecer o(s)
sitio(s) de emenda flanqueando o éxon regulado (Smith, C. W. & Valcarcel, J.
(2000) Trends Biochem. Sci. 25, 381-388).

Se um éxon alternativo particular serd incluido ou excluido de
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um RNA maduro em cada célula é determinado, como se pensa, pela
concentragdo relativa de um numero de reguladores de emenda positivos e
negativos e as interagdes destes fatores com o pré-mRNA e componentes do
espliceossoma (Smith, C. W. & Valcarcel, J. (2000) Trends Biochem. Sci. 25,
381-388).

Espliceossomas sdo complexos grandes de RNA nuclear
pequeno e particulas de proteina (snRNPs) que juntam-se com pré-mRNA
para realizar a emenda de RNA, removendo os introns dos RNAs nucleares
eucaridticos, assim produzindo mRNA que ¢ entdo traduzido para proteina em
ribossomas.

Apesar de pelo menos 74% de genes humanos codificarem
mRNAs emendados alternativamente (Johnson, J. M., Castle, J., Garrett-
Engele, P., Kan, Z., Loerch, P. M., Armour C. D., Santos, R., Schadt, E. E.,
Stoughton, R. & Shoemaker, D. D. (2003) Science 302, 2141-2144),
relativamente poucos reguladores de emenda foram identificados.

SUMARIO DA INVENCAQO

Assim, em um primeiro aspecto, a presente invengdo prové um

sistema de expressdo de polinucleotideos compreendendo:

pelo menos uma seqiiéncia polinucleotidica heteréloga
codificando uma proteina funcional, definida entre um cédon de partida e um
codon de parada, e/ou polinucleotideos para RNA interferéncia (RNA1), a ser
expressada em um organismo; ligado operativamente

pelo menos um promotor ligado operativamente ao mesmo; e

pelo menos uma seqiiéncia de controle de emenda que, em
cooperagdo com um espliceossoma, é capaz de (i) mediar a emenda de um
transcrito de RNA da seqiiéncia de codificagdo para produzir um primeiro
produto de RNA mensageiro (mRNA) emendado, e (ii) mediar pelo menos
uma emenda alternativa de referido transcrito de RNA para produzir um

produto de mRNA emendado alternativo;



10

15

20

25

em que, quando pelo menos uma seqiiéncia polinucleotidica
heter6loga codifica uma proteina funcional, pelo menos um dos produtos de
mRNA maduro compreendendo uma Matriz de Leitura Aberta (ORF)
continua estendendo-se a partir de referido cédon de partida para referido
cédon de parada, assim definindo uma proteina, que é a referida proteina
funcional, ou estd relacionada com a referida proteina funcional por pelo
menos uma delecdo de aminoacido, e que € funcional quando traduzida, e,
opcionalmente, sofreu uma modificagdo po6s-translacional,

a mediacdo sendo selecionada dentre o grupo consistindo de:
mediagdo especifica de sexo, mediagdo especifica de estagio, mediagdo
especifica de linhagem germinal, mediacdo especifica de tecido, e
combinag¢des das mesmas.

O sistema de expressdo pode ser DNA ou RNA ou um hibrido
ou combina¢do de ambos. Visa-se que o sistema compreenda ambos ribo- e
desoxirribonucleotideos, isto é por¢des de DNA e porgdes de RNA. Estes
poderiam correspondem a elementos genéticos diferentes, tal que o sistema é
um hibrido de DNA/RNA, com alguns elementos funcionais providos por
DNA e outros por RNA.

Preferivelmente, a mediagdo ¢ em um modo especifico de
sexo, especifica de estagio, especifica de linhagem germinal ou especifica de
tecido. Em particular, a mediagdo especifica de sexo é particularmente
preferida. No entanto, também prefere-se que uma combinagdo destes quatro
modos de mediacdo possa ser utilizada. Prefere-se particularmente que,
quando uma combinacdo destes modos € usada, que isto inclua a mediagdo
especifica de sexo. Um exemplo particularmente preferido de tal combinagéo
¢ uma combinag¢do de mediagdo especifica de sexo, especifica de tecido e
especifica de estagio de emenda alternativa.

O sistema pode ser adaptado para expressio de um gene.

Preferivelmente, a seqiiéncia polinucleotidica a ser expressada compreende
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uma seqiiéncia de codificagdo para uma proteina ou polipeptideo, isto € pelo
menos um é€xon, e preferivelmente 2 ou mais €xons, capazes de codificar um
polipeptideo, tal como uma proteina ou fragmento da mesma.

Sera entendido que um éxon € qualquer regido de DNA dentro
de um gene, que esta presente em uma molécula de RNA maduro derivado
deste gene, em vez de ser emendado da molécula de RNA transcrito. Para
genes de codificagdes de proteina, moléculas de RNA maduro correspondem
a moléculas de mRNA maduro, que podem codificar uma ou mais proteinas
ou polipeptideos. Exons de muitos genes eucaridticos intercalam-se com
segmentos de DNA néo de codificagdo.

A pelo menos uma seqiiéncia polinucleotidica heteréloga pode
codificar uma proteina funcional, definida entre um coédon de partida e um
codon de parada a ser expressada em um organismo. Alternativamente, ou em
adicdo, a pelo menos uma seqiiéncia polinucleotidica heteréloga codifica ou
compreende polinucleotideos para RNA interferéncia (RNAi), a ser
expressado em um organismo.

Estas seqiiéncias, a serem expressadas no organismo, também
podem ser referidas como as seqiiéncias, cuja expressdo deve ser regulada no
referido organismo.

Preferivelmente, a seqiiéncia polinucleotidica a ser expressada
compreende dois ou mais éxons de codificagdo, sendo segmentos ou
seqiiéncias polinucleotidicas que codificam aminoacidos quando traduzidas
do mRNA. Preferivelmente, os éxons diferentes sdo diferencialmente
emendados juntos para prover mRNAs alternativos. Preferivelmente,
referidos mRNAs emendados alternativos tém potenciais de codificagdo
diferentes, isto € codificam proteinas diferentes ou seqiiéncias de
polipeptideos. Assim, a expressdo da seqiiéncia de codificacdo € regulada pela
emenda alternativa nos modos acima mencionados de mediagdo.

A seqiiéncia polinucleotidica a ser expressada pode
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compreender polinucleotideos de RNA interferéncia (RNA1). Tais seqiiéncias
sdo capazes de prover, por exemplo, uma ou mais extensdes de RNA
filamento duplo (dsRNA), preferivelmente na forma de um transcrito
primdrio, que por sua vez é capaz de processar pela enzima de tipo RNA Pol
III "Dicer." Tais extensdes incluem, por exemplo, extensdes de RNA
filamento Unico que podem formar lagos, tais como os encontrados em RNA
grampo de cabelo curto (shRNA), ou com regides mais longas que sio
substancialmente auto-complementares.

Assim, onde o sistema € DNA, os polinucleotideos para RNA
interferéncia sdo desoxirribonucleotideos que, quando transcritos nos
ribonucleotideos pré-RNA, provéem uma extensdo de dsRNA, como
discutido acima.

Polinucleotideos para RNA interferéncia sdo particularmente
preferidos quando referidos polinucleotideos estdo posicionados para
minimizar a interferéncia com emenda alternativa. Isto pode ser realizado por
posicionamento distal destes polinucleotideos das seqiiéncias de controle de
emenda alternativa, preferivelmente 3' para as seqiiéncias de controle. Em
outra forma de realizacdo preferida, regides substancialmente auto-
complementares podem ser separadas de cada por uma ou mais seqiiéncias de
controle de emenda, tais como um intron, que media q emenda alternativa.
Preferivelmente, as regides auto-complementares sdo arranjadas como uma
série de duas ou mais repeti¢des invertidas, cada repeti¢do invertida separada
por seqiiéncia de controle de emenda, preferivelmente um intron, como
definido em outra parte.

Nesta configuragd@o, transcritos emendados alternativamente
diferentes podem ter suas regides auto-complementares substancialmente
separadas por diferentes comprimentos de seqiiéncia ndo auto-complementar
no transcrito maduro (emenda pos alternativa). Sera notado que regides que

sdo substancialmente auto-complementares sdo aqueles que s3o capazes de
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formar grampos de cabelo, por exemplo, como por¢des da seqii€ncia sdo
capazes de formar pares de bases com outras por¢des da seqii€ncia. Estas duas
por¢des ndo tém de ser exatamente complementares mutuamente, porque
podem ocorrer alguns desalinhamentos ou tolerancia de extensdes em cada
por¢do que ndo forma pares de base umas com as outras. Tais extensdes
podem ndo ter um equivalente em outra porgdo, tal que a simetria é perdida e
"protuberincias" se formam, como € conhecido com complementagdo de
pares de base geralmente.

Em outra forma de realizagdo preferida, um ou mais
segmentos de seqiiéncia substancialmente complementares a outra se¢do do
transcrito primario € posicionado, relativo a pelo menos uma seqiiéncia de
controle de emenda, de modo que isto ndo esta incluido em todos dos
transcritos produzidos por emenda alternativa do transcrito primario. Por esse
método, alguns transcritos sdo produzidos que tendem a produzir dsRNAs
enquanto outros nfo; por mediagdo da emenda alternativa, por exemplo
mediacdo especifica de sexo, mediagdo especifica de estagio, mediacdo
especifica de linhagem germinal, mediagdo especifica de tecido, e
combinagdes das mesmas, dsRNA pode ser produzido em um modo
especifico de sexo, especifica de estagio, especifica de linhagem germinal ou
especifica de tecido, ou combinagdes das mesmas.

O sistema € preferivelmente capaz de expressar pelo menos
uma proteina de interesse, isto € referida proteina funcional a ser expressada
em um organismo. Referida pelo menos uma proteina de interesse pode ter
um efeito terapéutico ou pode, preferivelmente, ser um marcador, por
exemplo DsRed, proteina fluorescente verde (GFP) ou um ou mais de seus
mutantes ou variantes, ou outros marcadores que sdo bem conhecidos na
técnica.

O mais preferivelmente, a proteina funcional a ser expressada

em um organismo tem um efeito letal, deletério ou esterilizante. Onde
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referéncia ¢ feita aqui para um efeito letal, serda notado que ela abrange um
efeito deletério e esterilizante, tal como um efeito capaz de matar o organismo
per se ou sua descendéncia, ou capaz de reduzir ou destruir a fun¢io de
determinados tecidos do mesmo, dos quais os tecidos reprodutivos sdo
particularmente preferidos, de modo que o organismo ou sua descendéncia
sdo estéreis. Assim, alguns efeitos letais, tais como venenos, matario o
organismo ou tecido em uma matriz de tempo curto relativo a seu tempo de
vida, enquanto outros podem simplesmente reduzir a capacidade dos
organismo de funcionar, por exemplo reprodutivamente.

Um efeito letal resultante em esterilizagdo é particularmente
preferido, como isto permite ao organismo competir no ambiente natural ("no
estado selvagem") com organismo de tipo selvagem, mas o inseto estéril ndo
pode entdo produzir uma descendéncia vidvel. Desta forma, a presente
invencdo realiza um resultado similar as técnicas tais como técnica de inseto
estéril (SIT) em insetos, sem os problemas associados com SIT, tal como o
custo, perigo ao usudrio, e reduzida competitividade do organismo irradiado.

Preferivelmente, o sistema compreende pelo menos um
mecanismo de retro-alimentagdo positiva, isto € pelo menos proteina
funcional a ser diferencialmente expressada, através de emenda alternativa, e
pelo menos um promotor para o mesmo, onde um produto de um gene a ser
expressado serve como um fator de controle transcripcional positivo para o
pelo menos um promotor, e pelo qual o produto, ou a expressdo do produto, é
controlavel. Preferivelmente, um melhorador é associado com o promotor, o
produto de gene servindo para melhorar a atividade do promotor através do
melhorador. Preferivelmente, o fator de controle é o produto do gene de tTA
ou um analogo do mesmo, e onde uma ou mais unidades de operador de tetO
¢ ligada operativamente como promotor e ¢ o melhorador, tTA ou seu andlogo
servindo para melhorar atividade do promotor via tetO. Prefere-se que

proteina funcional codifique o produto de tTAV ou tTAF e preferivelmente, o
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promotor esta substancialmente inativo na auséncia do fator de controle
transcripcional positivo. Os promotores apropriados, preferivelmente
minimos, para esse sistema podem ser selecionados dentre: hsp70, um
promotor minimo de P, um promotor minimo de CMV, um promotor minimo
baseado de ActSC, um fragmento de promotor de BmA3, um fragmento de
promotor de hunchback, um promotor de nucleo de Adh, e um promotor
minimo de Act5C, ou combinag¢des dos mesmos.

Em uma forma de realizagdo, a proteina funcional ¢é

.'preferiyelmente um fator de indugédo de apoptose, tal como a proteina de AIF

descrita por exemplo em Cande et al (Journal of Cell Science 115, 4727-4734
(2002)) ou homodlogos da mesma. Homodlogos de AIF sdo encontrados em
mamiferos e até mesmo em invertebrados, incluindo insetos, nematodides,
fungos, e plantas, significando que o gene de AIF foi conservado ao longo de
todo o reino eucaridtico. Também preferido € Hid, o produto de proteina do
gene defeituoso de involugdo de cabega de Drosophila melanogaster, ou
Reaper (Rpr), o produto do gene Reaper de Drosophila, ou mutantes dos
mesmos. Uso de Hid foi descrito por Heinrich e Scott (Proc. Natl Acad. Sci
USA 97, 8229-8232 (2000). Uso de um derivado mutante, Hid*® foi descrito
por Horn e Wimmer (Nature Biotechnology 21, 64-70 (2003)). Uso de um
derivado mutante de Rpr, Rpr*%, é descrito aqui (ver também White et al
1996, Wing et al., 2001, e Olson et al., 2003). Ambos, Rpr e Hid s&o proteinas
pro-apoptoticas, que se ligam a IAP1, como se pensa. JAP1 é uma proteina
anti-apoptotica bem conservada. Hid e Rpr sfo, portanto, esperados como
trabalhando através de uma extensa faixa filogenética (Huang et al., 2002,
Vernooy et al., 2000) apesar de sua propria seqiiéncia ndo ser bem
conservada.

Também ¢€ preferido Nipp1Dm, o homélogo de Drosophila de
Nippl de mamifero (Parker et al Biochemical Journal 368, 789-797 (2002);
Bennett et al, Genetics 164, 235-245 (2003)). Nipp1Dm € outro exemplo de



10

15

20

25

9

uma proteina com efeito letal se expressada a um nivel apropriado, como seria
entendido pelo versado. De fato, muitos outros exemplos de proteinas com
um efeito letal serdo conhecidos pelo versado na técnica.
Também prefere-se que a proteina funcional seja, ela mesma,
um transativador transcripcional, tal como o sistema tTAV descrito acima.
Prefere-se que o promotor possa ser ativado por condigdes
ambi'éntais, por exemplo a presenga ou auséncia de um fator particular tal

como tetraciclina no sistema tet descrito aqui, tal que a expressdo do gene de

interesse possa ser facilmente manipulada pelo versado. Alternativamente,um

exemplo preferido de promotor apropriado € o promotor de choque térmico
hsp 70, permitindo ao usudrio controlar a expressdo por variagio da
temperatura ambiente para a qual os hospedeiros estio expostos em um
laboratério ou no campo, por exemplo. Outro exemplo preferido de controle
de temperatura estd descrito em Fryxell e Miller (Journal of Economic
Entomology 88, 1221-1232 (1995)).

Também preferido como um promotor € o promotor especifico
de embrido syra (Horn & Wirnmer (2003) de Drosophila melanogaster, ou
seus homologos, ou promotores de outros genes especificos de embrido ou
ativos de embrido, tais como os do gene de Drosophila lento como melago
(slam), ou seus homoélogos de outras espécies.

Também prefere-se que o sistema compreenda outros fatores a
montante, 5', e/ou fatores a jusante, 3', para controlar a expressdo. Exemplos
incluem melhoradores tais como os melhoradores de gordura corporal dos
genes de proteina yolk de Drosophila, e os melhoradores de regido de
homologia (hr) de baculovirus, por exemplo AcMNPV. Também serd notado
que os produtos de RNA irdo incluir UTRs 5' e 3' apropriados, por exemplo.

A seqiiéncia de controle de emenda permite um nivel adicional
de controle de expressdo de proteina, em adigdo ao promotor e¢/ou melhorador

do gene. Por exemplo, a expressdo especifica de sexo ou de tecido em
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embrides de inseto apenas seria extremamente dificil por métodos
convencionais. Promotores com esta especificidade sdo desconhecidos,
mesmo em Drosophila. No entanto, usando controle combinatorial de acordo
com a presente invengdo, um promotor especifico de embrido, por exemplo
srya, pode ser combinado com um sistema de emenda alternativa apropriado.

Prefere-se que qualquer éombinac;ﬁo de promotor € mecanismo
de emenda alternativa seja considerada. O promotor € preferivelmente
especifico para uma proteina particular tendo um efeito temporal pequeno ou
especial confinado, por exemplo um efeito autébnomo celular.

Alternativamente, prefere-se que o promotor possa ser
especifico para uma classe de proteinas ou uma proteina especifica que tem
um efeito a longo prazo e/ou sistema extenso, tais como um horménio, fator
de crescimento positivo ou negativo, morfogene ou outra molécula secretada
ou sinalizando superficie celular. Isto ird permitir, por exemplo, um padrio de
expressdo mais amplo de modo que uma combinagdo de um promotor de
morfogene com um mecanismo de emenda alternativa especifico de estégio
poderia resultar no morfogene sendo expressado apenas uma vez que foi
alcangada uma determinada fase do ciclo da vida, mas o efeito do morfogene
ainda seria sentido (isto € o morfogene pode ainda agir e ter um efeito) para
além desta etapa do ciclo da vida. Exemplos preferidos seriam moléculas de
morfogene/sinalizacdo Hedgehog, Wingless/WNTs, TGFB/BMPs, EGF e seus
homodlogos, moléculas de sinalizagdo conservadas evolucionariamente bem
conhecidas.

Prevé-se também que um promotor que € ativado por uma
faixa de fatores de proteina, por exemplo transativadores, ou que tem um
amplo efeito sistémico, tais como um horménio ou morfogene, poderia ser
usado em combina¢do com um mecanismo de emenda alternativa para
realizar um controle especifico de tecido ou sexo ou controle especifico de

sexo ou estagio, ou outras combinagdes de controle especifico de estagio,
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tecido, linhagem germinal e sexo.

Prevé-se também que mais de um promotor, e opcionalmente
um melhorador para o mesmo, pode ser usado no presente sistema, quer como
meios alternativos para iniciar a transcri¢do da mesma proteina ou por virtude
do fato de que o sistema genético compreende mais de um sistema de
expressdo de gene (isto € mais de um gene e seu promotor acompanhante).

Em um outro aspecto, a presente invengdo prové um método
de transformagdo, compreendendo expressar duas ou mais moléculas de
RNA, derivadas de um transcrito primario simples, ou transcritos primarios
substancialmente similares, por emenda alternativa, referidas duas ou mais
moléculas de RNA preferivelmente codificando diferentes proteinas ou
polipeptideos, em um organismo contatando o organismo com o sistema de
expressdo e preferivelmente induzindo a expressdo do sistema de expressio.
Métodos de introdugdo ou transformagdo do sistema de gene e indugdo de
expressdo s3o bem conhecidos na técnica com relagdo ao organismo
relevante.

Também sdo providos organismos (isto é transformantes)
transformados pelo presente sistema.

Onde referéncia a um nucleotideo ou seqiiéncia de proteina
particular € feita, sera entendido que isto inclui referéncia a qualquer mutante
ou variante dos mesmos, tendo atividade bioldgica substancialmente
equivalente ao mesmo. Preferivelmente, o mutante ou variante tem pelo
menos 85%, preferivelmente pelo menos 90%, preferivelmente pelo menos
95%, preferivelmente pelo menos 99%, preferivelmente pelo menos 99,9%, e
o mais preferivel pelo menos 99,99% de identidade de seqiiéncia com as
seqliéncias de referéncia.

As seqiiéncias providas podem tolerar alguma variagio de
seqiiéncia e ainda emendar corretamente. Existem alguns nucleotideos

conhecidos por serem importantes. Estes sdo aqueles requeridos para todas
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emendas, por exemplo como mostrado na Figura 34 abaixo. O GU inicial e o
AG final do intron s3o particularmente importantes e, por isso, preferidos,
como discutido em outra parte, embora ~5% de introns iniciam GC, ao
contrario. Esta seqiiéncia de consenso ¢ preferida, embora se aplique para
todas as emendas, ndo especificamente a emenda alternativa. Na Figura 34,
Pu=AouG;Py=Coul.

Preferivelmente, o sistema ¢ ou compreende um plasmideo.
Como mencionado acima, isto pode ser quer DNA, RNA ou uma mistura de
ambos. Se o sistema compreende RNA, entdo pode ser preferivel traduzir de
modo reverso o RNA em DNA por meio de uma transcriptase reversa. Se
transcri¢do reversa € requerida, entdo o sistema pode também compreender
uma seqiiéncia de codificagdo para a proteina RT e um promotor apropriado
para a mesma. Alternativamente, a RTase e promotor assim pode ser provido
em um sistema separado, tais como um virus. Neste caso, o sistema apenas
seria ativado seguindo a infec¢do com aquele virus. A necessidade de incluir
seqiiéncias cis-atuantes apropriadas para a transcriptase reversa ou RNA
polimerase dependente de RNA seria evidente para o versado na técnica.

No entanto, € particularmente preferido que o sistema seja
predominantemente DNA e mais preferivelmente consista apenas de DNA,
pelo menos com relagdo as seqiiéncias a serem expressadas no organismo.

Enquanto em algumas formas de realiza¢do a pelo menos uma
seqiiéncia polinucleotidica heterologa a ser expressada em um organismo &
uma seqiiéncia polinucleotidica de RNA interferéncia (RNAi), ¢
particularmente preferido que esta seja uma seqiiéncia polinucleotidica capaz
de codificar uma proteina funcional. A descri¢do ira focalizar
predominantemente as seqiiéncias polinucleotidicas codificando uma proteina
funcional, mas sera entendido que ela também refere-se a polinucleotideos de
RNA interferéncia (RNA1), salvo especificado em contrario.

Sera entendido que referéncia € feita a codons de partida e de
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parada entre os quais a seqiiéncia polinucleotidica a ser expressada em um
organismo ¢ definida, mas que esta ndo exclui posicionamento de pelo menos
uma seqiiéncia de controle de emenda, elementos da mesma, ou outras
seqliéncias, tais como introns, nesta regido. De fato, serd evidente da presente
descri¢do que a seqii€ncia de controle de emenda, pode, em algumas formas
de realizagdo, estar posicionada nesta regido.

Ademais, a seqiiéncia de controle de emenda, por exemplo,
pode sobrepor com o cédon de partida pelo menos, no sentido que o G de
ATG pode ser, em algumas formas de realizagdo, o 5' G inicial da seqiiéncia
de controle de emenda. Assim, o termo "entre" pode ser considerado como
referindo a partir do inicio (3' para o nucleotideo inicial, isto é A) do codon de
partida, preferivelmente 3' para o segundo nucleotideo do cédon de partida
(isto é T), até o lado S' do primeiro nucleotideo do cédon de parada.
Alternativamente, como sera evidente por uma simples leitura de uma
seqiiéncia polinucleotidica, o c6don de parada pode também ser incluido.

A pelo menos uma seqiiéncia polinucleotidica heterdloga a ser
expressada em um organismo € uma seqiiéncia heter6loga. Por "heter6logo",
seria entendido que ele refere-se a uma seqiiéncia que ndo seria, no tipo
selvagem, normalmente encontrada em associagdo com, ou ligada a, pelo
menos um elemento ou componente da pelo menos uma seqiiéncia de controle
de emenda. Por exemplo, onde a seqiiéncia de controle de emenda é derivada
de um organismo particular, e o polinucleotideo heterdlogo é uma seqiiéncia
de codificagdo de uma proteina ou polipeptideo, isto €, é uma seqiiéncia
polinucleotidica codificando uma proteina funcional, entdo a seqiiéncia de
codificagdo poderia ser derivada, em parte ou completamente, de um gene do
mesmo organismo, desde que a origem de pelo menos alguma parte da
seqii€ncia polinucleotidica transcrita ndo foi a mesma como a origem da pelo
menos uma seqiiéncia de controle de emenda. Alternativamente, a seqiiéncia

de codificagdo poderia ser de um organismo diferente e, nesse contexto,
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poderia ser pensado como "exo6geno". O polinucleotideo heterdlogo poderia
também ser pensado como ‘'"recombinante", em que a seqiiéncia de
codificag@o para uma proteina ou polipeptideo é derivada de locais diferentes,
ou dentro do mesmo genoma (isto € o genoma de uma espécie simples ou
subespécie) ou de genomas diferentes (isto € genomas de diferentes espécies
ou subespécies).

Heter6logo pode referir-se a seqiiéncia diferente da seqiiéncia
de controle de emenda e pode, assim, referir-se ao fato de o promotor, e
outras seqiiéncias tais como 5' UTR e/ou 3' UTR poderem ser heterdlogas a
seqiiéncia polinucleotidica a ser expressada no organismo, desde que a
referida seqiiéncia polinucleotidica ndo € encontrada em associa¢do com ou
ligada operativamente ao promotor, 5' UTR e/ou 3 'UTR, no tipo selvagem,
isto € o contexto natural de referida seqii€ncia polinucleotidica, se presente.

Sera entendido que heterélogo também aplica-se a seqiiéncias
"designer" ou hibridas que ndo sdo derivadas de um organismo particular mas
sdo baseadas em um nimero de componentes de organismos diferentes, como
isto iria atender a exigéncia de que a seqiiéncia e pelo menos um componente
da seqiliéncia de controle de emenda ndo estdo ligados ou encontrados em
associagdo no tipo selvagem, mesmo se uma parte ou elemento da seqiiéncia
hibrida for assim encontrada, enquanto pelo menos uma parte ou elemento
ndo ¢é. Preferivelmente, uma por¢cdo de pelo menos 50 nucleotideos da
seqiiéncia hibrida ndo € encontrada em associagdo com pelo menos um
componente da seqiiéncia de controle de emenda, mais preferivelmente 200
nucleotideos e o mais preferivel, 500 nucleotideos.

Também serd entendido que versdes sintéticas de seqiiéncias
de ocorréncia natural sdo visadas. Tais seqiiéncias sintéticas sdo também
consideradas como heterdlogas, a menos que elas sejam de seqiiéncia idéntica
a uma seqiiéncia que seria, no tipo selvagem ou contexto natural,

normalmente encontrada em associagdo com, ou ligada a, pelo menos um
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elemento ou componente da pelo menos uma seqiiéncia de controle de
emenda.

Isto aplica-se igualmente para onde o polinucleotideo
heter6logo € um polinucleotideo de RNA interferéncia.

Em wuma forma de realizagdo, onde a seqiiéncia
polinucleotidica a ser expressada compreende uma seqiiéncia de codificagdo
de uma proteina ou polipeptideo, serd entendido que referéncia a expressio
em um organismo refere-se a provisdo de uma ou mais seqiiéncias de RNAs
transcritos, preferivelmente mRNAs maduros, mas isto pode, preferivelmente,
também referir-se aos polipeptideos traduzidos no referido organismo.

RT-PCR, que demonstra a presenca de um transcrito, nio de
uma proteina, pode ser usado para identificar as seqiiéncias de RNAs
transcritos. Isto também € particularmente util quando a propria proteina nio é
traduzida ou ndo € funcional ou ndo identificavel por anticorpos criados
contra a proteina de ocorréncia natural ou de tipo selvagem, devido a RNA|,
modificagdo pds-translacional ou duplicagdo distorcida.

Em outra forma de realizagdo, onde a seqiiéncia
polinucleotidica a ser expressada compreende polinucleotideos de RNA
interferéncia, também sera entendido que a referéncia a expressdo em um
organismo refere-se a interagdo dos polinucleotideos de RNA interferéncia,
ou transcritos do mesmo, na via de RNAI, pbr exemplo ligacdo de Dicer ou
formag@o de RNA interferéncia pequeno (siRNA). De fato, € particularmente
preferido que os polinucleotideos de RNA interferéncia compreendam
seqiiéncias de siRNA e sfo, por esta razdo, preferivelmente de 20-25
nucleotideos de comprimento, especialmente onde o organismo é mamifero.

Em insetos e nematdides especialmente, prevé-se prover
por¢ao de dsRNA, por exemplo por formagdo de grampo de cabelo, que pode
entdo ser processada pelo Sistema Dicer. Células de mamiferos geralmente

produzem uma retro-alimentagdo de interferon contra as seqiiéncias de
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dsRNA longas, assim para células de mamiferos é mais comum prover
seqiiéncias menores, tais como siRNAs. Seqiiéncias anti-sentido ou
seqiiéncias tendo homologia a microRNAs que sdo moléculas de RNA de
ocorréncia natural marcando os 3' UTRs de proteina sdo também visadas
como seqiiéncias de RNAi de acordo com uma forma de realizagio da
presente invengdo.

Cada seqiiéncia de controle de emenda no sistema compreende
pelo menos um sitio aceitador de emenda e pelo menos um sitio doador de
emenda. O nimero de sitios doadores e aceitadores pode variar, dependendo
do nimero de segmentos da seqiiéncia que devem ser emendados juntos.
Preferivelmente, sitios de ramificagdo estfio incluidos em cada seqiiéncia de
controle de emenda. Um sitio de ramificag8o é a seqiiéncia em que o doador
de emenda est4 inicialmente ligado, ver figura 32, que mostra que a emenda
ocorrendo em dois estagios, em que o éxon 5' é separado e entdo ligado ao
éxon 3'.

Referindo-se & referida figura, o A é o unico nucleotideo
essencial, e esta, por esta razdo, preferivelmente incluido. Sem estar limitado
pela teoria, acredita-se que emenda de pré-mRNA prossegue através de um
intermedidrio lariat, como € feito na auto-emenda de grupo II. Primeiro,
clivagem ocorre na jungdo 5' - algumas vezes chamada de sitio doador de
emenda. O fosfato na extremidade 5' do intron entdo torna-se ligado ao 2' OH
de uma adenina de aproximadamente 25 nucleotideos a montante da
extremidade 3' do intron, que é algumas vezes chamado de sitio aceitador.
Este residuo A € chamado de ponto de ramificagdo. A proxima etapa € que a
clivagem ocorre na jungdo de emenda 3' e o fosfato 5' do éxon a jusante é
ligado ao 3'OH do éxon a montante.

Prefere-se particularmente que a maneira ou mecanismo de
emenda alternativa seja especifico de sexo. Preferivelmente, a seqiiéncia de

controle de emenda € derivada de um intron tra. No entanto, ¢ particularmente
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preferido que o mecanismo de emenda alternativa seja derivado do Cctra do
gene transformer de mosca-do-mediterréno, ou de outro ortélogo ou
homologo do gene transformer de Drosophila, preferivelmente de C. rosa, ou
B. zonata especialmente um derivado de um mosca tefritida da fruta.

Também prefere-se que a seqiiéncia de controle de emenda
seja derivada do mecanismo de emenda alternativa do Gene Actin-4, em
particular que de dedes spp. e mais preferivel de AaActin-4, que é um gene de

Aedes/Stegomyia aegypti que mostra emenda especifica de tecido, estagio e

“de sexo.

Preferivelmente, éménda alternativa, particularmente a
mediada por Actin-4, pode adicionar seqiiéncias que influenciam a tradugio
ou estabilidade de RNA, por exemplo.

Também prefere-se que o mecanismo de emenda compreenda
pelo menos um fragmento do gene doublesex (dsx), preferivelmente o
derivado de Drosophila, B. mori, lagarta-rosada, traga das magis e péras, ou
um mosquito, em particular 4. gambiae ou especialmente 4. aegypti.

Prefere-se que a seqiiéncia de controle de emenda e a
seqiiéncia polinucleotidica heteréloga codificando uma proteina funcional,

definidas entre um cddon de partida e um cdédon de parada, e/ou

“polinucleotideos para RNA interferéncia (RNAI), a serem expressadas em um

organismo, sejam providas na forma de uma constru¢do de minigene ou um
éxon de cassete.

Isto ¢ particularmente preferido quando a seqiiéncia de
controle de emenda ¢ derivada de dsx (preferivelmente minigene 1 como
descrito nos exemplos e representado em SEQ ID NO. 149 (éxons estdo
presentes nas posigdes 1-135, 1311-2446 e 3900-4389 de SEQ ID NO. 149)
que foi incluida na construgdo L.A3491) ou Actin-4.

Os exemplos particularmente preferidos da presente invengio

sdo providos nos exemplos, e podem ser selecionados dentre o grupo
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consistindo dos plasmideos ou construgdes, em particular qualquer um dos de
acordo com qualquer uma das figuras 19-31, especialmente qualquer um dos
plasmideos mostrados nas Figuras 16-18, 22- 24, 26-32, 49, 52-55, e 61-69,
e/ou SEQ ID NOs 46-48, 50-56, 143-145 e 151-162.

Preferivelmente, a proteina funcional a ser expressada em um
organismo é tTAV, tTAV2 ou tTAV3.

Outras proteinas a serem expressadas no organismo sio, ou

como evidente previstas, em combina¢do com a referida proteina funcional,

~ preferivelmente um gene letal como discutido em outra parte.

Um ORF continuo pode também ser pensado como um ORF
ininterrupto, isto ¢ uma seqiiéncia polinucleotidica em mRNA maduro, que
ndo inclui nucleotideos ndo de codificagdo, por exemplo aqueles tendo o
potencial para serem traduzidos em aminoacidos. Nesta definigdo, prefere-se
que o cddon de parada ndo seja incluido.

Em algumas formas de realizagdo, a pelo menos uma
seqiiéncia de controle de emenda regula a emenda alternativa por meio de
ambos, nucleotideos intrénicos e exdnicos. No entanto, em uma forma de
realizago, € particularmente preferido que a pelo menos uma seqiiéncia de
controle de emenda seja uma seqiiéncia de controle de emenda intrénica. Em
outras palavras, prefere-se que a pelo menos uma seqiiéncia de controle de
emenda seja substancialmente derivada de polinucleotideos que formam parte
de um intron e s@o deste modo excisados do transcrito primério por emenda,
de modo que estes nucleotideos ndo sdo conservados na seqiiéncia de mRNA
maduro.

Assim, seqiiéncias intrOnicas podem ser pensadas como
distintas de seqiiéncias "exodnicas", que sido conservadas na molécula de RNA
(p6s emenda) processada. Onde a molécula de RNA processada codifica uma
seqiiéncia de proteina ou polipeptideo, € € capaz de ser traduzida, isto é tem a

estrutura correta e modificagdes tais como uma terminagdo, e um sinal de
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poliadenilagdo, por exemplo, é conhecido como mRNA maduro ou
processado e algumas das seqiiéncias exOnicas entdo codificam para
aminodcidos, quando traduzidos.

Sera entendido que em emenda alternativa, seqiiéncias podem
ser intronicas sob algumas circunstincias (isto é em algumas emendas
alternativas variantes), mas exOnicas sob outras circunstincias (isto é em
outras variantes). Assim, a pelo menos uma seqiiéncia de controle de emenda
da presente invengdo é preferivelmente substancialmente derivada de
polinucleotideos que formam parte de um intron em pelo menos uma variante
de emenda alternativa, isto €, ou no primeiro produto de mRNA emendado ou
em pelo menos um produto de mRNA alternativamente emendado. Assim,
introns ou seqiiéncias intrénicas podem ser vistos como emendados em pelo
menos um transcrito ou tipo de transcrito.

Por exemplo, considerando o intron tra de C. capitata (intron
Cctra), que é um exemplo particularmente preferido de uma pelo menos uma
seqliéncia de controle de emenda de acordo com a presente invengdo. De
acordo com figura 2 A de Pane et al, reproduzida como figura 33, todos os 8
dos sitios de ligagdo de Tra/Tra2 putativos realgados estio na seqiiéncia
intronica no sentido que eles estdo em porgdes da seqiiéncia emendada no F1
de transcrito mas por outro lado 6 dentre os 8 sfo exdnicos no sentido que
eles estdo em éxons que estdo incluidos ou retidos em quer M1 ou M2 de
transcrito, ou ambos. Assim, estes sitios de liga¢do de Tra/Tra2 sdo intrdnicos
no presente sentido como eles sdo capazes de controlar a emenda alternativa,
mas sdo emendados fora, isto é ndo presentes, em pelo menos uma variante de
emenda alternativa, isto € pelo menos um mRNA que foi emendado em uma
maneira alternativa de pré-RNA.

Em emenda "normal" (ndo alternativa) e em emenda
alternativa, introns sdo geralmente removidos do pré-RNA para formar um

mRNA emendado, que pode entdo ser traduzido em um polipeptideo, tais
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como uma proteina ou fragmento de proteina, tendo uma seqiiéncia de
aminoacido. Assim, serd prontamente evidente para um versado como
determinar aquelas seqii€éncias do presente sistema que devem ser
considerados intronicas, em vez de exonicas.

Sera, como evidente, notado que somente uma parte de um
mRNA ¢é De fato traduzida, isto é, tipicamente a parte entre o cddon de
partida e o codon de parada, embora serd entendido que algumas vezes
multiplas partidas e paradas estdo presentes. Assim, quando a referéncia é
feita aqui para a tradugdo de uma seqii€éncia de mRNA, sera notado que isto é
referente a tradugdo da porgdo partindo no primeiro nucleotideo do codon de
partida e terminando apds o ultimo nucleotideo antes da partida do cddon de
parada, que pode ser considerado como a porgdo de codificagio.

Como mencionado acima, seqiiéncias exOnicas podem estar
envolvidas na mediag8o do controle de emenda alternativa, mas prefere-se
que pelo menos algumas seqiiéncias intrnicas de controle estejam envolvidas
na mediagdo da emenda alternativa. Em outras palavras, o sistema de
expressdo de gene da presente invengdo pode também incluir seqiiéncias de
controle de emenda presentes em €xons, enquanto ocorre algum envolvimento
intrénico de controle. Exemplos particularmente preferidos destes sdo as
seqiiéncias de controle de emenda derivadas de ou contendo elementos do
gene dsx, onde, sem estar vinculado pela teoria, pensa-se que as seqiiéncias
exoOnicas auxiliam no mecanismo de emenda alternativa.

Assim, em algumas formas de realizagdo, a pelo menos uma
seqiiéncia de controle de emenda ndo compreende seqiiéncia exdnica e sera
entendido que isto € previsto por defini¢Ges usadas para descrever a presente
inven¢do. Assim, como serd evidente, é possivel para alguns nucleotideos
serem englobados dentro da definicdo de pelo menos uma seqiiéncia de
controle de emenda e também dentro da definigdo de uma seqiiéncia

polinucleotidica codificando uma proteina funcional. Em outras palavras, a
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defini¢do destes elementos pode se sobrepor, tal que determinados
nucleotideos podem ser cobertos pela definicdo de mais de um elemento.

No entanto, o versado reconhecera que isto ndo € incomum em
biologia molecular, como nucleotideos podem freqilientemente realizar mais
de um papel. Por exemplo, na presente invengdo, um nucleotideo pode formar
parte de um seqii€ncia de codificagdo de uma proteina funcional, mas poderia
também formar parte de uma seqiiéncia reconhecida e ligada por um fator de
emenda, um exemplo de que a proteina TRA ou complexo TRA/TRA, como
discutido em outra parte. Ndo é incomum que, por exemplo, alguns virus
terem um genoma altamente concentrado onde a mesma extensdo de
polinucleotideos pode codificar para duas ou mesmo trés proteinas diferentes,
cada lida em uma matriz diferente.

Como evidente, pode também ser que a seqiiéncia de controle
de emenda ou seqiiéncias sejam unicamente intronicas, isto é sem nenhuma
influéncia exdnica. De fato, isto é particularmente preferido.

Em algumas formas de realizagdo, prefere-se que a pelo menos
uma seqiiéncia de controle de emenda seja capaz de ser removida do pré-
RNA, por emenda. Preferivelmente, a pelo menos uma seqiiéncia de controle
de emenda ndo resulta em uma armag¢fio em pelo menos uma variante de
emenda. Preferivelmente isto é uma variante de emenda codificando uma
proteina funcional de comprimento completo. Em outras palavras, pelo menos
a uma seqiiéncia de controle de emenda preferivelmente ndo media a remogio
de nucleotideos que formam parte, ou foram planejados para formar parte de,
uma seqiiéncia polinucleotidica codificando uma proteina funcional, definida
entre um codon de partida e um coédon de parada, e/ou polinucleotideos de
RNA interferéncia (RNAi), a serem expressados em um organismo. Por isso,
entende-se que nucleotideos que sdo excisados por emenda, em pelo menos
uma variante de emenda, ndo sdo nucleotideos que codificam aminoacidos na

forma de tipo selvagem da proteina ou gene. Uma ou mais variantes de
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emendas podem ter referidos nucleotideos excisados, mas pelo menos uma
variante deve reter estes nucleotideos, de modo que uma armacgdo nio
induzida em pelo menos uma variante. Estes nucleotideos removidos sdo
aqueles que sdo removidos em adigdo as seqiiéncias que s3o normalmente
emendadas tais como o intron.

No entanto, em vista do acima, prevé-se também que as
variantes de emenda diferentes podem resultar na mesma seqiiéncia sendo lida
em matrizes diferentes.

Interag@o da pelo menos uma seqiiéncia de controle de emenda
com maquindrio de emenda celular, por exemplo o espliceossoma, conduz a
ou media a remogdo de uma série de, preferivelmente, pelo menos 50
nucleotideos consecutivos do transcrito primario e ligagdo (emenda) junto de
seqliéncias nucleotidicas que ndo foram consecutivas no transcrito primario
(porque elas, ou seu complemento se a seqiiéncia anti-sentido for considerada,
ndo foram consecutivas na seqiiéncia de modelo original do qual o transcrito
primdrio foi transcrito). Referida série de pelo menos 50 nucleotideos
consecutivos compreende um intron. Esta mediago atua preferivelmente em
um modo especifico de sexo, especifica de estdgio, especifica de linhagem
germinal ou especifica de tecido, ou combinagdo das mesmas, tal que os
transcritos primérios equivalentes em sexos, estdgios, tipos de tecido,
diferentes etc, tendem a remover introns de diferente tamanho ou seqiiéncia,
ou em alguns casos podem remover um intron em um caso mas nfo no outro.
Este fendmeno, a remogdo de introns de tamanho diferente ou seqiiéncia em
circunstancias diferentes, ou a remogéo diferencial de introns de um tamanho
ou seqiiéncia dado, em circunstincias diferentes, é conhecido como emenda
alternativa. Emenda alternativa é um fendmeno bem conhecido na natureza, e
muitos exemplos sdo conhecidos, ver acima.

Em algumas formas de realizagdo, a pelo menos uma

seqii€ncia de controle de emenda é associada com uma matriz de leitura
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aberta heter6loga tal que, em pelo menos uma variante de emenda, a matriz de
leitura aberta heter6loga é separada, por exemplo por um cédon de parada ou
armagdo, enquanto em pelo menos uma variante de emenda alternativa a
matriz de leitura aberta heteréloga nfo é separada. Transcritos do segundo
tipo codificam ou potencialmente codificam uma proteina funcional,
considerando que aqueles do primeiro tipo codificam uma proteina com
func¢do alterada, separada ou mesmo sem funcdo, atividade ou estabilidade
relativa aqueles de segundo tipo.

Geralmente, serd evidente para o versado na técnica que a
matriz de leitura aberta heteréloga pode ser, ela mesma, um compésito ou
fusdo de seqiiéncias de varias fontes. Emenda para produzir uma proteina
funcional pode ainda produzir uma proteina alterada relativa a matriz de
leitura aberta heter6loga de protdtipo, por exemplo se o intron emendado
alternativamente inserido incluir seqiiéncia que é exdnica em todas as formas
de emenda alternativa, e por esta razdo conservada em mRNAs maduros do
segundo tipo. No entanto, é particularmente preferido que pelo menos um
transcrito remova todas, ou substancialmente todas, das seqiiéncias
emendadas alternativamente inseridas, tal que a matriz de leitura aberta
heter6loga seja restaurada, ou substancialmente restaurada, para a forma
intacta, com poucas ou nenhuma seqiiéncia endogenamente associada com o
intron restante no mRNA maduro. Enddgeno é usado aqui em contraste a
heter6logo, entdo sera entendido que este refere-se a uma seqiiéncia que seria,
no tipo selvagem, normalmente encontrada em associagdo com, ou ligada a,
pelo menos um elemento ou componente da pelo menos uma seqiiéncia de
controle de emenda.

Alternativamente, um ou mais transcritos podem remover
nucleotideos adicionais, de modo que a matriz de leitura aberta heteréloga é
separada, ndo pela inser¢do de nucleotideos extras (por exemplo cédon de

parada ou armagdo, mas também seqiiéncia potencialmente de codificacio
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que separa a fungdo), mas sim por delegdo de nucleotideos da matriz de
leitura aberta heter6loga, por exemplo de tal forma a induzir uma armaco.
Uma ou mais variantes de emenda podem ter nucleotideos excisados, mas
pelo menos uma variante precisa conservar estes nucleotideos, de modo que
uma armagao ndo € induzida em pelo menos uma variante. Estes nucleotideos
removidos sdo aqueles que sdo removidos em adi¢do as seqiiéncias que sdo
normalmente emendadas tais como o intron, onde uma seqiiéncia intronica
pode ser considerada como uma que forma parte de um intron em pelo menos
uma variante de emenda alternativa do analogo natural.

Quando nucleotideos exdnicos devem ser removidos, entdo
estes devem ser removidos em multiplos de trés, se € desejado evitar uma
armagdo, mas como um nucleotideo unico ou multiplos de dois (que ndo sdo
também multiplos de trés) se é desejado induzir uma armacgfo. Sera notado
que se apenas um ou alguns multiplos de dois nucleotideos sdo removidos,
entdo isto poderia conduzir a uma seqiiéncia de proteina completamente
diferente sendo codificada em ou em torno da jun¢do de emenda do mRNA.

Este € particularmente o caso em uma forma de realiza¢do do
sistema onde éxon de cassetes sdo usados para interromper uma matriz de
leitura aberta em algumas variantes de emenda mas nio outras, tais como em,
por exemplo, tra, especialmente Cctra.

Em outra forma de realizagdo preferida da presente invencio,
toda ou parte de uma matriz de leitura aberta estd em um éxon de cassete, por
exemplo algumas formas de realizagdo de Dsx derivadas de Aedes, sdo
providas com, por exemplo, uma regido de codifica¢do de tTAV em um éxon
de cassete que estd apenas presente em variantes de emendas especificas de
fémeas.

Onde a mediagdo de emenda alternativa € especifica de sexo,
prefere-se que a variante de emenda codificando uma proteina funcional a ser

expressada em um organismo seja a variante de emenda F1, isto é uma
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variante de emenda encontrada apenas ou predominantemente em fémeas, e
preferivelmente € a variante a mais abundante encontrada em fémeas, apesar
da mesma ndo ser essencial. Correspondentemente para configuragdes onde
toda ou parte de uma matriz de leitura aberta funcional estd em um éxon de
cassete, prefere-se que este éxon de cassete esteja incluido em transcritos
encontrados apenas ou predominantemente em fémeas, e preferivelmente tais
transcritos sdo, individualmente ou em combina¢do, as variantes as mais
abundantes encontras em fémeas, apesar disto nio ser essencial.

Em uma forma de realizagdo preferida, seqiiéncias sdo
incluidas em uma seqiiéncia hibrida ou recombinante ou constru¢io que sdo
derivadas de seqiiéncias intrénicas de ocorréncia natural que sdo elas proprias
sujeitas a emenda alternativa, em seu contexto nativo ou original. Por esta
razdo, uma seqiiéncia intrénica pode ser considerada como uma que forma
parte de intron em pelo menos uma variante de emenda alternativa do analogo
natural. Assim, seqiiéncias correspondentes a extensdes contiguas unicas de
seqiiéncia intrénica de ocorréncia natural sdo previstas, mas também hibridos
de tais seqiiéncias, incluindo hibridos de duas seqiiéncias intronicas de
ocorréncia natural diferentes, e também seqiiéncias com dele¢Ges ou insergdes
relativas a extensdes contiguas Unicas de seqiiéncia intrdnica de ocorréncia
natural, e hibridos das mesmas. Referidas seqiiéncias derivadas de seqiiéncias
intrénicas de ocorréncia natural poderdo ser associadas, na inveng¢do, com
seqiiéncias ndo fazendo parte, elas mesmas, de qualquer intron de ocorréncia
natural. Se tais seqiiéncias forem transcritas, e preferivelmente retidas no
RNA maduro em pelo menos uma variante de emenda, elas podem ser entdo
consideradas exdnicas.

Também serd notado que a referéncia a uma "armago"
poderia também referir-se a uma codificagdo direta de um cédon de parada,
que também € provavel de conduzir a uma proteina nfo funcionando como

seria uma ruptura da seqiiéncia de mRNA emendado causada por insercdo ou
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delecdo de nucleotideos. Produgdo de variantes de emenda diferentes de duas
ou mais proteinas diferentes ou seqiiéncias de polipeptideo de fungdo
diferencial é também prevista, em adi¢do a produgdo de duas ou mais
proteinas diferentes ou seqiiéncias de polipeptideo das quais uma ou mais nio
tem funcdo prevista ou discernivel. Também é prevista a produgido de
variantes de emenda diferentes de duas ou mais proteinas diferentes ou
seqiiéncias de polipeptideo de fungdo similar, mas diferindo a localiza¢io
subcelular, estabilidade ou capacidade de se ligar a ou se associar com outras -
proteinas ou acidos nucléicos. |

Preferivelmente, a pelo menos uma seqiiéncia de controle de
emenda ¢ intronica e compreende em sua extremidade 5' um nucleotideo de
guanina (G). Em outras palavras, nucleotideo 5' da seqiiéncia de controle de
emenda, 3' para o sitio doador de emenda, e preferivelmente na superficie ou
jun¢do do éxon com seqiiéncia de controle de emenda, é Guanina (G), no pré-
RNA, ou C em uma seqiiéncia de DNA anti-sentido correspondendo a
mesma.

Além disso, o nucleotideo adjacente (3' para referida G) €
preferivelmente Citosina (C) no pré-RNA, ou uma G correspondente em uma
seqiiéncia de DNA, mas € mais preferivel Uracila (U) no pré-RNA,ou um A
correspondente na seqiiéncia anti-sentido de DNA. Assim, os dois
nucleotideos 5' da seqii€ncia de controle de emenda sdo preferivelmente 5'GT
com relacdo ao filamento sentido de DNA, 5'-GU no transcrito primdrio.

Preferivelmente, pelo menos uma seqiiéncia de controle de
emenda intronica também compreende em sua extremidade 3' um nucleotideo
de guanina 3' e preferivelmente AG-3' na jungio do sitio aceitador de emenda
com €xon, por exemplo, ver figura 34.

Preferivelmente, a seqliéncia de flanqueamento 5' para o sitio
doador de emenda no sistema compreende 5'-TG, de modo que a seqiiéncia

pode ser representada 3' de seqiiéncia de controle de emenda-** de 5 '-TG-*,
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onde * representa o sitio doador de emenda e ** representa o sitio aceitador
de emenda.

Preferivelmente, a seqiiéncia de controle de emenda é também
flanqueada em seu lado 3' por um nucleotideo de G, e mais preferivel por
nucleotideos de GT, tal que a seqiiéncia poderia ser representada como: 5'-
TG- *- seqiiéncia de controle de emenda ** -GT-3' *. Sera notado que esta é a
seqiiéncia de DNA de filamento sentido (TG). Assim, o pré-RNA transcrito
ir4 ler UG por exemplo, onde U substitui T.

Derivados de Guanina ou Timina tendo a mesma fungdo sio
também visados.

Prefere-se particularmente que a emenda seja especifica de
sexo e ainda mediada ou controlada ligando a proteina TRA ou complexo de
proteina TRA/TRA2, ou homologos da mesma. Em insetos, por exemplo, a
proteina TRA ¢ diferencialmente expressada em sexos diferentes. Em
particular, a proteina TRA é conhecida como estando presente basicamente
em fémeas, por esta razdo, media a emenda alternativa de tal forma que um
seqiiéncia de codificagdo € expressada em um modo especifico de sexo, isto &,
que em alguns casos uma proteina é expressada apenas em fémeas ou em um
nivel muito maior em fémeas do que em machos ou, alternativamente, em
outros casos uma proteina € expressada apenas em machos, ou em um nivel
muito maior em machos do que em fémeas. Enquanto prefere-se que a
proteina seja expressada apenas em machos, € particularmente preferido que a
proteina seja expressada apenas em fémeas, No entanto, o mecanismo para
realizar esta emenda alternativa especifica de sexo mediada pela proteina
TRA ou pelo complexo TRA/TRA2 € conhecido e ¢ discutido, por exemplo,
em Pane et al (Development 129, 3715-3725 (2002)).

Preferivelmente, a pelo menos uma seqliéncia de controle de
emenda compreende, e mais preferivelmente consiste de, o intron tra derivado

do gene tra de Ceratitis capitata (Cctrd), que tem uma regido alternativamente
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emendada. No transcrito F1, como ilustrado pela figura 33 (figura 2A de Pane
et al (2002) supra), este € o primeiro intron. Homologos do gene tra em outras
espécies, tais como Bactrocera oleae, Ceratitis rosa, Bactrocera zonata e
Drosophila melanogaster também tem regido alternativamente emendada em
um local similar dentro da seqiiéncia de codificagio de tra. Introns tras
derivados destes insetos também sdo particularmente preferidos.

O padrio de emenda em Cctra em particular é bem
conservado, com aqueles transcritos encontrados em machos contendo
material ex6nico adicional relativo ao transcrito de F1, tal que estes
transcritos ndo codificam proteina funcional de comprimento completo. Por
contraste, o transcrito de F1 ndo codifica proteina Tra de comprimento
completo; este transcrito € substancialmente especifico de fémea na maior
parte dos estagios do ciclo da vida, ainda que seja especulado que embrides
muito prematuros de ambos o0s sexos podem conter uma quantidade pequena
deste transcrito. Os requerentes descreveram a seqiiéncia emendada do
transcrito de F1, mas ndo os transcritos especificos de machos ou nio
especificos de sexo, como o intron tra, ou mesmo o intron F1 de tra. Assim a
versao desta seqiiéncia encontrada no gene CCtra € o intron Cctra.

Assim o gene tra € regulado em parte por emenda alternativa
especifica de sexo, enquanto seu produto chave, a proteina Tra, é ela propria
envolvida em emenda alternativa. Em insetos, emenda alternativa especifica
de sexo mediada pela proteina Tra, ou um complexo compreendendo as
proteinas TRA e TRA2, incluem seqliéncias de controle de emenda de
Dipteros derivadas do gene doublesex (dsx) e também o proprio intron tra,
embora o mesmo excluiria o intron tra de Drosophila (Dmtra), que é
principalmente mediado pelo produto de gene Sxl em Drosophila, em vez de
TRA ou complexo TRA/TRA2.

Fora de Drosophila, o produto de gene Sxl ndo ¢

diferencialmente expressado em sexos diferentes. Ndo se pensa que SxI atue
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na mediacdo de emenda alternativa especifica de sexo em insetos ndo
drosofilos.

Exemplos da proteina TRA que liga aos sitios de proteina de
ligacdo (as seqii€ncias nucleotidicas especificamente reconhecidas pela
proteina Tra) no intron tra sdo preferivelmente de Diptera, preferivelmente da
familia Tephritidae, mais preferivelmente dos géneros Ceratitis, Anastrepha
ou Bactrocera. No entanto, prevé-se também que outros dipteros, tais como
drosofilos ou mosquitos de vdrias formas discutidas acima, também  sdo
capazes de prover a proteina TRA ou homélogas da mesma, que sdo capazes
de se ligar aos sitios apropriados nas seqiiéncias de controle de emenda
derivadas do gene dsx, o gene tra ou o intron tra, isto é o intron tra
alternativamente emendado completamente removido no transcrito de F1,
mesmo naqueles casos, tais como Drosophila, onde o gene tra natural (Dmtra)
ndo ¢é, ele mesmo, regulado por proteina Tra. Em algumas formas de
realizag@o, o "intron tra" pode ser definido como uma seqiiéncia de controle
de emenda onde emenda alternativa do transcrito de RNA € regulada por
TRA, por exemplo sua ligagdo, sozinha ou em combinagdo (isto € quando
complexada) com TRAZ2. Isto exclui o intron tra de Drosophila.

Prefere-se particularmente que as seqiiéncias de controle de
emenda sejam derivadas do intron tra. Referido intron tra pode ser derivado,
como discutido em outra parte, de Ceratitis, Anastrepha ou Bactrocera. O
intron tra de Ceratitis capitata do gene transformer foi inicialmente
caracterizado por Pane et al (2002), supra. No entanto, serda notado que
homologos existem em outras espécies, e podem ser facilmente identificados
em referidas espécies e também em seus varios géneros. Assim, quando
referéncia € feita a tra serd notado que isto também refere-se aos homologos
de tra em outras espécies, especialmente em espécies de Ceratitis, Anastrapha
ou Bactrocera.

Por "derivado" serd entendido que, usando a referéncia ao
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intron tra, isto refere-se a seqiiéncias que aproximam-se a ou replicam
exatamente o intron tra, como descrito na técnica, nesse caso por Pane et al
(2002), supra. No entanto, serd notado que, como estas sdo seqii€ncias
intronicas, alguns nucleotideos podem ser adicionados ou substituidos sem
uma perda substancial na fungéo.

Exemplos preferidos disso incluem o intron dsx,
preferivelmente provido na forma de um minigene. Nesse exemplo, pode ser
preferivel deletar, como feito nos exemplos, quantidades relativamente
grandes de introns alternativamente emendados, por exemplo 90% ou mais de
um intron em alguns casos, enquanto ainda conservando a fun¢do de emenda
alternativa. Assim, apesar de delegdes grandes estarem previstas, prevé-se
também que inser¢des, substituigdes ou delecGes mesmo menores, por
exemplo de nucleotideo unico, também sdo preferidas.

O comprimento exato da seqiiéncia de controle de emenda
derivado do intron tra ndo € essencial, desde que seja capaz de mediar a
emenda alternativa. A este relagdo, pensa-se que cerca de 55 a 60
nucleotideos € o comprimento minimo de um intron tra modificado, embora o
intron tra de tipo selvagem (variante de emenda F1) de C. capitata é na regido
de 1345 nucleotideos de comprimento.

Prefere-se particularmente que a seqii€éncia de 1345 ntd de
comprimento completo de Cctra seja usada.

Como com todas as seqiiéncias nucleotidicas discutidas aqui,
prefere-se que um certo grau de homologia de seqiiéncia seja prevista, salvo
de outra forma evidente. Assim, prefere-se que a seqiiéncia de controle de
emenda tenha pelo menos 80% de homologia de seqiiéncia com a referéncia
SEQ ID NO., preferivelmente pelo menos 80% de homologia de seqiiéncia
com a referéncia SEQ ID NO., preferivelmente pelo menos 80% de
homologia de seqiiéncia com a referéncia SEQ ID NO., mais preferivelmente

pelo menos 90% de homologia de seqii€éncia com a referéncia SEQ ID NO.,
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mais preferivelmente pelo menos 95% de homologia de seqiiéncia com a
referéncia SEQ ID NO., ainda mais preferivelmente pelo menos 99%
homologia de seqii€éncia com a referéncia SEQ ID NO., e a mais preferivel,
pelo menos 99.9% de homologia de seqiiéncia com a referéncia SEQ ID NO.
Um algoritmo apropriado tal como BLAST pode ser usado para determinar
homologia de seqiiéncia. Se quantidades grandes de seqiiéncia sdo deletadas
do tipo selvagem, entdio a comparacdo de seqiiéncia pode ser sobre o
comprimento completo do tipo selvagem ou sobre seqiiéncias alinhadas de
homologia similar.

No entanto, serd entendido que apesar da homologia de
seqiiéncia acima, determinados elementos, em particular os nucleotideos de
flanqueamento e sitio de ramificagéo de emenda devem ser conservados, para
funcionamento eficiente do sistema. Em outras palavras, enquanto por¢des
podem ser deletadas ou, de outro modo, alteradas, funcionalidade ou atividade
de emenda alternativa, a pelo menos 30%, preferivelmente 50%,
preferivelmente 70%, mais preferivelmente 90%, e, a mais preferivel, 95%
comparada ao tipo selvagem deve ser conservada. Isto pode ser aumentado do
tipo selvagem, bem como, por engenharia apropriada dos sitios que ligam
fatores de emenda alternativa ou interagem com espliceossoma, por exemplo.

Em particular, prefere-se que onde a seqiiéncia de controle de
emenda compreende um intron tra modificado, ela compreenda pelo menos
20 a 40 pares de base de 5' e, preferivelmente, assim a extremidade 3' de
referido intron. Além disso, prefere-se que pelo menos 3 ou 4 e, mais
preferido, pelo menos 5, preferivelmente 6, mais preferivelmente 7 e, mais
preferido, todos os 8 dos 8 dominios de ligagdo de TRA putativos do intron
tra de C. capitata, como ensinado por Pane et al (2002), ou homélogos disso,
sejam providos. Como evidente, se mais de tais sitios forem descobertos em
devido curso, entdo é visado que a seqiiéncia de controle de emenda poderia

incluir mais do que 8 sitios. De fato, é previsto que mais do que 8 sitios
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possam ser engenheirados na seqiiéncia de controle de emenda e que a
emenda alternativa possa ser regulada desta forma, especialmente se alguns
sitios estiverem ligados com afinidades diferentes levando um resultado de
emendas alternativas diferentes.

Uma seqiiéncia de consenso par os dominios de ligagdo de
TRA putativos do intron tra de C. capitata € dada abaixo como SEQ ID NO 1,
uma seqiiéncia de DNA, embora o RNA correspondente equivalente ¢é
também preferido.

As  seqiiéncias de consenso preferidas sdo 1:
TCWWCRATCAACA (SEQIDNO. 1),onde W=AouTeR=A ouG.

Consideragdes similares aplicam-se a doublesex, onde a
seqiiéncia de consenso da proteina TRA é também aquela dada em SEQ ID
NO. 1 como um complexo de proteina compreendendo as ‘proteinas Tra e
TRA2 € um regulador chave de emenda alternativa de doublesex , como é de
homoélogos tra (embora ndo sejam os homdlogos tra encontrados em
drosofilideos).

Como mencionado acima, as seqiiéncias de controle de
emenda s3o preferivelmente derivadas do intron tra, preferivelmente da
familia Tephritidae. Prefere-se particularmente que o intron tra seja derivado
de B. zomata ou, preferivelmente, de outras moscas de frutas ndo
drosofilideos. No entanto, € particularmente preferido que o intron tra seja
derivado dos géneros de Ceratitis, em particular C. rosa e,0 mais preferivel,
C. capitata. Estes s@o mais vastamente conhecidos como as moscas-de-natal e
do-mediterraneo, respectivamente.

Com relagdo ao intron tra derivado de B. zonata, os
requerentes demonstraram que isto pode levar a uma emenda alternativa
especifica de sexo em mosca mexicana das frutas transgénica (4dnastrapha
ludens) e em mosca-do-mediterraneo transgénica (C capitata). Os requerentes

também demonstraram que uma variedade de proteinas pode ser expressada
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em um modo especifico de sexo através de emenda alternativa, incluindo
tTAV 3 e Rpr.

Em relagdo ao intron tra derivado de C. rosa, os requerentes
demonstraram com sucesso emenda alternativa em um modo especifico de
sexo de um transgene em mosca-do-mediterraneo.

Com relagdo ao intron tra derivado de C. capitata (mosca-do-
mediterrdneo), os requerentes demonstraram que este pode mediar a emenda
especifica de sexo em mosca-do-mediterraneo transgénica, e outras tefritidas,
e outras tefritidas tais como A. ludens (mosca mexicana das frutas). Nio
apenas isso, os requerentes demonstraram que este intron pode trabalhar com
sucesso através de toda faixa de insetos e, em particular, dipteros. De fato, os
requerentes demonstraram que o intron tra de C. capitata (referido como
Cctra) pode prover emenda alternativa especifica de sexo em Drosophila
transgénica, que ndo € uma tefritida, e também no mosquito Aedes oegypti.
Embora mosquitos sejam dipteros, eles divergiram de droséfilos e tefritidos
cerca de 250 milhdes de anos atras e, por esta razdo, sdo parentes bem mais
distantes que os drosofilideos sdo para as tefritidas, para os quais o tempo de
divergéncia foi estimado como 120-150 milhGes de anos. Assim, isto mostra

uma ampla aplicabilidade da presente invengdo através de uma extensa faixa

~ de insetos.

No que diz relagdo a seqiiéncias de controle de emenda
derivadas do intron dsx, também os requerentes demonstraram que isto pode
ser usado para emendar alternativamente, em um modo especifico de sexo,
em uma ampla faixa de insetos. Conseqiientemente, € particularmente
preferido que o dsx seja derivado de Bombyx mori (bicho da seda),
Pectinophora gossypiella (lagarta rosada) Pectinophora gossypiella, Cydia
pomonella (traga das magas e péras), Drosophila, e mosquitos tais como
Anopheles sp., por exemplo A. gambiae. Mosquitos particularmente

preferidos incluem Stegomyia spp., particularmente S. aegypti (também
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conhecido como Aedes aegypti).

De fato, em A. aegypti, os requerentes demonstraram um
numero consideravel de construgdes de DNA, que sdo capazes de prover
emenda alternativa especifica de sexo.

Sera notado que o sistema ou construgdo seja preferivelmente
administrado como um plasmideo, mas geralmente testado apds integrar no
genoma. Administragdo pode ocorrer por métodos conhecidos na técnica, tais
como parenteral, intravenosa, intramuscular, oral, transdérmica, liberada
através de uma membrana mucosa, e assim por diante. Inje¢do em embrides é
particularmente preferida. O plasmideo pode ser linearizado antes ou durante
administra¢do, ¢ nem todos dentre os plasmideos podem ser integrados no
genoma. Onde apenas parte do plasmideo ¢ integrada no genoma, prefere-se
que esta parte inclua a pelo menos uma seqiiéncia de controle de emenda
capaz de mediar a emenda alternativa.

Preferivelmente, o sistema de expressdo de polinucleotideos é
um sistema genético letal dominante recombinante, cujo efeito letal é
condicional. Condigdes apropriadas incluem temperatura, de modo que o
sistema é expressado a uma temperatura mas nfo, ou em menor grau, em
outra temperatura, por exemplo. O sistema genético letal pode atuar em
células ou tecidos especificos ou impor seu efeito em todo o organismo.
Sistemas que ndo sdo estritamente letais mas imp&em um custo substancial a
aptiddo fisica sdo também previstos, por exemplo levando a a cegueira,
aptiddo ao v6o (para organismos que poderiam normalmente voar), ou
esterilidade. Sistemas que interferem com a determina¢io de sexo sfo
também previstos, por exemplo transformando ou tendendo a transformar
todo ou parte de organismo de um tipo sexual a outro. Sera entendido que
todos tais sistemas e conseqiiéncias sdo englobados pelo termo letal como
usado aqui. Similarmente, "matar", e termos similares referem-se a expressdo

efetiva do sistema letal e assim a imposi¢do de um fendtipo deletério ou de
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deformidade sexual, por exemplo morte.

Mais preferivelmente, o sistema de expressio de
polinucleotideo € um sistema genético letal dominante recombinante, cujo
efeito letal € condicional e ndo € expressado sobre condi¢Ges permissivas
requerendo a presenca de uma substincia que esta ausente do ambiente
natural do organismo, tal que o efeito letal do sistema letal ocorre no ambiente
natural do organismo.

Em outras palavras, as seqiiéncias de codifica¢des codificam
um ligado letal a um sistema tal como o sistema tet descrito em WO 01/39599
e/ou W0O2005/012534.

De fato, prefere-se que a expressdo de referido gene letal
ocorra sob o controle de uma proteina de transativador reprimivel. Também
prefere-se que o gene cuja expressdo € regulada por emenda alternativa
codifique um proteina de transativador tal como tTA. Isto ndo é incompativel
com a proteina regulada ser uma letal. De fato, é particularmente preferido
que ela seja os dois. A este respeito, os requerentes preferem particularmente
que o sistema inclua um sistema de retro-alimentagéo positivo como ensinado
em WO2005/012534.

Preferivelmente, o efeito letal do sistema letal dominante é
condicionalmente supressivo.

Organismos apropriados sobre os quais o presente sistema
pode ser usado incluem mamiferos tais como camundongos, ratos e animais
de criagdo. Também sdo preferidos peixes, tais como salmio e truta. Plantas
também sdo preferidas, mas ¢ particularmente preferido que o organismo
hospedeiro seja um inseto, preferivelmente um diptero ou tefritidos.
Preferivelmente, o organismo ndo € um humano, preferivelmente ndo € um
mamifero, preferivelmente n3o é um passaro, preferivelmente é um
invertebrado, preferivelmente € um artropode.

Em particular, prefere-se que o inseto seja da Ordem Diptera,
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especialmente dipteros superiores e particularmente ele € uma mosca tefritida
das frutas, preferivelmente mosca-do-mediterrdneo (Ceratitis capitata),
preferivelmente mosca mexicana das frutas (dnastrepha ludens),
preferivelmente mosca oriental das frutas (Bactrocera dorsalis), mosca da
azeitona (Bactrocera oleae), mosca do meldo (Bactrocera cucurbitae),
mosca-de-natal (Ceratitis rosa), mosca da cereja (Rhagoletis cerasi), mosca
das frutas de Queensland (Bactrocera tyroni), mosca do péssego (Bactrocera
zonata), mosca das frutas do Caribe (4Anastrepha suspensa) ou mosca das
frutas da India Ocidental (4nastrepha obliqua). Também é particularmente
preferido que o organismo hospedeiro seja um mosquito, preferivelmente dos
géneros Stegomyia, Aedes, Anopheles ou Culex. S3o particularmente
preferidos Stegomyia aegyptae, também conhecidos como Aedes aegypti,
Stegomyia albopicta (também conhecidos como Aedes albopictus), Anopheles
stephensi, Anopheles albimanus e Anopheles gambiae.

Dentro dos Dipteros, outro grupo preferido é Calliphoridae,
particularmente o verme-parafuso do Novo Mundo (Cochliomyia
hominivorax), verme-parafuso do Velho Mundo (Chrysomya bezziana) e
mosca australiana da ovelha (Lucilia cuprina). Lepidopteros e Coledpteros
também sdo preferidos, especialmente tragas, incluindo traga das macis e
péras (Cydia pomonella), e o bicho da seda (Bombyx mori), a lagarta rosada
(Pectinophora gossypiella), a lagarta da couve (Plutella xylostella), a
mariposa (Lymantria dispar), a traga de laranja-da-baia (4dmyelois transitella),
a lagarta mineira do pessegueiro (4narsia lineatella), e a broca da haste do
arroz (ITryporyza incertulas), as tragas noctuidas, especialmente Heliothiane.
Dentre os Coledpteros, o besouro japonés (Popilla japonica), o besouro
franjado branco (Graphognatus spp.), o gorgulho do algoddo (Anthonomous
grandis), a lagarta da raiz do milho (Diabrotica spp), e escaravelho da
batateira (Leptinotarsa decemlineata) sdo particularmente preferidos.

Preferivelmente, o inseto ndo é um drosofilideo, especialmente
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Dm. Assim, em algumas formas de realizagdo, expressdo em drosofilideos,
especialmente Dm € excluida. Em outras formas de realizagdo, a seqiiéncia de
controle de emenda ndo € derivada do intron tra de um drosofilideo,
especialmente Dm.

Prefere-se que a expressdo da seqiiéncia polinucleotidica
heterologa conduza a uma conseqiiéncia fenotipica no organismo. Prefere-se
particularmente que a proteina funcional ndo seja beta-galactosidase, mas
possa estar associada com marcadores visiveis (incluindo fluorescéncia),
viabilidade, fertilidade, fecundidade, conveniéncia, aptiddo ao voo, visio, e
diferéngas comportamentais. Serd notado, como evidente, que, em algumas
formas de realizagdo, os sistemas de expressdo sdo tipicamente condicionais,
com o fendtipo sendo expressado apenas sobre algumas condi¢Ges, por
exemplo restritivas.

Em um outro aspecto, prové-se também um método de
controle populacional de um organismo em um ambiente natural para o
mesmo, compreendendo:

1) reproduzir um lote do organismo,

o organismo transportando um sistema de expressdo de gene
compreendendo um sistema de acordo com a presente invengdo que € um
sistema genético letal dominante, |

i1) distribuir os referidos animais de lote no meio ambiente em
um local para controle populacional; e

iii) obter um controle da populagédo através da letalidade em
estagio prematuro por expressdo do sistema letal na descendéncia que resulta
da inter-reprodugdo dos referidos individuos no lote com os individuos do
sexo oposto da populagdo selvagem.

Preferivelmente, a letalidade de estagio prematuro &
embridnica ou antes de maturidade sexual, preferivelmente no inicio de

desenvolvimento, mais preferivel, nos estidgios prematuros da vida larval ou
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embridnica.

Preferivelmente, o efeito letal do sistema letal é condicional e
ocorre no referido ambiente natural através da expressdo de um gene letal,

a expressdo de referido gene letal estando sob controle de uma
proteina de transativados reprimivel, a referida reprodugdo ocorrendo sob
condi¢des permissivas na presenga de uma substincia, a substincia estando
ausente do referido ambiente natural e capaz de reprimir referido
transativador.

Preferivelmente, o efeito letal é expressado hos embrides de
referida descendéncia. Preferivelmente, o organismo é um animal multicelular
invertebrado ou é como discutido em outra parte.

Também prové-se um método de controle bioldgico,
compreendendo:

1) reproduzir um lote de organismos machos e fémeas
transformados com o sistema de expressdo de acordo com a presente invencdo
sob condigbes permissivas, permitindo a sobrevivéncia dos machos e fémeas,
para dar um agente de controle biologico de sexo dual,

ii) opcionalmente antes da proxima etapa impor ou permitir
condigdes restritivas para causar a morte de individuos de um sexo e, assim,
prover um agente de controle bioldgico de sexo tUnico compreendendo
individuos do outro sexo transportando o sistema genético letal condicional;

ii1) liberar o agente de controle bioldgico de sexo dual ou de
sexo Unico no meio ambiente em um locus para controle bioldgico; e

iv) obter controle biologico através da expressdo do sistema
genético na descendéncia resultante de inter-reprodugdo dos individuos do
agente de controle bioldgico com individuos do sexo oposto da populacdo
selvagem.

Preferivelmente, ocorre separagio de sexos antes da

distribui¢do de organismo por expressdo de um sistema genético letal
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especifico de sexo.

Preferivelmente, o efeito letal resulta em matar mais de 90%
da classe alvo da progénie de acasalamentos entre os organismo liberados € a
populagdo selvagem.

Também prové-se um método de separagdo de sexos
compreendendo:

1) reproduzir um lote de organismos machos e fémeas

transformados com o sistema de expressdo de gene sob condi¢Ges permissivas

ou restritivas, permitindo a sobrevivéncia dos machos e fémeas; e

i) remover as condigdes permissivas ou restritivas para induzir
o efeito letal do gene letal em um sexo e ndo em outro por emenda alternativa
especifica de sexo do gene letal.

Preferivelmente, o efeito letal resulta em matar mais do que
90% da classe alvo da progénie de acasalamentos entre organismos liberados
e a populacéo selvagem. '

Também prové-se um método de controle biologico ou
populacional compreendendo;

1) reproduzir um lote de organismo machos e fémeas
transformados com o sistema de expressio de genes sob condigdes
permissivas ou restritivas, permitindo a sobrevivéncia dos machos e fémeas;

ii) remover as condi¢des permissivas ou restritivas para induzir
o efeito letal do gene letal em um sexo e ndo em outro por emenda alternativa
especifica de sexo do gene letal para obter uma separac¢do de sexos;

1i1) esterilizar ou parcialmente esterilizar os individuos
separados e

iv) realizar referido controle através de da liberagdo dos
individuos estéreis ou parcialmente estéreis separados no meio ambiente
natural do organismo.

Preferivelmente, a esterilizagdo € realizada através do uso e
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radiagdo ionizante. Geralmente, no entanto, métodos evitando irradiac3o,
como usado na técnica de inseto estéril (SIT) sdo especialmente preferidos e
tém muitas vantagens de custo e satide sobre os métodos associados com ou
seguidos pelo uso de radiagéo.

Também prové-se um método para eliminar seletivamente
fémeas de uma populagdo. O equivalente para machos também € previsto.

Meétodos de separagdo de sexo sdo enormemente importantes
comercialmente em, por exemplo, bichos da seda, onde os machos produzem
seda em maior e melhor quantidade do que as fémeas. Assim, métodos de
separacdo de sexo que eliminam as fémeas e, em particular bichos da seda
fémeas sdo particularmente preferidos. |

Prevé-se também que a proteina funcional pode ser uma
expressada diferencialmente, mas detectavel em mais de um variante de
emenda e preferivelmente, por esta razdo, em ambos sexos, por exemplo. Tais
exemplos incluem uma proteina fluorescente, tais como eGFP, CopGFP e
DsRed2. Esta pode ser usada em um método de separagdo ou escolha de sexo
ndo letal, de modo que se pode separar os dois tipos sem matar qualquer um
deles.

Os requerentes verificaram surpreendentemente que o
posicionamento da seqii€éncia de controle de emenda pode ser alterado e
melhores resultados obtidos. Preferivelmente, a seqiiéncia de controle de
emenda € a "primeira" seqii€ncia de controle de emenda, quando lida a partir
do promotor, na dire¢do de 5' a 3'. Os requerentes verificaram que em
determinadas constru¢des com um intron em 5' UTR do sistema este fato
conduzida a reduzidos niveis ou expressio de proteina alternativamente
emendada mediada pela seqiiéncia de controle de emenda da presente
invencdo.

Preferivelmente, a seqliéncia de controle de emenda € 3' para o

codon de partida. Preferivelmente, a seqiiéncia de controle de emenda est4
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inserida dentro do primeiro éxon, isto é a extensdo de seqiiéncia
imediatamente 3' para o sitio de partida de transcrigdo. Sera entendido que tais
termos podem referir-se & seqiiéncia de DNA que codifica o transcrito, ou
para o proprio transcrito de RNA.

Onde a seqiiéncia de controle de emenda € 3' para o cddon de
partida, prefere-se que seja também 5' para o primeiro c6don de parada na
matriz (que € 3' para e em matriz com o cédon de partida), de modo que a
emenda alternativa produz transcritos que codificam proteina ou seqiiéncias
de polipeptideos diferentes. Assim em uma forma de realizagdo preferida, a
construgdo ou seqii€ncia polinucleotidica compreende os seguintes elementos
em ordem de 5' a 3', com relagdo ao filamento sentido ou transcrito primario:
partida de transcri¢do, partida de tradugdo, intron capaz de emenda
alternativa, seqiiéncia de codifica¢do de toda ou parte de uma proteina, cédon
de parada. |

A seqiiéncia de controle de emenda pode ser definida como
preferivelmente até e incluindo 5' G (GT/C) seu equivalente 3' G,
especialmente em tra, mas, como mencionado acima, pode incluir algumas
seqiiéncias exdnicas e, por esta razdo, poderia incluir o nucleotideo o mais 3'
(Gltimo) do éxon (isto é G).

Prefere-se particularmente que a seqiiéncia de controle de
emenda seja imediatamente adjacente, na dire¢do de 3', do codon de partida,
de modo que G de ATG esta 5' para partida (extremidade 5') da seqiiéncia de
controle de emenda. Isto € particularmente vantajoso como permite a G do
codon de partida de ATG ser a seqiiéncia de flanqueamento de 5' G para a
seqliéncia de controle de emenda.

Alternativamente, a seqiiéncia de controle de emenda ¢ 3' para
0 codon de partida mas dentro de 1000 bp exdnico, preferivelmente 500 bp
exo6nico, preferivelmente 300 bp exonico, preferivelmente 200 bp exénico,

preferivelmente 150 bp ‘exodnico, preferivelmente 100 bp exonico, mais
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preferivelmente 75 bp exdnico, mais preferivelmente 50 bp exdnico, mais
preferivelmente 30 bp exdnico, mais preferivelmente 20 bp exénico, e, 0 mais
preferivel, 10 ou mesmo 5, 4, 3, 2, ou 1 bp exdnico.

A presente invengdo € um aperfeicoamento no sistema
definido como LA1188 em W02005/012534. Esse plasmideo tem um nimero
de defeitos, sendo o principal que os nucleotideos exdnicos foram excisados
com o intron Cctra usado ai, assim resultando em uma armacéo induzida no
transcrito.

Especificamente, em adigdo a seqiiéncia derivada de Cctra (o
intron Cctra), 4 nucleotideos de seqiiéncia de tTAV foram removidos no
transcrito especifico de fémea. Por esta razio, embora varios transcritos
emendados alternativamente foram produzidos, incluindo um transcrito
especifico de fémea, nenhum foi capaz de codificar a proteina tTAV
funcional. Por esta razio, esta construgdo nio foi capaz de prover expressdo
especifica de sexo de proteina tTAV funcional.

Desde que emenda néo foi direcionada a seqiiéncia de doador
de emenda (5'-GT...) normalmente usada no intron Cctra, claramente esta
constrligéo ndo conteve todas das seqiiéncias regulatorias necessarias para
direcionar emenda na forma do intron Cctra em "seu contexto nativo" No
entanto, isto real¢a outro tecido. Provavelmente a tnica coisa faltando foi o
TG...GT de flanqueamento, do qual ¢ possivel que apenas importava 5' G.

Uma beneficio chave da presente invengdo €, em particular em
relagdo a tra, que as exigéhcias das seqiiéncias exdnicas sdo tdo minimas (por
exemplo 2 nucleotideos em cada extremidade) que elas podem facilmente ser
projetadas em maiores seqiiéncias de codificagdo, usando a redundancia no
codigo genético. Assim, os nucleotideos exdnicos "extras" podem ser tanto
parte de seqiiéncia de proteina heteréloga como a seqiiéncia de flanqueamento
do intron em seu contexto nativo a0 mesmo tempo.

Conseqtientemente, o intron Ccfra em LA1118 foi +132bp 3'
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para o G do Cdédon de partida ATG (para o ultimo nucleotideo ex6nico). De
fato, embora o intron Cctra em LA1118 seja o primeiro intron lido na diregdo
de 5' a 3' do codon de partida ATG, ele ndo é o "primeiro" intron quando lido
na direg¢do de 5' a 3' do promotor. De fato, é o segundo intron, como ndo ha
mais um intron (derivado de gene Adh de Drosophila melanogaster) a
montante do Cdédon de partida de ATG. Esta informagio estd incluida na
Tabela 3.

Sera entendido que onde referéncia ¢ feita a c6don de partida
de ATGs ou G de flanqueamento, ou seqiiéncias de 5'- TG...GT-3', que isto
estd relacionado com a seqiiéncia de DNA, mas isto também abrange a
seqiiéncia de DNA anti-sentido correspondente e, igualmente, a seqiiéncia de
RNA correspondente.

Descriciao das Seqiiéncias da presente invenc¢io

SEQ ID NO. 1 seqiiéncia de consenso tra

SEQ ID NO. 2 Seqiiéncia de flanqueamento 5' de LA3097

SEQ ED NO. 3 Seqiiéncia de flanqueamento 3' de LA3097

SEQ ID NO. 4 iniciador 688 iel-transcr

SEQ ID NO. 5 iniciador 790 Aedsx-m-r2

SEQ ID NO. 6 iniciador 761 Aedsx-fem-r

SEQ ID NO. 7 iniciador AedsxRl

SEQ ID NO. 8 Seqiiéncia de consenso de Pane et al

SEQ ID NO. 9 seqiiéncia de consenso de Scali et al 2005

SEQ ID NOS. 10 - 33 e 107 - 138 seqiiéncias de consenso de
sitios de ligagﬁo Tra/Tra2 putativos deduzidos de Drosophila (ver Tabela 2).

SEQ ID NO. 34: Matriz de leitura aberta de tTAV

SEQ ID NO. 35: Seqiiéncia de proteina de tTAV

SEQ ID NO. 36: Matriz de leitura aberta de tTAV?2

SEQ ID NO. 37: Seqiiéncia de proteina de tTAV2

SEQ ID NO. 38: Matriz de leitura aberta de tTAV3
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SEQ ID NO. 39: Seqiiéncia de proteina de tTAV3

SEQ ID NO. 40: Fragmento 1 de seqiiéncia especifica de
fémea dsx de lagarta rosada

SEQ ID NO. 41: fragmento 2 de seqiiéncia especifica de fémea
dsx de lagarta rosada (PBW, Pectinophora gossypiella)

SEQ ID NO. 42: seqiiéncia especifica de macho de dsx de
lagarta rosada (PBW, Pectinophora gossypiella)

SEQ ID NO. 43: Seqiiéncia de gene parcial dsx de Aedes
aegypti. Toda seqiiéncia exonica € incluida, mas apenas seqiiéncia intrnica
parcial- ver figuras 47 e 48 para anotagio.

SEQ ID NO. 44: seqiiéncia de gene de fémea dsx de traga das
magds e péras (Cydia pomonella): inclui uma extensdo de nucleotideos
desconhecidos, preferivelmente além de 100, preferivelmente inferior a 50,
mais preferivelmente inferior a 20, mais preferivelmente inferior 10, e, o mais
preferivel, inferior a 5.

SEQ ID NO. 45: seqiiéncia de macho dsx de traga das magis e
péras (Cydia pomonella).

SEQ ID NO. 46: seqiiéncia de constru¢do de
pLA3435/plasmideo dsx de Bombyx mori .

SEQ ID NO. 47: seqiiéncia de construgdo de pLA3359 dsx de
Anopheles gambiae.

SEQ ID NO. 48: seqiiéncia de construgdo de pLA3433 Agdsx
(Anopheles gambiae) com éxon 2 incluido.

SEQ ID NO. 49: seqiiéncia de construg¢do de pLLA1118 - intron
Cctra

SEQ ID NO. 50: seqiiéncia de construgdo de pLA3077 - intron
Cctra-tTAV.

SEQ ID NO. 51 : seqiiéncia de constru¢do de pLA3097 -
intron Cctra-tTAV.
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SEQ ID NO. 52: seqiiéncia de pLA3233 - intron Cctra -
tTAV2.

SEQ ID NO 53: seqiiéncia de constru¢do de pLA3014 - intron
Cctra - ubiquitina - ReaperKR.

| SEQ ID NO. 54: seqiiéncia de construgdo de pLA3166 - intron
Cctra -ubiquitina - ReaperKR.

SEQ BD NO. 55: seqiiéncia de pLA3376 - intron Bztra -
ReaperKR -- intron Bztra - tTAV3.

SEQ ED NO. 56: seqiiéncia de constru¢do de pLA3242 -
intron Crtra - ReaperKR.

SEQ ID NO. 57: Seqiiéncia parcial de um transcrito de macho
gerado em Drosophila melanogaster de transformantes de LA3077 que
diferem para a seqiiéncia gerada em linhagens de LA3077 de mosca-do-
mediterrdneo. Esta seqiiéncia corresponde ao transcrito M3 representado na
figura 36.

SEQ ID NO. 58: Seqiiéncia parcial de homdlogo tra de
Bactrocera zonata. Seqiiéncia de intron prevista para ser emendada em um
transcrito especifico de fémea tra de B. zonata (+3 a +970bp em seqiiéncia).
Nucleotideo exdnicos de flanqueamento estdo nas posi¢gdes 1-2 e 971-972,
isto € nas extremidades de 5' e 3' da seqiiéncia intronica. De fato, deve-se
observar que a seqiiéncia introénica € flanqueada em sua extremidade 5' por
um nucleotideo de guanina, que se pensa ser critico de uma saida limpa do
intron.

SEQ ID NO 59: Seqiiéncia parcial de homoélogo tra de
Ceratitis rosa. Seqii€ncia de intron prevista para ser emendada em um
transcrito especifico de fémea tra de C. rosa (+3 a 1311 bp em seqiiéncia).

Nucleotideo exonicos de flanqueamento sdo apresentados nas
posi¢Bes 1-2 e 1312-3. Novamente, observa-se que seqiiéncia intronica ¢

flanqueada em sua extremidade de 5' por um nucleotideo de guanina, que se
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pensa ser critico de uma saida limpa do intron.

SEQ ID NOS. 60-70: Iniciadores como referido nas figuras
44-46 e 50-51.

SEQ ID NO. 71 : fragmento 3 especifico de fémea dsx de
lagarta rosada (PBW, Pectinophora gossypiella).

SEQ ID NO. 72: Matriz de leitura aberta de ubiquitina de
Drosophila melanogaster.

SEQ ID NO. 73: Seqiiéncia de proteina de ubiquitina de

 Drosophila melanogaster.

SEQ ID NOS. 74-105 s@o iniciadores como discutido acima
nos exemplos.

SEQ ID NO. 106 é seqiiéncia nucleotidica de LA1172,
incluindo espinha dorsal de plasmideo.

SEQ ID NOs 107-138 estdo descritas acima.

SEQ ID NO. 139 iniciador de HSP

SEQ ID NO. 140 iniciador de VP 16

SEQ ID NO.141 iniciador de AgéxonlF

SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.

142 iniciador TETRR1

143 seqiiéncia de plasmideo LA3576

144 seqiiéncia de plasmideo LA3582

145 seqiiéncia de plasmideo LA3596

146 PBW - dsx (Fig 6)

147 bombyx - dsx (Fig 6)

148 traga das mag3s e péras - dsx (Fig 6)

149 DSX Minigene 1 de constru¢do LA3491
150 DSX Minigene 2 de constru¢do LA3534
151 seqiiéncia completa de plasmideo LA3619
152 seqiiéncia completa de plasmideo LA3612
153 seqiiéncia de plasmideo LA3491
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SEQ ID NO. 154 seqiiéncia de plasmideo LA3515
SEQ ID NO. 155 seqiiéncia de plasmideo LA3545
SEQ ID NO. 156 seqiiéncia de plasmideo LA3604
SEQ ID NO. 157 seqiiéncia de plasmideo LA3646
SEQ ID NO. 158 seqiiéncia de plasmideo LA3054
SEQ ID NO. 159 seqiiéncia de plasmideo LA3056
SEQ ID NO. 160 seqiiéncia de plasmideo L. A3488
SEQ ID NO. 162 segiiéncia de plasmideo LA3570
A invencdo serd agora descrita por referéncia aos seguintes,

exemplos ndo limitantes.

EXEMPLOS

Transformer
Exemplo 1-intron tra de Ceratitis capitata

Os requerentes prepararam uma inser¢io de um cassete de
intron Cctra em uma matriz de leitura aberta sintética (ORP). Duas versdes
desta emenda corretamente em mosca-do-mediterrdneo, em outras palavras a
emenda do cassete de intron Cctra fielmente recapitula o que seria
normalmente feito no contexto do gene de Cctra enddgeno. Isto foi para
produzir 3 variantes de emendas 3 (principais ou sozinhas) em fémeas, uma
das quais € especifica de fémea (chamada F1) enquanto as outras duas de
ambos, machos e fémeas (chamadas M1 e M2). Uma vez que cada um dos
transcritos ndo especificos de sexo contém material exdnico adicional com
codons de parada, os requerentes também realizaram isto de modo que apenas
a variante de emenda de fémea produz proteina funcional.

Cada uma destas construgdes (LA3077 e LA3097) tem o
intron Cctra flanqueado por TG e GT (para dar 5'.. TG\intron\GT...3'. Uma
constru¢do antiga, que ndo funciona perfeitamente, é LA1188. LA1118 &
completamente bem caracterizada - emenda € exatamente como acima exceto

que 4 nucleotideos adicionais sdo removidos. O intron estd no contexto
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5'...TGGCAC|intron|GT...3'; emenda remove 4 bases adicionais, isto &
5'...TG|GCACintron|G7...3' (figura 33).

Em todos os casos o intron é invariavel, e é simplesmente a
seqiiéncia de intron Cctra completa. Como é normal para introns, ele comega
com GT e termina com AG. Quase todos os introns come¢gam com GT, assim,
o uso de GC alternativo raro em LA1118 € surpreendente [introns GC-AG séo
uma alternativa conhecida - em um estudo em grande eséala, 0,5% de todos
introns foram notificados para uso de GC-AG (Burset et al., 2001), embora
isto possa ser subestimado, particularmente de introns alternativamente
emendados, dos quais talvez 5% poderiam utilizar GC-AG (Thanaraj e Clark,
2001)] .

Analise de RT-PCR foi efetuada em LLA3077, (uma construgdo
de retro-alimentagdo positiva com o intron Cctra na matriz de leitura aberta de
tTAV). Moscas adultas transformadas de ambos os sexos foram criadas em
dieta substancialmente livre de tetraciclina ("sem tetraciclina") por 7 dias.
Moscas foram entdo coletadas para extracido de RNA e RT PCR usando
iniciadores (HSP- SEQ ID NO. 104 e VP16 SEQ ID NO. 105) foram usados
para analisar o padrdo de emenda do intron CcTRA (Figura 34). Em duas
amostras de fémea os requerentes encontraram o padrido de emenda correto do
Cctra (776 bp, correspondendo a remocgdo precisa do intron Cctra) e nfo
notaram tal banda em machos.

Os requerentes encontraram que LA3077 e LA3097
correspondentemente deram uma letalidade especifica de fémea repressivel.
LA3077 foi testado fenotipicamente através de cruzamento de moscas
heterozigoticas de LA3077 para tipo selvagem, com e sem tetraciclina.
Letalidade de fémea variou de 50 a 70%. LA3097 (uma versdo modificada de
LA3077 por meio da qual o intron Cctra imediatamente segue o codon de
partida em tTAV ORF), demonstrou um nivel muito maior de letalidade

especifica de fémea, atingindo um maximo de 100% (Figura 35). O intron
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Cctra foi também inserido em tTAV2 na mesma posi¢do como LA3097, na
constru¢do LA3233, e isto deu um resultado fenotipico similar como LA3097
(Figura 35).

Os requerentes também prepararam transformantes de LA3077
em Drosophila. Fenotipicamente, a constru¢do funciona perfeitamente, isto &,
que ela € letal especifica de fémea altamente efetiva. No entanto,
sequenciamento das variantes de emenda de uma destas inser¢des demonstrou
que a emenda desta construgdo em Drosophila ndo é igual como é na mosca-
do-mediterraneo (SEQ ID NO. 57). O transcrito critico, aquele especifico de
fémea, € 0 mesmo em ambos, mas’ em pelo menos um dos transcritos nio
especificos de sexo € diferente. Ele incorpora ainda seqiiéncia exdnica extra,
com codons de parada, mas a jungdo de emendas nfo sdo exatamente iguais
(Figura 36). Esta observacdo é extremamente importante na medida em que
demonstra que esse método (regulagdo de expressio de gene por uso de
introns alternativamente emendados) pode ser bastante utilizado em toda uma
faixa filogenética.

Um teste simples para determinar se um regulador de emenda
exonica ainda ndo caracterizado (tais como melhoradores e supressores) pode
estar modificando a fun¢fo do intron emendado alternativamente, poderiam
incluir a realizagdo da construgio e introdugdo no tecido alvo, e entfio
examinar seu padrio de emenda. Em muitos casos isto nfo vai requerer a
transformagdo de linhagem germinal, assim, o teste pode ser bastante rapido,
por exemplo por expressdo transiente em células de cultura de tecido
apropriadas ou in vivo. Por exemplo, teste in vivo em insetos poderia ser
realizado liberando o DNA por microinje¢do. No entanto, como o versado
apreciard, microinje¢do junto com eletroporagdo, ou eletroporagdo,
transformagdo quimica, métodos balisticos, por exemplo, foram todos
utilizados em vérios contextos e tais métodos de introdugdo de plasmideo e

expressdo de proteina a partir dos mesmos sdo bem conhecidos na técnica.
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Os requerentes também realizaram recentemente e obtiveram
transgénicos com, o intron Cctra em um gene diferente (LA3014) (todos os
exemplos acima sdo tTAV). LA3014 contém uma fusdo ubiquitina - Reaper™®
a jusante de um intron Cctra. Dados fenotipicos (Figura 35) mostram que
LA3014 mosca-do-mediterraneo transgénica resultou em letalidade especifica
de fémea repressivel. Analise de RT-PCR em RNA extraido de machos e
fémeas adultos criados sem tetraciclina, usando iniciadores (HSP, SEQ ID
NO 74) e ReaperKR (SEQ ID NO. 75), demonstra que emenda correta estava
ocorrendo em fémeas (banda de 508bp) e nenhuma destas bandas foi
encontrada em machos (Figura 37). LA3166 € outra construgdo com o intron
Cctra localizado dentro da regido de codificagdo de ubiquitina fusionada ao
Reaper®, mas localizada em uma posigdo diferente em ubiquitina. LA3166
também produz um efeito letal especifico de fémea repressivel dominante na
mosca-do-mediterraneo (Figura 35).

Os requerentes também realizaram recentemente e obtiveram
transgénicos com construgdes baseadas em Cctra com "apenas intron" com
intron em um gene diferente (todos os exemplos acima estdo em tTAV ou
uma de suas variantes, isto é tTAV2 ou tTAV3). Estas construgdes funcionam
como previsto. Este € um resultado importante, deste modo mostrando que
ndo ocorrem seqiiéncias exoénicas essenciais em Cctra que os requerentes
simplesmente duplicaram (em fungfo, se ndo necessariamente em seqiiéncia)
por acaso, em tTAV. Também os requerentes realizaram construgdes ubi-
rpr" deste tipo (LA3014 e LA3166), o que também valida o método de fusio
de ubiquitina descrito acima.

A fim de demonstrar a faixa filogenética do intron Cctra, os
requerentes geraram LA3097 e LA3233 de Anastrepha ludens transgénico.
LA3097 e LA3233 foram selecionados para inje¢do em Anastrepha ludens
como demonstraram a melhor letalidade especifica de fémea em Ceratitis

capitata (ver exemplo 13). Dados fenotipicos foram gerados de 4 linhagens de
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LA3097 independentes e 1 linhagem de L.A3233 (ver figura 38). Letalidade
especifica de fémea foi geralmente pouco menor em Anastrepha ludens
quando comparada a C. capitata mas atingiu 100% em uma linhagem.

Anastrepha ludens transformada com L.A3097 e criada com
tetraciclina até eclos@o foram isolados e mantidos sem tetraciclina durante 7
dias. RNA foi entdo extraido e analise de RT-PCR foi realizada usando
iniciadores HSP (SEQ ID NO. 76) e TETRRI (SEQ ID NO. 77). O padrio
correto de emenda especifico de fémea (como F1) foi observado a partir de
RNA isolado em fémeas (348bp) mas ndo de machos demonstrando a func¢io
do intron Cctra em uma espécie diferente (figura 39)

A banda do macho mais brilhante e banda especifica de fémea
foram purificadas e precipitadas para sequenciamento. O transcrito especifico
de fémea foi verificado como sendo corretamente emendado nas fémeas de
mosca mexicana das frutas como esperado para LA3097:

LA3097: AGCCACCATG]IGT...intron...AG | GTCAGCCGCC

As duas seqiiéncias de flanqueamento acima sio SEQ ID
NOS. 2 e 3, respectivamente.

Exemplo 2: Intron tra de Bactocera zonata

Os requerentes isolaram o intron tra de Bactocera zonata (B.
zonata) (SEQ ID NO. 58) usando iniciadores ROSA1 (SEQ ID NO. 78),
ROSA2 (SEQ ID NO. 79), e ROSA3 (SEQ ID NO. 80).

Estas seqiiéncias de iniciadores foram designadas com base em
seqliéncia de codificacdo conservada de Ceratitis capitata e homologos tra de
Bactrocera oleae. Usando ROSA2 e ROSA3 ou ROSAl e ROSA3 como
iniciadores, o intron tra e sua regido de codificagdo de flanqueamento foram
amplificados de DNA gendmico de Bactrocera zonata. Entdo os requerentes
usaram estes produtos de PCR como um modelo e amplificaram o fragmento
de intron tra para fazer a construgio LA3376 (figura 31 e SEQ ID NO. 55).
Os iniciadores (BZNHE- SEQ ID NO. 81 e BZR-SEQ ID NO. 82) foram
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usados para fazer as construgdes; estes iniciadores contém seqiiéncias
adicionais para propositos de clonagem. O intron Bztra em LA3376 é clonado
em ORF de tTAV3 e também de Reaper™. Transformantes de mosca-do-
mediterraneo foram gerados e RNA extraido das moscas macho e fémea.

RT-PCR foi entdo realizado em ambos as emendas Reaper®
(HB- SEQ ID NO. 83) e ReaperKR SEQ ID NO. 84) e tTAV3 (SRY- SEQ ID
NO. 85) e AV3F- SEQ ID NO. 86). Os fragmentos esperados de 200bp para
Reaper™" e 670 bp para tTAV3, correspondendo a emenda em um padrio
equivalente ao transcrito de F1 de Cctra (Pane et al, 2002), foram gerados em
fémeas (figura 40).
Exemplo 3: Isolamento e emenda do intron tra de Ceratitis rosa (C. rosa,
mosca-de-natal).

Iniciadores ROSA2 (SEQ ID NO. 87) e ROSA3 (SEQ ID NO.
88) foram projetados baseados na seqiiéncia de codificacdo conservada de
Ceratitis capitata e Bactrocera oleae. Usando ROSA2 ¢ ROSA3 como
iniciadores, o intron tra e sua regido de codificagdo de flanqueamento foram
amplificados de DNA genomico de Ceratitis rosa (SEQ ID NO. 59). Entdo os
requerentes usaram os produtos de PCR como um modelo e amplificaram o
fragmento de intron tra para fazer as construgdes. Os iniciadores (CRNHE-
SEQ ID NO 89 ¢ CRR SEQ ID NO 90) foram usados durante a construgio de
LA3242 (SEQ ID NO. 56 e figura 32. L.A3242 contém intron de C. rosa na
extremidade 5' de ORF de ReaperKR. Embrides de Ceratitis capitata foram
injetados com DNA de LA3242, embrides injetados foram criados até idade
adulta em uma dieta substancialmente livre de tetraciclina. RNA foi extraido
de machos e fémeas adultos; isto foi usado como um modelo de RT PCR
usando iniciadores HB (SEQ ID NO. 91) e ReaperKR (SEQ ID NO. 92). A
banda de emenda especifica de fémea esperada (200bp), correspondendo a
emenda no padrdo equivalente ao do transcrito Fl1de Cctra, foi observada em

fémeas e ndo em machos (figura 41).
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Doublesex
Exemplo 4 - dsx Bombyx mori em PBW

A seqiiéncia de um homoélogo de Bombyx mori (bicho-da—sedé)
de Dsx de Drosophila (Bmdsx) foi previamente descrita e um produto de
emenda especifico de macho e de fémea foi identificado (Suzuki et al, 2001).
Ambos machos e fémeas usaram o mesmo 3' polyA, e hi dois éxons
especificos de fémea. Um trabalho sugeriu que a emenda especifica de sexo
ndo € dependente em tra/tra2, em outras palavras mesmo se o padrdo parece o
mesmo, o mecanismo subjacente pode ser diferente (Suzuki et al., 2001),
embora seus dados, principalmente a falta de sitios de ligagdo tra-tra2
reconheciveis, no entanto, ndo sejam atraentes. Além disso, uma construgfio
de minigene dsx de B. mori (contendo seqiiéncia exénica e seqiiéncia
introénica truncada) foi transformada no B. mori e os transformantes de
linhagem germinal mostram emenda especifica de sexo (Funaguma et al.,
2005).

Os requerentes geraram um minigene de Bmdsx com base na
seqiiéncia usada no trabalho de Funaguma et al, com algumas mudangas
significantes, e o injetaram na lagarta rosada para averiguar se se poderia
obter emenda especifica de sexo em uma espécie divergente. A construgio de
minigene, gerada pelos requerentes, ndo incluia éxon 1, que estd presente em
ambos, machos e fémeas. Além disso, os requerentes removeram o intron
entre éxon 3 e 4 (os dois éxons especificos de fémea), incluiram uma
seqiiéncia heterdloga (contendo sitios de clonagem multiplos, MCS), usaram
a seqiiéncia de melhorador/promotor de Hr5-IE1 do baculovirus AcNPV e
usaram uma seqiiéncia de terminagdo transcripcional de 3' derivada de SV40
(ver figura 42 para um esquema). Os fragmentos de éxon / intron de
flanqueamento individuais usados foram amplificados e recombinados juntos
por PCR e ligados em uma construgdo transportando um fragmento de

promotor melhorador Hr5/ IE1 e SV40 3' UTR (figura 22 e SEQ ID NO. 22).
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A3435 foi injetado nos embriGes da lagarta rosada
(Pectinophora gossypiella). As larvas do primeiro instar foram coletadas ap6s
5-7 dias e analisadas individualmente por RT-PCR (usando iniciadores IEl
transcr- SEQ ID NO. 93 e SV40-RT-P2- SEQ ID NO. 94) para determinar se
BMdsx pode sofrer emenda especifica de macho e fémea (figura 43). A
analise dos requerentes detectou a banda especifica de macho (prevista para
ser 442bp) em 4 amostras (Trilhas 1, 2, 3 e 4) e a banda especifica de fémea
(prevista para ser 612bp) em 1 amostra (Trilha 5).

A emenda correta de dsx B. mori em PBW demonstra que os
requerentes podem realizar (de fato realizaram) a expressdo especifica de sexo
de uma seqiiéncia heterdloga (aqui, MCS) em um lepiddptero utilizando um
sistema de emenda alternativa. Além disso, uma vez que este sistema de
emenda foi derivado de uma espécie heterdloga, isto sugere que tais
construgdes poderiam funcionar sobre uma extensa faixa filogenética. No
entanto, a identifica¢do de sistemas de emenda alternativa nas espécies de
interesse € também prevista, e métodos para identificar tais sistemas de
emenda alternativa sdo providos aqui ou serdo conhecidos do versado na
técnica. Ao prover um MCS no exemplo dos requerentes (ver figura 42), a
expressdo de uma seqiiéncia de interesse, por exemplo uma regido de
codificagdo de uma proteina de interesse poderia prontamente ser conseguida
inserindo-se a referida seqiiéncia. Se a referida seqiiéncia codificou uma
proteina apropriada, um fenétipo especifico de sexo, por exemplo letalidade
especifica de sexo condicional, poderia assim ser introduzido, por exemplo
em uma lagarta rosada.

Exemplo 5: Isolamento de dsx de traga das macis e péras

O gene dsx da traca das magds e péras (Cydia pomonella) foi
isolado efetuando 3' RACE usando iniciadores que foram baseados em
alinhamentos de seqiiéncia de B. oleae, B. tyroni, C. capitata, D.

melanogaster, B. mori, e A. gambiae. RNA foi isolado de uma traga das macas
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e péras, macho e fémea, e 3' RACE, para gerar cDNA, foi realizado usando o
iniciador de TT7T25 (SEQ ID NO. 95).

PCR foi realizado usando os iniciadores dslc (SEQ ID NO.
96) e TT7 (SEQ ID NO. 97). Dois ciclos de PCR aninhado foram entio
realizados no produto do primeiro PCR usando os iniciadores codling2a (SEQ
ID NO. 98) e TT7 (SEQ ID NO. 99) e o produto do segundo ciclo de PCR
usando Codling2b (SEQ ID NO. 100) e TT7. As seqiiéncias especificas de
macho e fémea isoladas compartilham a similaridade de seqiiéncia a
homologos dsx previamente isolados (Macho-SEQ ID NO. 43 e Fémea- SEQ
ID NO. 42).
Exemplo 6: Isolamento de PBW dsx

O gene dsx da lagarta rosada foi isolado realizando 3' RACE
usando iniciadores que foram baseados em alinhamentos de seqiiéncia de B.
oleae, B. tyroni, C. capitata, D. melanogaster, B. mori, e A. gambiae. RNA foi
isolado de uma traga das magds e péras, macho e fémea, e 3' RACE, para
gerar cDNA, foi realizado usando TT7T25 (seqiiéncia definida aqui). PCR foi
realizado usando os iniciadores Pbwdsx2 (SEQ ID NO. 101) e TT7 (SEQ ID
NO. 102). PCR aninhado foi entdo realizado no produto do primeiro PCR
usando os iniciadores Pbwdsx3 (SEQ ID NO. 103) e TT7. Trés seqiiéncias
especificas de fémea foram isoladas: PBWdsx-F1 (SEQ ID NO. 40),
PBWdsx-F2 (figura 10), e PBWdsx-F3 (SEQ ID NO. 71) e uma seqiiéncia
especifica de macho (SEQ ID NO. 42). As seqiiéncias especificas de macho e
fémea isoladas compartilham similaridade de seqiiéncia a homoélogos dsx
isolados previamente.
Exemplo 7: dsx em Anopheles gambiae

A seqiiéncia do gene dsx de Anopheles gambiae foi
previamente descrita (Scali et al 2005). No entanto, quando os requerentes
tentaram repetir o trabalho descrito, eles verificaram que existiam algumas

diferengas na emenda que ocorre. Quando os requerentes tentaram repetir a



10

15

20

25

56

amplificagdo do transcrito especifico de fémea usando iniciadores projetados
da seqiiéncia de mRNA (Acesso; AY903308 de seqiiéncia de codificagio de
fémea e AY903307 de seqiiéncia de codificagdo de macho), a amplifica¢do
falhou. No entanto, quando Scali e colaboradores mostraram que havia um
éxon compartilhado, o que ndo tinha sido previamente descrito, os requerentes
projetaram iniciadores para amplificar o transcrito e gene dsx completo.
Usando estes iniciadores e iniciadores projetados a partira da seqiiéncia de
DNA gendmico (Acesso; GI: 19611767) os requerentes verificaram que a
emenda do transcrito de fémea € diferente daquele descrito por Scali et al
2005 (figura 44). O transcrito mostrou que o €éxon de fémea estava em uma
posicdo diferente. Ha varias explicagbes para estas diferencgas, mas as mais
provaveis sdo ou algum tipo de diferenga de cepa nos Anopheles, que os
requerentes usaram para obter dados, ou a seqiiéncia publicada ndo é de
Anopheles gambiae, ou se tem mais de uma isoforma de fémea, como
mostrado para Stegomyia aegypti no Exemplo 20.

Os requerentes também usaram com sucesso iniciadores,
projetados em torno de sua versdo da emenda de dsx de Anopheles gambiae,
que sdo capazes de distinguir entre machos e fémeas de Anopheles gambiae
(figura 45). Isto fornece uma boa evidéncia de que o sistema sera funcional
como um mecanismo de emenda especifica de sexo quando fusionado a uma
proteina de interesse, como tTAV ou uma matadora.

O gene dsx de Anopheles gambiae que os requerentes isolaram
do DNA gen6mico, que tem varias mudangas na seqiiéncia nucleotidica
comparada com a seqiiéncia gendmica relatada, foi clonado em LA3359 (SEQ
ID NO. 47) e LA3433 (SEQ ID NO. 48), cujos esquemas podem ser
encontrados nas figuras 23 e figura 24, respectivamente.

Exemplo 8: dsx em Stegomyia aegypti
A emenda do gene parece ser similar a dsx Anopheles gambiae

(Scali et al 2005). O gene dsx de Stegomyia aegypti esta ilustrado
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diagramaticamente na figura 47 ou 48. O transcrito especifico de macho (M1)
¢ produzido que nfo inclui éxons 5a ou 5b. Duas variantes de emenda
especifica de fémea (F1 e F2) tém a seguinte estrutura; F1 compreende éxons
1-4, 5a, 6 e 7 mas ndo 5b, F2 compreende éxons 1-4 e 5b (figura 46). Além
disso, mais um transcrito (C1) esta presente em ambos, machos e fémeas; isto
compreende €xons 1-4 e 7, mas ndo éxons 5a, 5b ou 6.

A emenda do gene parece ser similar a dsx Anopheles gambiae
(Scali et al 2005). O gene dsx de Stegomyia aegypti é ilustrado
diagramaticamente na figura 47 ou 48.

Actin 4

Exemplo 9: Gene Actin-4 de Stegomyia aegypti

Uma forma de obter expressio especifica de sexo, de tecido e
de estagio de um gene de interesse € liga-lo ao gene Actin-4 de Stegomyia
aegypti (AeAct-4). Esse gene € apenas expressado no desenvolvimento de
musculos aptos a voar de Stegomyia aegypti fémea (Munoz et al 2004). Eles
foram usados em hibridizagdo in-situ para um RNA detectar o perfil de
expressdo de AeAct-4. Tomou-se um fragmento do gene Actin-4 de
Stegomyia aegypti, compreendendo uma regido de promotor putativa, um
intron emendado alternativamente, e uma se¢do de regiio ndo traduzida 5'
(UTR) e colocou-se na frente da seqiiéncia codificando para tTAV (figura 49)
para testar a fung@o da emenda especifica de sexo quando fusionada a tTAV.

Os requerentes integraram LA1172 no genoma de Stegomyia
aegypti usando piggyBac. Duas linhagens independentes foram geradas
(linhagens 2 e 8). Ambas as linhagens mostraram a emenda correta do gene
Actin-4-tTAV (figuras 50 e 51). O promotor de Actin-4 e intron emendado
alternativamente podem, por esta raz3o, ser usados com sucesso para prover a
emenda especifica de sexo, de tecido e de estigio de um gene de interesse em

Stegomyia aegypti.

Descricao das figuras e das listagens seqiiéncia de exemplos 1-9



10

15

20

25

58

Figura 19: Um uso do elemento P na gera¢io de expressio
especifica de linhagem germinal de um gene de interesse (Gene E).

Inser¢@o do elemento P IVS3 e seqiiéncias de flanqueamento
exOnicas a montante de uma fusdo de ubiquitina - gene E que permite a
expressdo especifica de linhagem germinal de gene E sob um promotor ativo
de linhagem germinal. A - Promotor ativo de linhagem germinal; B - Matriz
de leitura aberta de elemento P; C - P intron 'TVS3'; D - Ubiquitina; E -
Regido de codifica¢do de proteina de interesse por exemplo tTAV.

Figura 20: Expressﬁq especifica de sexo usando dsx.

A: Intron usado como intron Cctra acima, mas dando
expressdo especifica de macho.Um fragmento de dsx (aqui a versio de
Anopheles) € inserido em uma regido de codificagdo heterdloga (caixas
sombreadas). O intron estd completamente removido em machos, mas em
fémeas a regido de codificagdo é prematuramente terminada.

B: Uma abordagem alternativa a expressdo especifica de
macho, no qual uma regido de codificagdo heterdloga é fusionada a um
fragmento de dsx.

C: Expressdo especifica de fémea: a regido de codificacio
heterdloga esta inserida no éxon especifico de fémea, ou como uma fusio na
matriz para um fragmento de Dsx, ou com seus prdprios cédons de partida e
parada.

D: Expressdo diferencial: projetos B e C podem ser
combinados para resultar na expressdo de gene a em fémeas e b em machos.

Figura 21: Emenda alternativa especifica de sexo de Cctra

A: Cctra € emendado em fémeas para produzir trés transcritos:
F1, que codifica proteina Tra, e M1 e M2, que ndo codificam, porque eles
incluem éxons adicionais com codons de parada (re-escrito de Pane et al.
2002). Machos prbduzem apenas transcritos M1 e M2 e assim ndo produzem

proteina Tra funcional de todo.
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B: Se esse intron for para funcionar similarmente em uma

regido de codificagdo heterdloga, isto similarmente permitiria s fémeas, mas

ndo aos machos, produzir proteina funcional X.

Figura 22: Representacdo diagramatica de construgdo
pLA3435/ plasmideo (SEQ ID NO.46).
Figura 23: Mapa de plasmideo de pLLA3359 do gene dsx de

Anopheles gambiae colocado sob o controle de um promotor Hr5-IE1 para

avaliar a emenda via expressdo transiente .

Figura 24: pLA3433 - gene dsx de Anopheles gambiae

colocado sob o controle de promotor Hr5-IE1, com adi¢do de éxon 2, para

avaliar a emenda através de expressdo transiente .

pLA1188.

pLA3077.

pLA3097.

pLA3233.

pLA3014.

pLA3166.

pLA3376.

pLA3242.

Figura 25: Representagdo esquemadtica

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura 33: Seqiiéncia de flanqueamento de Cctra

26:

27:

28:

29:

30:

31:

32:

Representacio

Representacao

Representagdo

Representagio

Representagdo

Representacio

Representacdo

esquematica

esquematica

esquematica

esquematica

esquematica

esquematica

esquematica

de

de

de

de

de

de

de

de

construcao

construc¢ao

constru¢ao

construgao

constru¢ao

constru¢ao

construc¢ao

constru¢ao

Emenda do intron Cctra em LA3077 e LA3097 é exatamente
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como seria vista no intron Cctra nativo. Emenda em LA1118 resulta na
remog¢do de 4 nucleotideos adicionais. Em todos os casos os introns sdo
flanqueados por éxon TG exonico 5' e 3' GT.

Figura 34: Gel mostrando emenda especifica de sexo
correta de intron(s) derivada de CcTra (banda de 776 bp em fémeas) em
Ceratitis capitata transformada com LA3077. Trilha 1: Marcador
(SmartLadder™ de Eurogentec, bandas de aproximadamente 0,8, 1,0 e 1,5kb
sdo indicadas); Trilhas 2 e 3: Ceratitis capitata LA3077 /+ machos; Trilhas 4
e 5: Ceratitis capitata LA3077 /+ fémeas.

Figura 35: Dados fenotipicos de construgoes especificas de
féemea transformadas em Ceratitis capitata.

Coluna 1: Designagdo de constru¢do LA#, por exemplo
LA3077, LA3097, LA3233, etc, é indicada pelo niimero, com linhas de
inser¢do independentes referidas por letra; Colunas 2 e 3: Resultados sem
tetraciclina (NT) resulta de cada linhagem transformada obtida nos machos
totais (2) e fémeas totais (3). Colunas 4 e 5: Tetraciclina (TET) resulta de
cada linhagem transformada dada em machos totais (4) e fémeas totais (5).

Figura 36: transcritos de construgoes de intron Cctra em
Drosophila e Ceratitis capitata.

A linha de topo representa o DNA de construgdo contendo
intron tra flanqueado por gene desejado (a caixa aberta). A caixa vermelha
representa os éxons especificos de macho. Introns s3o representados por
linhas sélidas. A seta acima da primeira linha representa as posi¢des dos
oligonucleotideos usados nos experimentos de RT-PCR. A barra indica a
escala da figura.

Figura 37: Gel mostrando emenda especifica de fémea
correta de seqiiéncia derivada de CcTRA (banda de 508bp) em Ceratitis
capitata de fémea transformada com LA3014. Trilha 1: Marcador

(SmartLadder™ de Eurogentec, bandas de aproximadamente 0,4 e 1,0kb sdo
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indicadas); Trilha 2: Ceratitis capitata 1. A3014 /+ macho; Trilha 4: Ceratitis
capitata LA3014 /+ fémea; Trilhas 3 e 5: sem controles negativos de
transcriptase reversa (banda de fundo, provavelmente de DNA gendmico,
pode ser vista nas trilhas 2 e 4).

Figura 38: Dados fenotipicos de Amnastrepha ludens
transgénico transformado com LA3097 ou LA3233. Coluna 1: Construgio
La# (LA3097 ou LA3233) indicou, com linhas de inser¢do independentes
referidas por letra; Colunas 2 e 3: nfo tetraciclina (NT) resulta de cada
linhagem transformada obtida em machos totais (2) e fémeas totais (3).
Colunas 4 e 5: Tetraciclina (TET) resulta para cada linhagem transformada
dada em machos totais (4) e fémeas totais (5).

Figura 39: Gel mostrando emenda especifica de sexo
correta de emenda CcTRA (banda de 348bp em fémeas) em Anastrepha
ludens transformada com LA3097. Trilha 1 : Marcador (SmartLadder™ de
Eurogentec, bandas de aproximadamente 0,4 e 1,0kb sdo indicadas); Trilhas
2,3 e 4: A. ludens LA3097 /+ machos; Trilhas 5, 6 € 7: A. ludens LA3097 /+
fémeas. '

Figura 40: Gel mostrando emenda especifica de sexo
correta de BZTRA em ReaperKR (banda de 200 bp em fémeas) e tTAV3
(banda de 670 bp em fémeas) regides de LLA3376, em Ceratitis capitata
transformada com LA3376. Trilha 1: Marcador (SmartLadder™ de
Eurogentec, bandas de aproximadamente 0,2, 0,6 e 1,0kb sdo indicadas);
Trilhas 2 e 3: C. capitata LA3376 /+ machos testadas para emenda em
ReaperKR; Trilhas 4 e 5: C. capitata LA3376 /+ fémeas testadas para emenda
em ReaperKR; Trilha 6: SmartLadder™; Trilhas 7 e 8: C. capitata 1LA3376 /+
machos testada para emendas em tTAV; Trilhas 9 e 10: C. capitata 1L.A3376
/+ fémeas testadas para emenda e, tTAV; Trilha 11: SmartLadder™,

Figura 41: Gel mostrando emenda de CrTRA especifica de
sexo correta em CrTRA - ReaperKR (banda de 200 bp em fémeas) em
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Ceratitis capitata injetada com LA3242. Trilha 1: Marcador (SmartLadder™
de Eurogentec, bandas de aproximadamente 0,2, 0,6 ¢ 1,0kb sdo indicadas);
Trilhas 2-7: C. capitata machos de tipo selvagem injetados com LA3242;
Trilha 8: SmartLadder™; Trilhas 9-14: C. capitata fémeas de tipo selvagem
injetadas com LA3242; Trilha 15: SmartLadder™.

Figura 42: Representacio esquemaitica de construcio de
minigene Bmdsx.

Duas construgdes de minigenes derivadas do gene dsx de
Bombyx mori sdo ilustradas diagramaticamente, junto com a emenda
alternativa prevista destas construgdes (padrio de fémea mostrado acima da
construgdo, padrdo de macho abaixo). (A) ¢ a constru¢do de minigene dsx de
Bombyx mori usada em Funaguma et al., 2005) (B) é pLA3435. A ¢ B
diferem entre si de varias formas: (i) Exon 1 é excluido de pLA3435 (ii) o
intron entre éxons especificos de fémea 3 e 4 foi removido e uma seqiiéncia
heterdloga pequena foi inserida em pLA3435 (iii) Funaguma et al., usam o
promotor iel do baculovirus BmNPV ¢ um BmA 33' UTR comparado com
pLA3435 que usa melhorador/promoter hr5-IE1 do baculovirus AcNPV de e
um 3' SV40 3' UTR. (iv) pLA3435 usa as seqiiéncias de intron ligeiramente

mais longas quando comparadas com (A) (ver figura 15 para seqiiéncia). Duas

construgdes de minigenes derivadas do gene dsx de Bombyx mori sdo
ilustradas diagramaticamente, junto com a emenda alternativa prevista destas
construgdes (padrdo de fémea mostrado acima da construgdo, padrio de
macho abaixo).

Figura 43: Emenda especifica de sexo de construcio de
minigene BMdsx em PBW.

Analise de expressdo transiente de pLA3435 usando RT-PCR
mostra a presenga de um fragmento de 442 bp (Trilhas 1,2,3 e 4) em machos e
um fragmento de 612 bp em fémeas (Trilha 5), mostrando que o minigene

BMdsx com um fragmento heterélogo inserido entre éxon 3 e 4 é capaz de
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emendar corretamente na traca divergente, PBW. Marcadores sdo
SmartLadder™ de Eurogentec; bandas de aproximadamente 0,2, 0,4 e 0,6 kb
sdo indicadas

Figura 44: Emenda especifica de sexo de dsx Anopheles
gambiae.

Anofelos (A) mostram a emenda que foi relatada por Scali et
al 2005. No entanto, quando RT- PCR foi realizado usando os iniciadores dos
requerentes (spl-agdsx-e3 (SEQ ID NO. 60) e spl-agdsx-m (SEQ ID NO. 61))
um padrdo de emenda diferente para fémeas foi revelado, representado por
Anbéfelos (B).

Figura 45: Identificacdo de Anopheles gambiae macho e
fémea usando iniciadores dsx.

RNA foi extraido da Anopheles gambiae macho e fémea e os
transcritos de dsx foram amplificados por RT-PCR usando os iniciadores spl-
agdsx-e3 (SEQ ID NO. 62) e spl-agdsx-m (SEQ ID NO. 63); o padrdo de
banda resultante ¢ mostrado no gel acima. As bandas esperadas para os
transcritos de macho e fémea. sdo indicadas por setas brancas, as bandas
foram clonadas e seqiienciadas e sdo idénticas a seqiiéncia prevista da versio
dos requerentes de transcrito de dsx (ver SEQ ID NO. 47 (LA3359) e SEQ ID
NO. 48 (LA3433)). Os marcadores de peso molecular sdo mostrados em kb
(SmartLadder™ de Eurogentec; tamanhos sdo aproximados).

Figura 46; Identificacdo de Stegomyia aegypti macho e
fémea usando iniciadores dsx.

Os iniciadores para o RT-PCR de Stegomyia aegypti de A ¢ B
foram AedesxFl (SEQ ID NO. 64) e AedesxRS5 (SEQ ID NO. 65) e foram
testados em pupas, um estagio de vida de Stegomyia aegypti que pode ser
sexuado convenientemente e corretamente; a amplificagdo de RT-PCR
resultante é mostrada na imagem em gel (A). As pupas, macho e fémea,

mostram uma banda especifica de sexo distintiva. Entdo os iniciadores foram
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testados em extragcdes de RNA de larvas, que ndo podem ser prontamente
sexuadas por sua morfologia e a amplifica¢cdo de RT-PCR resultante mostrada
em imagem em gel (B). As larvas mostram um padrdo de banda claro que
distingue machos de fémeas sem ambigiiidade. Imagem em gel (C) mostra
uma banda de aproximadamente 600 bp de RT-PCR usando os iniciadores
AedessxF1 e AedesxR2 (SEQ ID NO. 66) de pupas de individuos machos e
fémeas. O sequenciamento desta banda mostrou uma variante de emenda
especifica de fémea a qual parece nfo possuir o éxon compartilhado de macho
para o qual AedesxRS € previsto se recombinar (éxon 7, ver figura 56). Os
marcadores de peso molecular sdo mostrados em kb (SmartLadder™ de
Eurogentec; tamanhos sdo aproximados).

Figura 47: Representacio diagramatica de parte do gene
dsx de Stegomyia aegypti (fora de escala).

Um fragmento do gene dsx de Stegomyia aegypti é
representado acima. Exons 5a e 5b sdo especificos de fémea e éxon 6 é um
éxon especifico de macho. Duas variantes de emendas especificas de fémea
foram encontradas (Fl e F2) as quais compreendem éxons 1-4,5b,6 ¢ 7 (F1) ou
1-4,5a (F2); transcritos em machos (M1) compreendem éxons 1-4,6 € 7 mas
ndo €xon 5a ou 5b e um transcrito (C1) de 1-4 e 7 mas nédo éxons 5a, 5b ou 6
¢ mostrado em machos e fémeas. O numero para cada um dos éxons apds #
refere-se a contig 1.370

(http://www.broad.mit.edw/annotation/disease vetor/Aedes

aegypti/), que se léem orientagdo oposta, e apos * refere-se a seqiiéncia
nucleotidica mostrada em SEQ ID NO. 43.

Figura 48: Representacio diagramatica do gene dsx de
Stegomyia aegypti.

O gene dsx completo de Stegomyia aegypti é representado
acima Exon 5 é o éxon especifico de fémea e éxon 6 é um éxon putativo

especifico de macho. Em principio, transcritos em fémeas compreendem
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éxons 1,2,3,4,5 e 7, e machos compreendem éxons 1,2,3,4,6 ¢ 7. O ntimero de
cada um dos éxons apds # refere-se ao contig 1.370

(http://www.broad.mit.edu/annotation/disease vector/Aedes

aegypti/) que se 1€ na orientagdo oposto, e apos * refere-se a figura 12.

Figura 49: Mapa de Plasmideo de pLA 1172.

A regido de codificagdo para tTAV foi colocada sob o controle
de um fragmento do gene Actin-4 de Stegomyia aegypti (Munoz et al 2005)
que inclui o 5' UTR, primeiro intron, e seqiiéncias a montante (promotor
putativo). A construgdo também contém seqiiéncia tetO Nipper. A constru¢io
tem extremidades de tipo piggyBac e um marcador de DsRed2 para
integragdo estavel em um genoma.

Figura 50: Emenda especifica de sexo de tTAV em
transformantes LA1172.

Imagem em gel de RT-PCR de RNA extraido de pupas
machos e fémeas de LA 1172 linhagem 2 . Os iniciadores usados foram
Agexonl (SEQ ID NO. 67) e Tra (tTAV) seq+ (SEQ ID NO. 68).
Sequenciamento das bandas de RT-PCR mostrou a emenda esperada
ocorrendo em machos e fémeas. Os dados mostrados no diagrama acima sio
de LAI1172 linhagem 2, a linhagem 8 mostrou exatamente os mesmos
resultados (dados ndo mostrados). Marcadores sdo SmartLadder™ de
Eurogentec; tamanhos aproximados sdo indicados, em kb).

Figura 51: RT-PCR de amostras de tipo selvagem,
mostrando variante de emendas especificas de sexo do gene Actin-4 de
Stegomyia aegypti.

Imagem em gel de RT-PCR de RNA extraida de diferentes
estagios de desenvolvimento, e dissecagdes de adultos, de LA1172 linhagem
8 . Os iniciadores usados foram Agexonl (SEQ ID NO. 69) e Exon 3 (SEQ
ID NO. 70). A imagem em gel mostra que a expressdo forte do gene Actin-4

apenas ocorre no estagio de pupa, e que a expressdo de adulto é geralmente
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limitada para o térax de fémea onde os musculos de véo sdo encontrados.

Tabela 17, abaixo mostra os conteudos de cada trilha.

Tabela 1.
E = conjunto de ~ 100 embrides MH = cabec¢a de macho adulto
L4 = larva no quarto instar MT = térax de macho adulto

ME = pupa de macho precoce (<4 MA = abdome de adulto macho

horas de vida)

FE = pupa de fémea precoce (<4 ) FH = cabeca de fémea adulta

MP = pupa de macho FT = térax de fémea adulta

FP = pupas de fémea FA = abdome de fémea adulta
- vé = controle de 4gua

OUTROS EXEMPLOS
Exemplo 10: Tracas.

Os requerentes realizaram recentemente construgdes baseadas
em seus dados de expressdo transiente usando uma construgdo de minigene
recombinante derivada de Bombyx mori. Isto ainda é discutido abaixo na

"

se¢do intitulada alinhamento de seqliéncia dsx de traga e motivos
conservados”
Exemplo 11: Uso de Bztra

Os requerentes realizaram recentemente duas construgdes
baseadas em Bztra, expressadas na mosca mexicana das frutas (LA3376).
LA3376 concede letalidade especifica de fémea repressivel. Os requerentes
previamente mostraram que LA3376 fuhciona e emenda corretamente em
mosca-do-mediterrdneo. Transformantes em mosca mexicana das frutas
(Anastrepha ludens) também foram gerados com LA3376. Estes foram
analisados para emenda correta do intron Bztra a fim de demonstrar a faixa
filogenética do intron Bztra por RT-PCR usando iniciadores SRY e AV3F
(figura 15 e "géis de RT-PCR de mosca-do-mediterraneo " segdo acima). Isto
mostra uma emenda correta do intron Bztra em mosca mexicana das frutas.
Exemplo 12: Dmdsx em mosca-do-mediterraneo (DmDsx em exemplo de

mosca-do-mediterrianeo transgénica: fusio nipper em #797)

Os requerentes também obtiveram recentemente dados em
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uma constru¢do de Dmdsx em mosca-do-mediterraneo. A constru¢do usou um
fragmento do gene doublesex em Drosophila melanogaster para dar
expressdo especifica de sexo de um fragmento de gene NipplDm de
Drosophila melanogaster (os requerentes chamam este fragmento "nipper").
Os requerentes ndo notaram uma emenda especifica de sexo clara. No
entanto, os dados fenotipicos mostram alguma especificidade de sexo; os
requerentes notaram a letalidade aumentada de fémeas, a cerca de 75% de
penetracdo. Como evidente, esta penetrancia incompleta poderia ser devido a
nivel de expressdo, falta de toxicidade de nipper em mosca-do-mediterraneo,
etc. Os requerentes também notaram uma significante redugdo no numero de
machos, mas a fonte de tTA, LA670, usada neste experimento poderia ela
propria matar alguns dos machos.

Os requerentes testaram trés linhagens transgénicas de mosca-
do-mediterrdneo independentes que transportam uma fusdo de nipper para
seqiiéncia DmDsx que se destinava a ser expressada especificamente em
fémeas. Esta constru¢do pode ndo ter funcionado perfeitamente possivelmente
devido a seqiiéncia essencial de emenda alternativa correta e/ou os sitios de
ligacdo Sxl requeridos por DmDsx, € uma vez que a mosca-do-mediterrineo
ndo usa Sxl na via de determinagdo de sexo, DmDsx pode estar incapaz de
emendar completamente esta fusdo na forma correta em mosca-do-
mediterraneo. No entanto, os requerentes alcangaram sucesso em causar de
modo reprodutivel uma letalidade aumentada em fémeas comparada aos
machos através de trés linhagens em uma eficiéncia muito similar
(aproximadamente 75% mais letalidade observada em fémeas do que em
machos). Isto demonstra que o sistema dsx pode funcionar através de espécies
de parentesco bastante distante (separag@o evoluciondria é em torno de 120-
150 milhdes de anos), e se a seqiiéncia Ccdsx foi usada, pode ter bem
funcionado devido a exigéncia de SxI de Dmdsx .

Os resultados de 797 s3o mostrados abaixo, usando um



10

15

68

sistema nipper de emenda Tet014 dsx (Pub EGFP). Eles mostram que este
sistema ¢ letal em um estdgio larval ( ~50%), e € provavel ser atuante com
maior sucesso em fémeas (~75%). 797 é marcado com verde (G), 670 com
vermelho (R). 670 ¢ uma fonte de tTAV, assim, espera-se ver um fenétipo nas
moscas R+G; G (e R) sfo apenas controles. NF nfo fluorescente (isto € tipo
selvagem) € também um controle onde incluido. Toda a progénie criada em
meio livre de tet.

Todas as trés linhagens independentes vistas como atuando de

maneira similar.

797A/797A M2 x 670A/+: -
Pupas Adultos Machos : Fémeas

G 184 176 85:91

R+G 74 57 44:13

797C/797C M1 x 670A/+:

Pupas Adultos Machos : Fémeas
G 169 157 89:68
R+G 94 67 54:13
797C/797C M2 x 670A/+:

Pupas Adultos Machos : Fémeas
G 406 377 179:198
R+G 171 147 121:26
670A/+ x 797C/+ M2:

Pupas Adultos Machos : Fémeas
NF 198 192 92:100
G 162 147 67:80
R 149 72 43:29
R+G 45 22 20:2

Meédia de todas as 3 linhagens: numero de fémeas R+G = 21%
do niimero de machos R+@G, assim, a mortalidade em excesso substancial em
fémeas R+G com relagdo a machos. Esse efeito ndo é visto em fémeas de
controle R apenas ou G apenas, nem em tipo selvagem.

Exemplos 13-15:
Os requerentes demonstraram recentemente :

(5) emenda especifica de sexo em construgdes de minigene
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baseadas em Aadsx recombinante ;

(6) fenotipo especifico de sexo de uma construgdo baseada em
Cctra; e

(7) emenda especifica de sexo em construgdes baseadas em
Aedes - Actin4.

Pelo menos alguns de cada um destes exemplos ndo apenas
mostram minigenes, mas realmente mostram emendas para gerar
tTAV/tTAV2 ou ubi tTAV?2
Exemplo 13: Minigenes doublesex (dsx) de Aedes

Ver também secdo intitulada Sitios de ligagdo dsx Tra2 de
Aedes. Os requerentes isolaram o gene dsx de Aedes aegypti (Aadsx) e
identificaram 6 transcritos desta regido (figura 1). Estes sdo: 2 transcritos
especificos de machos (M1 e M2), 3 transcritos especificos de fémeas (F1, F2
e F3) e um transcrito encontrado em ambos, machos e fémeas (MF). Os
requerentes realizaram duas construgdes de minigenes. Nestas construgdes, a
grande maioria da seqiiéncia intronica foi deletada. Por exemplo, minigene 1
de DSX € aproximadamente 4,4kb em comprimento, considerando que suas
seqiiéncias terminais sdo separadas por aproximadamente 26kb em seu
contexto natural, isto €, no DNA gendmico de Aedes aegypti.

A emenda em minigene 2 da figura 1 € ilustrativa como
emenda ocorre na forma de "fémea" em ambos, machos e fémeas. Isto pode
significar que esse sistema depende de uso de aceitador de emenda
alternativa. Nesse modelo, ocorre competi¢do entre aceitadores de emenda
alternativas, com algum fator especifico de sexo influenciando isso, o fator
especifico de sexo provavelmente sendo Tra. Mas a delegdo dos aceitadores
de emenda 3' de M1 e M2 forga a emenda nas formas F, por remog¢do da
alternativa.

Assim, prefere-se que um ou mais dos aceitadores de emenda

3' especificos de fémea (F1 e/ou F2) sejam providos junto com um aceitador
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de emenda 3' adicional. O mais preferivel, referido aceitador de emenda
adicional € o aceitador de emenda 3' de variante de emenda de M1 ou M2 (ou
ambos), embora seja previsto que isto ndo € essencial pois outros aceitadores
de emenda 3' conhecidos irdo provavelmente funcionar.

Figura 1 ilustra os varios transcritos produzidos por emenda
alternativa do gene doublesex de Aedes aegypti (Aadsx). Sera notado que
Aedes aegypti é também conhecido como Stegomyia aegypti. A figura mostra
o gene Aadsx do quarto éxon, que ndo € emendado alternativamente, isto &,
estd presente em todos os transcritos discutidos aqui. Numeragdo é do
primeiro nucleotideo do quarto éxon (acgacgaact...). Note-se que o diagrama
esta fora de escala — os introns sdo muito mais longos que os éxons. A regido
alternativamente emendada total compreende acima de 43kb.

Este fragmento de minigene foi incluido em uma construgdo
de expressdo (LA3515). Aedes aegypti transgénicos foram gerados por
recombinagdo especifica de sitio no sitio de attP, usando o método de Nimmo
et al (2006 : Nimmo, D.D., Alphey, L. Meredith, J.M. e Eggleston, P (2006).
High efficiency site-specific genetic engineering of the mosquito genoma.
Insecto Molecular Biology, 15: 129-136)

Um segundo minigene, menor, foi construido similarmente
(minigene 2 de DSX) e uma construgdo de expressdo para este foi inserida no
mesmo sitio de atfP como minigene 1 de DSX, para permitir comparagdo
direta (LA3534). Minigene 2 de DSX ndo mostrou emenda especifica de
sexo. Isto indica que as seqiiéncias presentes em minigene 1 de DSX mas ndo
em minigene 2 de DSX (aproximadamente 2029bp, ver Fig 1 ¢ SEQ ID NO.
150, onde éxons s3o encontrados nas posi¢des 29-163 e 1535-2572) sdo
essenciais para a emenda alternativa correta, mesmo se o primeiro intron
emendado alternativamente, e a seqiiéncia exOnica imediatamente
flanqueando o mesmo, estiverem presentes em ambas construgdes.

Os requerentes produziram duas linhagens transgénicas
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(LA3491 e LA3534) usando construgdes de minigenes de gene dsx de Aedes
aegypti. LA3491 é uma fusdo de éxon 4 compartilhado, éxons de cassete
especificos de fémea, e parte do primeiro éxon 3' compartilhado (éxon 5 em
M1 transcrito).

Transcritos da regido de minigene LA3491 foram analisados
por PCR de transcriptase reversa (RT-PCR) e sequenciamento. Transcritos
correspondendo a emenda alternativa na forma de F2 foram encontrados em
fémeas mas ndo em machos (Fig 2 e 3) e na forma F1 ocorreu alguma
expressdo de macho mas ela foi muito baixa (Fig 4). Enquanto transcritos
correspondendo a forma de M1 foram detectados em machos mas ndo em
fémeas (Fig 2). Uma vez que o minigene ndo continha o aceitador de emenda
de 3' da variante M2, este transcrito ndo foi possivel a partir desta construgéo.
Esse minigene ndo contém qualquer seqiiéncia exdgena, embora o mesmo
demonstre claramente emenda especifica de sexo de um fragmento de Aadsx,
de fato um fragmento de "minigene" altamente deletado.

Sera evidente que algumas seqiiéncias sdo importantes para
controlar emenda e devem ser, assim, conservadas, como discutido em outra
parte. Isto pode ser facilmente estabelecido por delego de algumas porgdes e
teste para emenda alternativa por RT-PCR por exemplo.

Figura 2 mostra RT-PCR de machos e fémeas de linhagem

'transgénica de Aedes aegypti LA3491 usando os iniciadores 688 - iel-transcr

(SEQ ID NO. 4) e 790 - Aedsx-m-r2 (SEQ ID NO. 5). Usando estes
iniciadores, emenda no padrdo de F2 iria dar uma banda de aproximadamente
985bp enquanto emenda no padrio de M1 iria dar uma banda de
aproximadamente 516bp. Uma banda de aproximadamente 985bp (F2)
apareceu apenas em trilhas representando fémeas e uma banda de
aproximadamente 516bp de transcrito 1 especifico de macho (M1) apareceu
apenas em machos. Estes bandas foram seqiienciadas e mostraram que a

emenda correta tinha ocorrido, isto € tipo F2 e tipo M1 respectivamente. A
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auséncia de bandas nos controles de RT (-RT CON) mostra que nio houve
contaminagdo de DNA gen6mico mas amostras. Trilhas 1 e 11 sdo
marcadores (SmartLadder™ de Eurogentec, bandas de 1,5kb a 0,2kb sdo
indicadas). Trilhas 2 e 3 s@o controles negativos (sem transcriptase reversa) e
trilhas 2-9 representam reagdes realizadas em extratos dos machos e fémeas,
como marcado.

Figura 3 mostra RT-PCR dos machos e fémeas de linhagens
transgénicas de Aedes aegypti .A3491 usando os iniciadores 688 - iel-transcr
(SEQ ID NO. 4) e 761 - Aedsx-fem-r (SEQ ID NO. 6).Usando estes
iniciadores, emenda no padrdo de F2 iria dar uma banda de aproximadamente
525bp. Uma banda de aproximadamente 525bp estava presente nas reacdes
em extratos de fémeas, mas ndo de reagles correspondentes em extratos de
machos. Sequenciamento desta banda de 525bp confirmou estar correto, isto é
a emenda de tipo F2 ocorreu. Marcador (SmartLadder™ de Eurogentec,
bandas de 1,5kb a 0,2kb sdo indicadas).

Figura 4 mostra RT-PCR dos machos e fémeas de linhagens
transgénicas de Aedes aegypti de LA3491 usando os iniciadores 688 - iel-
transcr (SEQ ID NO. 4) e AedsxRI (SEQ ID NO. 4).Usando estes iniciadores,
emenda no padrio F1 iria dar uma banda de 283bp. A banda de
aproximadamente 283bp estd predominantemente presente em fémeas,
embora haja evidéncia de uma quantidade pequena de emenda em machos.
Sequenciamento confirmou que esta banda de fato corresponde 4 emenda no
padrio F1. Marcador (SmartLadder™ de Eurogentec, bandas de 1,5kb a 0,2kb
sdo indicadas).

LA3534 ¢ idéntico a LA3491 exceto para uma dele¢do 3' de
aproximadamente 2kb. Esta construgdo n3o mostrou nenhuma emenda
diferencial entre machos e fémeas (Fig 1, minigene 2). Géis de RT-PCR nfo
foram mostrados para este caso. Com base nestes resultados, varias

construgdes foram projetadas para incorporar a emenda especifica de sexo de
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LA3491 (Fig 1, minigene 1) em um sistema de retro-alimentagdo positivo.
LA3612 (Fig 5), que incorpora uma fusfo de ubiquitina e tTAV2 na regido de
codificagdo dsx, € engenheirado de modo que quando o transcrito de fémea
F2 € produzido, a ubiquitina € clivada e o tTAV2 é liberado para iniciar e
sustentar o sistema de retro-alimentag8o positiva. LA3619 (Fig 5) tem tTAV2
sem ubiquitina e usando seu préprio codon de partida de tradugdo. LA3646
(Fig 5) € idéntico a LA3619 exceto os codons de partida para o gene de dsx
foi mudado; isto deve melhorar a quantidade de tTAV2 produzida removendo
a tradug@o néo especifica.

Figura 5 € uma representa¢do diagramatica de plasmideos com
base em emenda em minigene dsx de Aedes aegypti. Para maior certeza, sera
entendido que o primeiro intron de fémea representa qualquer emenda F1, F2
ou F3, e tTAV no diagrama refere-se a tTAV2 (sera notado que outras
proteinas ou outras versGes de tTA ou tTAV poderiam alternativamente ser
usadas). Em cada um destes plasmideos, além de LA3491, a seqiiéncia
heterdloga foi adicionada ao éxon F2. "ATG putativo" representa qualquer
seqiiéncia de tripleto ATG em seqiiéncia exdnica localizada 5' com relag¢do ao
DNA heter6logo. Em LA3646, estes codons de partida de tradugio putativos
("ATG putativo") foram removidos ou modificados. No caso de construgio
LA3612, tréduc;ﬁo de um ATG a montante (5') que estd em matriz com a
regido de codificagdo de ubi-tTAV ird ainda (assumindo nenhuma
intervengdo de cddon de parada) produzir tTAV funcional, seguindo
separagdo das porgbes de ubiquitina e tTAV por ag¢do de protease. Os
varios cassetes de emenda alternativa estdo ligados operativamente a um
promotor apropriado, terminador transcripcional e outras seqiiéncias
regulatdrias.

Esse exemplo mostra emenda especifica de sexo de um
fragmento de "minigene" altamente comprimido em um contexto heterélogo

(isto € promotor heterdlogo, 5' UTR e 3' UTR). Embora ndo mostre expressio



10

15

20

25

74

diferencial de uma seqiiéncia n3o Aedes, como os éxons emendados
alternativamente sdo derivados do gene Aadsx e ndo contém material
adicional, isto ilustra claramente a possibilidade desta abordagem. Em
qualquer caso, os promotores, 5' UTR e 3' UTR, sdo heterologos. Os
requerentes realizaram construgdes adicionais que ilustram varios métodos
diferentes para obter expressdo diferencial (especifica de sexo) de uma
proteina heterdloga por este dsx .
Alinhamento de seqiiéncia TRA

Pane et al. (2002) sugeriram que determinadas seqiiéncias
relacionadas a sitios de ligagcdo conhecidos do complexo TRA/TRA2 em
Drosophila poderiam ser importantes na regula¢do da emenda de Cctra, e isto
também era conhecido para dsx de Drosophila e foi também sugerido para
dsx de Anopheles gambiae (Scali et al 2005). A seqiiéncia de consenso ¢
diferentemente descrita como
UC(U/A)(U/A)C(A/G)AUCAACA (Pane et al), SEQ ID NO. 8, ou
UC(U/AYU/A)CAAUCAACA (Scali et al 2005), SEQ ID NO. 9.

E notavel que estas defini¢des sejam extremamente similares.
Pane et al identificam 8 alinhamentos parciais para esse consenso na
seqiiéncia de Cctra (7 ou mais nucleotideos alinhando as 13 seqiiéncias
nucleotidicas de consenso). Scali et al identificam 6 alinhamentos em Agdsx
(9/13 ou melhor). Tais seqliéncias sdo também conhecidas para regular a
emenda alternativa do gene fruitless de Drosophila; Scali et al reviram 3
alinhamentos naquela seqiiéncia (12/13 ou melhor). Emenda correta de dsx
pode também requerer um regido rica em purina, como discutido por Scali et
al.

Como pode ser visto da Tabela 2 e figura 7, os
requerentes identificaram o que se pensa ser agrupamentos significantes de
sitios de ligagdo para Tra/Tra2 em minigene 1 dsx de Adedes aegypti dos

requerentes.
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Alinhamento de seqiiéncia dsx de traga e motivos conservados

Figura 6 mostra um alinhamento dos segundos éxons
especificos de fémea e seqiiéncias de flanqueamento de gene dsxs da lagarta
rosada (Pectinophora gossypiella, PBW - dsx, SEQ ID NO. 146), bicho-da-
seda (Bombyx mmori, bombyx-dsx, SEQ DD NO. 147) e traga das magis e
péras (Cydia pomonella, traga das magas e péras- dsx, SEQ ED NO. 148). O
segundo éxon especifico de fémea € mostrado em negrito. Os requerentes
identificaram multiplas cdpias de uma seqiiéncia nucleotidica curta, repetida,
conservada em seqii€ncia e localizagdo aproximada entre estas tracas de
parentesco relativamente distante; estas estdo localizadas apenas 5' para o
éxon especifico de fémea. As repetigbes AGTGAC/T conservadas estdo
sublinhadas. Asteriscos (*) representam nucleotideos idénticos, tragos (-)
representam intervalos para melhor alinhamento. Os éxons estdo
representados na SEQ ID NOS. pela seguinte numera¢do de nucleotideos:
SEQ ID NO. 146289-439; SEQ ID NO. 147 339-492; ¢ SEQ ID NO. 148
285-439.

Sitios de ligacio Tra2 Aedes dsx.

Em fémeas de Drosophila melanogaster, Tra e um produto do
gene traZ constitutivamente ativo, atuam como reguladores de emenda por
ligacdo dos sitios de melhorador de emenda no pré-mRNA de dsx, que ativa o
sitio do aceitador 3' fraco do éxon especifico de fémea (Scali et al). Em
machos n3o h4 expressdo de TRA e sitio do aceitador 3' fraco ndo é
reconhecido e a emenda ocorre no éxon de macho. Para buscar por sitios de
ligagcdo Tra/Tra2 putativos, os requerentes usaram a seqiiéncia de consenso
destes sitios de ligacdo deduzidas para Drosophila Tra/Tra2 e procuraram a
distribuigdo destes na seqliéncia de gene dsx de Adedes aegypti. Isto é

mostrado na Tabela 2, abaixo.

Nome Seqiiéncia Presente em | Posi¢do | Identidade | Identidade | SEQ ID
w=TouA minigene 1 com com NO.
r=AouG consenso wwcrat

consenso tcwwcratcaaca / / /13 /6 138




76

1 tcaacaagcaaca Y 14917 12 5 10
2 ttatcaaacaaca Y 364 11 5 11
3 tcatcaattaaaa 1015 11 6 12
4 tcatcaatcaaac 6502 11 6 13
5 tcttcaaccaacc Y 14958 11 5 14
6 cctacaatctaca Y 14973 11 6 15
7 tcttagatcaaaa 16553 11 S 16
8 fcttcgatcatta 17386 11 6 17
9 ccaacaatctaca 28802 11 6 18
10 tcaaagatcacca 42096 11 5 19
11 tctteggtegacg Y 256 11 5 20
12 tcgacaaacaaaa 1277 11 <5 21
13 tattcaaacaacg 4061 11 S 22
14 ttttcgataaaaa 4380 10 6 23
15 tcttcagtctgea 5399 10 5 24
16 gattcaatcatca 7723 10 6 25
17 ttatcgagcaaaa 8137 10 5 26
18 tcataactcaaga 9062 10 <5 27
19 tcagaaatcaaaa 9126 10 <5 28
20 tctttaatttaca 10639 10 5 29
21 tttacaatcctca 10646 10 6 30
22 tcatagatcagga 11214 10 5 31
23 acctcaaacaaca 11989 10 <5 32
24 tcatcgaacacce 12020 10 5 33
25 tcaataatcgtca 12199 10 5 107
26 tcatcaaacgtca 13287 10 5 108
27 ttatcgttaaaca Y 13439 10 5 109
28 taaacagtcaata Y 13446 10 5 110
29 tacacgatcagca Y 14096 10 5 111
30 aatacaaacaaca Y 14637 10 S 112
31 tcatcaacaagca Y 14914 10 5 113
32 tctacaaaccaga Y 14980 10 5 114
33 acatcgattcaca 16085 10 6 115
34 cgctcaatcaaca 16175 10 5 116
35 tctaccataaaaa 16511 10 5 117
36 aaatgaatcaaca 20044 10 5 118
37 acatcgttcaacg 21374 10 5 119
38 tcttgattcacca 21580 10 <5 120
39 tctgcagacaaca © | 22408 10 <5 121
40 tcttcggtaatca 23285 10 5 122
41 tctataaacaata Y 25436 10 <5 123
42 taaacaataaata Y 25440 10 6 124
43 taaacaagcaaaa 28242 10 5 125
44 tcaacgatcggeg 30309 10 6 126
45 tgatccatcatca 30910 10 5 127
46 tcaacatgcaaga 32295 10 <5 128
47 tcttaaataaaga 32862 10 S 129
48 tcaaagatctata 40551 10 S 130
49 taatgaattaaca 40847 10 5 131
50 tttaccatcaact 41712 10 5 132
51 taatgaaacaaca 43380 10 <5 133
52* gtttcaattaaaa Y 13500 9 6 134
53* tattcaattataa Y 13602 9 6 135
54% tcttcaatcgttt Y 15002 9 6 136
55% tcaacgatccttt Y 15533 9 6 137

Tabela 2: * = em 3491, apenas 9/13 mas 6/6 no nucleo. Esta tabela nio inclui 9/13 de
identidades além daquelas em 3491 com identidade de 6/6 com seqiiéncia de nucleo de
wwerat. Esta seqii€ncia de niicleo de consenso (WWCRAT) ¢ particularmente preferida.
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Figura 7 € uma representac¢do diagramatica de sitios de liga¢do
Tra/Tra2 putativos na regido de codifica¢do dsx de plasmideo LA3491; Esse
diagrama estd aproximadamente em escala e representa uma seqiiéncia de
aproximadamente 4kb. Os requerentes puderam calcular a possibilidade de
um alinhamento aleatério para a seqiiéncia de consenso Tra/Tra2.
Considerando que todos os 4 nucleotideos ocorrem em uma freqiiéncia igual,
as chances de qualquer dado nucleotideo em uma seqiiéncia aleatoria ser o
primeiro nucleotideo de um alinhamento 10/13 ou melhor para o consenso s3o
de aproximadamente 7x10™. Assim, seria de se esperar um pouco menos do
que um tal alinhamento por 1000 nucleotideos de tal seqiiéncia aleatéria. O
calculo para isto é apresentado abaixo:

Emenda especifica de sexo: probabilidades

Perguntas

Um seqliéncia de consenso de sitio de liga¢do consiste de 13
bases. Dez daquelas posi¢des (fixas) (chamado conjunto X) deve ser cada
uma base especifica. As outras trés (chamado de conjunto Y) pode ser cada de
duas bases especificas. Considerando que cada base possivel A, G, C e T é
igualmente provavel e que a base de cada posi¢do é independente das bases
em outras posi¢des, qual € a probabilidade de uma seqiiéncia de 13 bases
selecionada aleatoriamente exatamente alinhar esta seqiiéncia? Quais sdo as
probabilidade de tal seqiiéncia ser um desalinhamento préximo (permitindo
até¢ uma, duas, trés ou quatro diferengas)? As respostas sdo dadas na Tabela 2

abaixo e os aspectos operacionais sdo mostrados a seguir.

Respostas
Tabela 3

Numero de posi¢gdes desalinhadas Probabilidade | Probabilidade
(fragdo) (para 3 d.p.)

sem, isto €, alinhadas exatas 123 1,192 x 107

até 1, isto é, pelo menos 12 posi¢des alinhadas 17/2% 4,053 x 10°

até 2, isto é, pelo menos 11 posigdes alinhadas 133/2% 6,342x10°

até 3, isto &, pelo menos 10 posi¢des alinhadas 23/2° 7,019 x 107

até 4, isto é, pelo menos 9 posi¢des alinhadas 33863/27 4,037x 10”
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Aspectos operacionais

. 1'(1 1 1 ,
P(alinhamento exato) = B, =(z) [—5) = Wa—-ig-i.l9lee 7 10 3 dp. (3 dp todos abaixo)

P(desalinhamento em exatamente 1 posigdo) =
P( desalinhamentos em uma das 10 posigBes de X ou desalinhamento em uma das 3 posigbes de ¥)

1Yr3viyY 1 “’[ ] _(10x3)+3 _ 33 -5
=P=10={=f=] + =" "= =3934x10
r=fg) (35) A3 ) -

P(desalinhamento em exatamente 2 posigtes) =

P(desalinhamentos em 2 dos 10 X ou desalinhamento em 1 dos 10 X e 1 dos 3 Y ou desalinhamento

em2dos3Y)
Lo AT l 9(11}_]3 i(l)m(l)s
=k = 2'.8'(4)( )[2) +IQXS(4) 4702 * 4 2

_((45x3)+30x3)+3) 498 _249
27 2% %

P(desalinhamento em exatamente 3 posigdes) =

P(desalinhamentos em 3 dos 10 X ou desalinhamentos em2 dos 10 X e 1 dos 3 ¥ ou desalinhamentos
em] dos 10X e 2 dos 3 Y ou desalinhamentos em 3 dos 3 Y)

- SO R T
_{a20x3 3%)+ (45x3) + (30x3) 1) _ 5356 _ 1339

= 5 = S = 6385107

=5.937x10"*

P(desalinhamento em exatamente 4 posigBes) =

P(desalinhamentos em 4 dos 10 X ou desalinhamentos em 3 dos 10 X e 1 dos 3 Y ou desalinhamentos
em2 dos 10X e 2 dos 3 Y ou desalinhamentos em 1 dos 10X e3 dos3 1)

ST ST SR R

_ (210x3%)+(120x3%) + (45x3%) +00x ) 2752 asi07
223 2.23
1+33 17
P(desalinhamento em até 1 posigio) =P+ P 2%533-—-5— =4.053%107

P(desalinhamento em até 2 posigdes) = B, +P+P= 14334438 _ 532 =2 133
2% 2% gf

=6342x107
P({desalinhamento e até 3 posigGes)
B 4B 1P+ P o ¥33+49845356 _ 5888

215 223
= -;% =7.019%10™

P{desalinhamento em até 4 posi¢Ges)
P, +B 4P, + P, 4D, < L¥33 1498253564 27075 _ 33863
=4.037x107

Experimento 14: Cctra
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Os requerentes possuem uma linhagem de LA3097
(LA3097A) que mostra expressdo muito boa de seu marcador fluorescente; é
desconhecido se esta linhagem ¢ um evento de integragdo simples. Esta
linhagem mostra evidéncia de emenda especifica de sexo, quando criadas sem
tetraciclina todas as fémeas morreram como embrides, e quando
administrados com 30pg/ml de tetraciclina ambos, machos e fémeas,
sobrevivem.

Esse exemplo € importante. Ele mostra que Cctra prové
emenda alternativa especifica de sexo em Aedes, e que isto pode ser usado
para resultar em letalidade especifica de sexo. Assim, por esta razio, ele
fornece uma evidéncia da faixa filogenética de emenda CcTRA. Assim, é
inteiramente plausivel que a presente inveng&o possa ser aplicada para todos
dipteros, como os requerentes demonstraram que Cctra trabalha em
Drosophila, tefritidas e mosquitos, que essencialmente estendem-se sobre
toda ordem de Dipteros.

E surpreendente que Cctra funcione em Aedes, dado a rapida
evolugdo de seqiiéncia de tra.

Os requerentes transformaram Aedes aegypti com construcdo
LA3097. Machos heterozigéticos da linhagem transgénica resultante foram
cruzados com tipo selvagem e a progénie criada em meio de cultura aquoso
suplementado com tetraciclina para uma concentragdo final de 30 pg/ml.
Adultos foram recuperados como segue: 14 machos e uma fémea, deste modo
mostrando letalidade especifica de fémea resultante.

Esta espécie e cepa t€ém normalmente uma relagdo de sexo de
aproximadamente 1:1, por esta razdo esta construg¢do resultou em letalidade
especifica de fémea em Aedes aegypti. Construgdes equivalentes que ndo
continham a seqiiéncia intrénica de Cctra resultaram em letalidade ndo
especifica de sexo. Por esta razdo, o intron Cctra pode ser usado para prover

regulagdo (isto €, especifica de sexo) de expressdo de gene diferencial em
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mosquitos, e isto pode ainda ser usado para prover letalidade especifica de
sexo e um método para eliminagdo seletiva de fémeas de uma populagio.

Em maiores detalhes: em 0 pg/ml de tetraciclina, machos
sobrevivem apenas para pupas, isto € ndo se tornam adultos. Fémeas morrem
tdo prematuramente que ndo foram vistas, provavelmente como embrides,
assim, ainda ha um efeito diferencial entre os sexos. No entanto, a letalidade
pupal em machos sugere que o sistema ndo é completamente desligado em
machos. A linhagem de inser¢@o Unica que os requerentes recuperaram é
incomum, em que ela mostra expressdo extremamente forte do marcador;
outras inser¢des com niveis de expressdo mais tipicos poderiam bem ndo
mostrar letalidade para machos.

Emenda em LA3097A

Analise de emenda de LA3097 de mosquitos transgénicos de
LA3097A por RT-PCR mostrou que machos e fémeas compartilharam dois
transcritos, uma banda de aproximadamente 950 bp e uma banda fraca de
aproximadamente 800 bp (figura 59). Sequenciamento destas bandas
mostraram que banda de 900 bp corresponde a uma variante de emenda nio
especifica de sexo (AeM2, -920 bp), e a banda fraca foi uma mistura de uma
variante de emenda ndo especifica de sexo (AeMI1, ~804bp) e a forma de
fémea (AeF1, ~765bp), ver figura 60. A emenda do transcrito de AeF1 foi
idéntica a mostrada para esta constru¢do em mosca-do-mediterraneo (figura
33). A emenda dos transcritos de M diferem um pouco da vista no contexto
nativo (Emenda de CcTRA em mosca-do-mediterraneo, que o gene nativo ou
como observado pelos requerentes de LA3097 em mosca-do-mediterraneo
transgénica); em AeM1, o segundo éxon emendado alternativamente (ME1b)
ndo esta incluido no transcrito de AeM1 maduro e, em AeM2, o segundo éxon
de emenda alternativa (ME2b) est4 similarmente nfo incluido no transcrito
AeM2 maduro. Em outras palavras, para cada um destes transcritos o

primeiro, mas ndo o segundo, éxon de cassete estd presente, relativo ao
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prototipo de mosca-do-mediterraneo. Note-se que, como uma conseqiiéncia
da auséncia do segundo éxon de cassete em AeM1, e a matriz de leitura de
tTAV2 relativa ao primeiro €xon de cassete nesta construgdo, a emenda no
padrdo de AeMI1 ndo conduz a interrup¢do da matriz de leitura aberta de
tTAV2, mas sim a adi¢do de 39 nucleotideos (correspondendo a 13
amino4cidos) entre a ATG e o resto da matriz de leitura aberta de tTAV2. E
provavel que esta variante de tTAV2 possa reter alguma atividade, relativa ao
tTAV2 normal ou prototipico (como codificado pela variante de emenda de
F1). Na auséncia de tetraciclina, um efeito fenotipico foi observado em
machos bem como em fémeas, embora mais fraco em machos do que em
fémeas. Producdo de uma variante parcialmente ativa de tTAV2 a partir do
transcrito de AeM1 em machos (e fémeas) pode explicar isso.

Figura 59 mostra RT-PCR dos machos e fémeas de linhagem
transgénica de Aedes aegypti LA3097A usando os iniciadores HSP (SEQ ID
NO. 139) e VP16 (SEQ ID NO. 140).Usando estes iniciadores, emenda no
padrdo de CcF1 (isto € correspondendo a variante de F1 de Ceratitis capitata)
resultaria em uma banda de aproximadamente 765bp e emenda na CcMl
1005bp e CcM2 1094bp. Em ambos, machos e fémeas, uma banda forte de
aproximadamente 950bp (1)foi observada junto com uma banda fraca de
aproximadamente 800bp (2). Marcador (SmartLadder™ de Eurogentec,
bandas de 1,5kb a 0,4kb sdo indicadas).

Anélise de seqiiéncia de varios clones de banda 2 (isto é
variantes de emenda de AeMV/Ae F1) de machos e fémeas mostraram que um
dentre cinco clones de fémeas mostraram emenda de AeM2 (20%), enquanto
em machos, trés dos quatro clones mostraram emenda de AeM2 (75%); todos
os outros clones mostraram emenda de AeFl. Isto indica que hd mais
transcrito de AeF1 presente em fémeas que em machos e isto explicaria o
efeito de morte diferencial visto entre os mesmos.

Figura 60 ilustra os varios transcritos produzidos por emenda
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alternativa de Cctra de linhagem transgénica de Aedes aegypti LA3Q91A.
3097 representa a seqiiéncia de DNA de Cctra e os nimero referem-se a
figura descrita em outra parte. Sombreamento e caixas também referem-se a
figura 33. Nota-se que o diagrama esta fora de escala.

Exemplo 15: Actin-4 de Aedes

Os requerentes obtiveram onze linhagens de LA3545, que
usam o gene actin-4 de Aedes (AeAct-4 ou AaAct4) para dirigir a expressdo
de tTAV2. Em construgdo LA3545, uma seqiiéncia codificando tTAV2 foi
inserida no segundo éxon de AaAct4 (fig 10). Para transcritos emendados no
padrdo caracteristico de emenda AaAct4 em fémeas, o ATG da regido de
codificagdo de tTAV2 sera o primeiro ATG (o mais a 5') do transcrito.
Emenda no padrdo caracteristico de emenda AaAct4 em machos introduz um
arranjo de cddons de partida e de parada antes da seqiiéncia de tTAV2 que
tende a inibir ou interferir com a tradugdo do ATG da regido de codificagdo
de tTAV2. Estas linhagens devem apenas expressar tTAV2 em pupas de
fémeas. A emenda € mostrada na figura 8, abaixo.

Figura 8 mostra RT-PCR de adultos machos e fémeas de
linhagem transgénica de Aedes aegypti L. A3545AeC usando os iniciadores
AgéxonlF (SEQ ID NO. 141) e TETRRI (SEQ ID NO. 142).Usando estes
iniciadores, emenda em um padrio equivalente aquele do gene AaAct4 nativo
iria dar bandas de aproximadamente 347bp para a variante de emenda de tipo
fémea e de aproximadamente 595bp para a variante de emenda de tipo macho.
Uma banda de aproximadamente 347 bp (F) foi encontrada apenas em reagdes
em extratos de fémeas; uma banda de aproximadamente 595bp (M) foi
encontrada em ambos, machos e fémeas. Sequenciamento confirmou que a
emenda correta ocorreu tanto em machos como em fémeas. Marcador
(SmartLadder™ de Eurogentec, bandas de 1,5kb a 0,2kb sdo indicadas).

Os requerentes também obtiveram Adedes aegypti transgénico

portando construgdo LA3604, que € similar a LA3545 exceto que este tem um
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codon de partida engenheirado na porgdo de éxon 1 que estd presente em
ambos, transcritos de tipo macho e de tipo fémea (Fig 10). Isto estd disposto
para ser o primeiro ATG em qualquer tipo de transcrito. LA3604 codifica
tTAV2 fusionado a ubiquitina (LA3545 codifica tTAV, enquanto LA3604
codifica ubi-tTAV2). Esta construgdo deve produzir proteina de tTAV2
completamente funcional em fémeas apenas, mesmo se a forma de macho for
expressada em fémeas o éxon de macho extra contém viarios codons de
partida e de parada que poderiam prevenir a tradugdo da proteina de fusfio
ubi-tTAV2.

A emenda alternativa de AaAct4 ocorre no 5' UTR (do gene
nativo). Ela pode ou ndo ter uma parte regulatoria no gene nativo. Uma
possibilidade ¢ como a seguir: na variante de emenda especifica de fémea, o
cddon de partida da regido de codificagdo de AaAct4 € o primeiro ATG do
transcrito. No entanto, na variante de emenda especifica de macho, existem
varias seqiiéncias de ATG adicionais a 5' para o codon de partida da regido de
codificagdo de AaAct4; a maior destes tem codons de parada na matriz em
uma distancia pequena 3'. Esta arrumagfo de seqiiéncia pode interferir com a
tradugdo eficiente da proteina AaAct4 e assim reduzir expressdo da proteina
em machos como comparado com fémeas. Esta € a arrumagio em LA3545.

No entanto, um efeito diferencial maior entre machos e fémeas
seria esperado se o intron fosse incluido na regido de codificagdo (em vez de
5" UTR), isto ¢, inserido entre os codons de partida e parada do
polinucleotideo para expressdo no organismo. Nesse caso, o éxon de cassete
especifico de macho mudaria o potencial de codificagdo do transcrito, em vez |
de simplesmente interferir com tradug3o.

Isso é obtido na constru¢do LA3604. Os requerentes
modificaram o primeiro éxon compartilhado para incluir uma seqiiéncia de
ATG em um contexto de seqiiéncia apropriado para uma iniciagdo

translacional. Nesta seqiiéncia modificada, esse é o primeiro ATG em ou as
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variantes de emenda de tipo macho (M) ou de tipo fémea (F). Seguindo a
emenda na forma de F, esse (projetado) ATG de 5' estd na matriz com a
regido de codificagdo de ubi-tTAV. Transcritos de tipo F codificariam, por
esta razdo, uma proteina de fusdo, compreendendo se¢Ges codificadas por (i)
parte de qual € normalmente 5' UTR de Act4 (mas aqui obviamente traduzida,
e assim, ndo UTR em todas), (ii) regifo de codificagdo de ubiquitina e (iii)
regido de codifica¢do de tTAV2.

Atividade de ubiquitina proteases celulares irdo liberar a
proteina de tTAV2. Tradugdo do ATG 5' engenheirado seria terminada por
codons de parada em matriz na seqiiéncia adicional (éxon de cassete) presente
em transcritos emendados na forma M. Isto poderia, assim, evitar a expressdo
de tTAV2 funcional em machos, assim dando expressdo especifica de sexo de
tTAV2. Obviamente, isto proporcionaria um método geral de expressdo
especifica de sexo de uma proteina, substituindo-se o segmento tTAV2 com
outra proteina ou seqiiéncia de interesse. Usando esta estratégia os
requerentes proveram transgénicos e mostraram a emenda especifica de sexo
(Fig 9).

Figura 9 mostra RT-PCR dos machos e fémeas de linhagem
transgénica de Aedes aegypti LA3604AeA usando os iniciadores AgexonlF
(SEQ ID NO. 141) e TETRRI (SEQ ID NO. 142).Usando estes iniciadores,
emenda na forma de fémea iria dar uma banda de aproximadamente 575 bp,
enquanto inclusdo do éxon de cassete especifico de macho aumentaria o
mesmo a aproximadamente 823bp. Uma banda de aproximadamente 575bp
foi vista em cada fémea analisada, enquanto uma banda de aproximadamente
823bp foi vista em cada macho analisado. Estas bandas parecem ser
substancialmente especificas para os respectivos sexos. Sequenciamento
destas bandas mostrou que a emenda correta ocorreu em machos e fémeas.
Marcador: SmartLadder™ de Eurogentec, bandas de 1,5 kb a 0,2 kb sfo

indicadas.
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Figura 10, abaixo, é uma representagdo diagramatica de
LA3545 e LA3604 de plasmideos. S1: éxon 1 compartilhado; M1: seqiiéncia
adicional incluida em éxon 1 especifico de macho; S2: éxon 2 compartilhado
(extremidade de 5' apenas); ubi: seqiiéncia codificando ubiquitina; tTAV2:
seqiiéncia codificando tTAV2.

Em varias das linhagens transgénicas LA3545, um efeito
especifico de sexo e tecido foi observado: fémeas ndo sdo aptas a voar. Duas
das linhagens mostraram 90-100% de um fendtipo de inaptiddo ao vdo de
fémeas, uma linhagem mostra 70% sem a aptiddo ao v6o e outros 50%. Este
fenotipo € provavelmente devido a expressédo especifica de fémea de tTAV2
no desenvolvimento de musculos aptos a voar. A diferenga nos fenotipos
entre as linhagens € devido aos efeitos posicionais na expressdo do promotor
AaAct4. Devido a uma posicdo de genes na expressdo de genoma poder ser
influenciada pelo nﬁmerb de fatores (regides de heterocromatina ou
eucromatina, elementos melhoradores e supressores, proximidade de outros
genes) que podem ser vistos prontamente nos marcadores fluorescentes
usados para identificar transgénicos. Todas as onze linhagens de LA3545
foram identificadas porque elas tém perfis fluorescentes diferentes, mesmo se
elas tem os mesmos promotores e marcador. Esta varia¢do é devido aos
efeitos posicionais. Isto poderia entdo significar que os requerentes esperaram
que algumas linhagens de 1L A3545 expressassem mais tTAV2 do que outras,
devido aos efeitos posicionais, e as linhagens que expressam mais irdo dar um
fenotipo de inaptiddo ao voo especifico de fémea.

Para testar esta hipotese, os requerentes desenvolveram uma
linhagem separada de Aedes aegypti com um gene reporter tetO-DsRed2
(LA3576 ver Fig 17 e SEQ ID NO. 143), quando cruzados com linhagens
L.A3545 diferentes isto iria permitir a visualiza¢do de onde e quando Actin4-
tTAV2 estava sendo expressado. Dentre as 8 linhagens de 1LA3545 cruzadas

para LA3576 todas mostraram fluorescéncia de musculo de vdo indireto
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especifico de fémeas em larvas L4 tardias, pupas e adultos. m quatro das
linhagens, a expressdo de DsRed2 pareceu ser especifica (isto € exclusiva)
para os musculos aptos ao voo indiretos de fémeas; em outros, quatro tecidos
adicionais mostraram expressdo de DsRed2. Este fendmeno, onde expressdo
de um transgene depende, em parte, da regido ou ponto no genoma em que
esta inserido, é chamado efeito de posic¢do, e serd bem conhecido e entendido
pela pessoa versada na técnica.

Usando LA3576, provou-se que a expressio de tTAV2 em
LA3604 foi especifica de fémea, ocorre principalmente nos musculos de v6o
indiretos e € especifica de estagio. Varias construgdes de efetuador tetO foram
entdo construidas para analisar seus efeitos. Os transgénicos tetO- MichelobX
(LA3582, ver Fig 15 e SEQ ID NO. 144) quando cruzados para L.A3545
demonstraram todos fendtipos de inaptiddo ao véo especificos de fémea que
poderiam ser reprimidos por tetraciclina. Isto prova que Actin4 pode ser usada
para dirigir um gene efetuador em um modo especifico de estagio, tecido e
sexo.

Porque algumas linhagens de LA3545 tém um fendtipo de
inaptiddo ao vo6o especifico de fémea sem a presenga de um gene efetuador
induzido, isto mostrou que tTAV2 poderia atuar como uma molécula de
efetuador. tTAV2 ¢ composto de um tTA, um dominio de ligagdo de tetO e
VP16, uma proteina de virus de herpes simplex. VP16 ativa a transcri¢do de
genes virais prematuros imediatos usando suas seqiiéncias amino-terminais
para fixar a uma ou mais proteinas codificadas de hospedeiro que reconhecem
seqiiéncias de DNA em seus promotores. Em LA3604, um efetuador de tetO -
VP16 foi adicionado para melhorar o efeito de tTAV2. Em trés linhagens
transgénicas de LA3604 isto levou a um fendtipo de inaptiddo ao véo
especifico de fémeas de 100% quando criadas sem tetraciclina, mostrando que
VP16 € uma molécula efetuadora efetiva. Nota-se que LA3604 tem um cddon

de partida potencial (ATG) engenheirado a 5' de para o intron emendado
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alternativamente. Assim, nesta constru¢do, o éxon especifico de macho é
esperado para interromper a matriz de leitura aberta codificando tTAV (ubi-
tTAV); uma vez que a seqiiéncia especifica de macho contém varios codons
de parada, isto tendera a reduzir ou eliminar a produ¢do de tTAV funcional
em machos. Por meio de comparagéo, o éxon especifico de macho 5' para o
codon de partida de tTAV em LA3545. No entanto, inserindo um niimero de
codons de partida 5' para o cédon de partida de tTAV (que € o primeiro ATG
do transcrito de fémea mas ndo do transcrito de macho), nenhum destes
codons de partida adicionais sendo apropriados para a produgio eficiente de
tTAV funcional devido a estar fora da matriz ou ter cédons de parada
intervindo, esta arrumagdo também ira tender a reduzir ou eliminar a
producdo de tTAV funcional em machos, consistente com dados fenotipicos
acima.

Exemplo 16: Uso de ubiquitina e posicionamento de introns

Os requerentes realizaram recentemente construgdes baseadas
em Cctra com o intron de cassete de Cctra em uma variedade de contextos
diferentes, isto € flanqueado por seqiiéncias diferentes. Vérias linhagens de
mosca-do-mediterrdneo transgénicas transportando estes foram construidas.
Isto mostra que o sistema € geral e robusto, isto €, que vai funcionar para uma
extensa faixa de seqii€ncias de interesse heter6logas.

Os requerentes também obtiveram pelo menos um exemplo
feito recentemente de uma fusdo Cctra -ubi-tTAV dando uma emenda correta
(DsRed- Cctra - ubi-tTAV).

Exemplos preferidos da proteina funcional colocam a
seqiiéncia de codificagdo para ou ubiquitina ou tTA, ou seus mutantes
funcionais e ou variantes tais como tTAV, tTAV2 ou tTAV3, 3' para o intron.
Estes estdo dispostos de modo que estes elementos estdo substancialmente
adjacentes a extremidade 3' do intron, mais preferivelmente de modo que a

regido de codificacdo inicia dentro de 20 nucleotideos ou menos do limite do
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intron 3'), e, 0 mais preferivelmente, imediatamente adjacente a extremidade 3' do
intron, embora isto seja menos relevante se o sistema de ubiquitina for usado.
Exemplos preferidos de construgdes de acordo com a presente
invencdo estdo listados na Tabela 4, abaixo. Sera notado que LA1118 ndo esta
dentro do escopo da presente invengdo, como ele ndo codifica uma proteina
funcional, isto € ndo funciona propriamente. Pensa-se que isto € devido ao uso
inesperado de um doador de emenda 5' de 4bp para a jungdo com seqiiéncia
de intron Cctra, conduzindo a uma armagdo que € induzida em todas as
emendas. Assim, isto ¢ incluido apenas com a finalidade de informagdo. .~

Tabela 4

Numero  construgdo | Espécie intron traé de | Posigio de | Intron tra ¢ fusionado para
(Figuras #.) ATG (bp)

LA1188 (80) mosca-do-mediterrdneo | +132 tTAV

LA3014 (29) mosca-do-mediterrdneo | +22 ubiquitina
LA3166 (30) mosca-do-mediterrdneo | +136 ubiquitina
LA3097 (27) mosca-do-mediterraneo | +0 tTAV

LA3077 (26) mosca-do-mediterrdneo | +61 tTAV

1LLA3233 (28) mosca-do-mediterrdneo | +0 tTAV2

LA3376 (31) mosca-do-mediterrineo | +0 tTAV2

LA3376 (31) B. zonata +3 reaper KR
LA3376 (31) B. zonata +0 tTAV3

LA3242 (32) C. rosa +3 reaper KR
LA1038 (14) mosca-do-mediterrdneo | +21 Nipp! (nipper)
LA3054 (61) mosca-do-mediterrdneo | +811 DsRed-ubiquitina
LA3056 (62) mosca-do-mediterrdneo | +811 DsRed-ubiquitina
LA3488 (63) mosca-do-mediterrdneo | +949 Ubiquitina
LA3596 (67) mosca-do-mediterrdneo | +949 Ubiquitina

J 'Tabela 4 mostra construgées que contém uma seqiiéncia de
controle de emenda que € derivada de um intron tra. Os introns foram
derivados de C. capitata (mosca-do-mediterraneo), B. zonata ou C. rosa (ver
coluna 2). Referido intron foi inserido dentro da regido de codificagdo tal que
a distancia entre ATG de iniciador putativo e o ultimo nucleotideo do éxon
imediatamente precedendo o intron tra foi como deve estar indicado na coluna
3. Intron é inserido em ou adjacente a regido de codificagdo para ubiquitina,
tTAV, ReaperKR, nipper ou ubiquitina- DsRed como mostrado na coluna 4.
Estes foram gerados e mostrados como emendando com sucesso, por RT-PCR

ou fenotipicamente em mosca-do-mediterrineo em, em alguns casos, também
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quer em Drosophila melanogaster (LA3077) ou Anastrepha ludens (LA3097,
L.A3233, LA3376). Além disso, a distincia entre o0 ATG e a extremidade do
éxon imediatamente precedendo o intron tra (assumindo emenda em forma de
tipo F1) pode variar de Obp a pelo menos +949bp sem conseqiiéncias adversas
para emenda (ver Tabela 4, coluna 3). Assim, € razoavel assumir que esta distincia
pode ser até pelo menos 900 e preferivelmente até pelo menos 949 bp.

Mais informacgdo nestes exemplos esta sumarizada na Tabela
5. A op¢do preferida € usar nenhuma seqiiéncia endogena para obter o
controle de emenda alternativa correto de expressdo (+0bp na tabela 4). Os
requerentes preferiram inserir o intron tra entre os dinucleotideos de
flanqueamento TG... GT na regido de codificagdo da proteina de interesse
para ser emendados alternativamente de modo a assegurar emenda correta
como isto pode ser importante, No entanto os requerentes nfo irdo se limitar a
isto, se necessdrio, como outros nucleotideos de flanqueamento podem
funcionar corretamente também. Exemplos LA1038, LA3054 ¢ LA3056
inclui alguma seqiiéncia exénica de flanqueamento endégena do gene CCtra
natural. Na tabela 5, se 6 nucleotideos ou menos (incluindo o cédon de partida
ATG) estdo incluidos de fusdes particulares para 3' ou 5' da jungio de
emenda, para os propdsitos de sumario desta tabela estes nfo serdo
considerados como fazendo parte da fusdo. Tabela 4 pode estar
correlacionada com a tabela 3 para encontrar qual intron tra (Cctra, Bztra ou

Crtra) € usado em cada exemplo. Novamente, LA1118 estd apenas incluido

para os fins de informagéo e esta fora do escopo da presente invenco.

Tabela 5
Numero construgdo | Intron  tra  é | Intron tra & Seqiiéncia | Seqiiéncia tra
(Figuras #.) fusionado a 5’ fusionado a 3> | tra exdnica | exdnica
fusionada a | fusionada a 3’
5° (bp) (bp)
LA1188 (80) Hsp70-tTAV tTAV +0bp +0bp
LA3014 (29) Hsp70-ubiquitina | ubiquitina- +0bp +0bp
reaperKR-sv40
LA3166 (30) Hsp70-ubiquitina | ubiquitina- +0bp +0bp
reaperKR-sv40
LA3097 (27) Hsp70 tTAV-K10 +0bp +0bp
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LA3077 (26) Hsp70-tTAV tTAV-K10 +0bp +0bp
LA3233 (28) Hsp70 tTAV2-K10 +0bp +0bp
LA3376 (31) Hsp70 tTAV2-K10 +0bp +0bp
LA3376 (31) Sry-a tTAV3-sv40 +0bp +0bp
LA3376 31) HB reaperKR-sv40 | +0bp +0bp
1.A3242 (32) HB reaperKR-sv40 | +0bp +0bp
LA1038 (14) Hsp70-tra Tra-Nippl +22bp +20bp
(nipper)-sv40
LA3054 (61) Opie2-nls- tra-ubiquitina- | +22bp +20bp
DsRed-tra tTAV-sv40
LA3056 (62) Opie2-nls- tra-ubiquitina- | +22bp +242bp
DsRed-tra tTAV-sv40
LA3488 (63) Iel-nls- ubiquitina-nls- | +0bp +0bp
TurboGreen-nls- | DsRed-nls-
ubiquitina sv40
LA3596 (67) Iel-nls- ubiquitina-nls- | +0bp +0bp
TurboGreen-nls- | DsRed-nls-
ubiquitina sv40

Como mencionado acima quando um intron é colocado 5' para
uma regido de codificagdo de proteina (ORF-X), prefere-se posicionar ou usar
ubiquitina 3' para o intron, 5' para ORP-X, assim, e provendo regulagdo
especifica de fémea de ORF-X, enquanto introduzindo separacdo fisica entre
esta seqiliéncia e o intron tra, assim reduzindo a possibilidade de que
seqiiéncias dentro de ORF-X irdo interferir com a emenda do intron tra.

Construgdes e seqii€éncias compostas também sdo previstas,
por exemplo da forma:

X-ubi-Y

com o intron alternativamente emendado inserido entre a
regido de codificacdo X e a regido codificando ubiquitina (ubi), ou dento da
regido de codificagdo de ubiquitina, ou entre a regido codificando ubiquitina e
regido de codificagdo Y. Assim X sera expressado sem restri¢io de emenda
do intron, enquanto Y sera apenas expressado quando o intron é emendado
em uma forma apropriada. Mais configuragdes e arrumagdes deste tipo geral
serdo evidentes para o versado na técnica. Alguns exemplos dos mesmos sdo
LA3014, LA3054, LA3056, LA3166, .A3488 ¢ LA3596, sendo que todos
usam fusbes de ubiquitina, desta forma demonstrando a capacidade desta
idéia ser aplicada com sucesso em mosca-do-mediterrdneo transgénica.

Exemplos alternativos em mosquitos transgénicos incluem LA3604 e
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LA3612, mostrando a extensa aplicabilidade filogenética deste sistema em
ndo apenas espécies diferentes (mosquitos e mosca-do-mediterraneo), mas
também em diferentes contextos incluindo AaActin4, Aadsx e Cctra.

LA3596 (ver Fig 67 e SEQ ID NO. 145) é de projeto similar a
L.A3488, planejado para gerar fluorescéncia verde (por expressdo de proteina
fluorescente TurboGreen localizada nuclear) em ambos sexos, mas
fluorescéncia vermelha apenas em fémeas (por expressdo de proteina fluorescente
DsRed2 localizada nuclear). Isto € obtido pela fuséo destas duas proteinas, dirigida
por cassete de melhorador/promotor de Hr5-Iel, ligado junto com um ligador de 11
aminoacidos curto (ligador de SG4) e a regido de codificagdo compreendendo
ubiquitina (com uma mutagdo em pontos planejada para estabilizar a proteina
resultante reduzindo sua propensdo a degradagdo mediada por ubiquitina) e o intron
Cctra para limitar expressdo de DsRed2 para fémeas. Moscas-do-mediterraneo
transgénicas foram geradas com esta construgdo. Fluorescéncia vermelha foi
limitada a fémeas nesta linhagem como esperado, enquanto fluorescéncia verde foi
observada em ambos, machos e fémeas. Isto poderia ser usado para separagio de
sexos por triagem de fluorescéncia para uma particular proteina fluorescente, nesse
caso fluorescéncia vermelha representando expressdo de DsRed?2.
Exemplo 17: Outra exemplifica¢do de Cctra

Referéncia também € feita a LA3014 e LA3166 e dados

fenotipicos dos mesmos em outros exemplos.

Os requerentes previamente realizaram e obtiveram
transgénicos com o intron Cctra em uma proteina funcional diferente de
tTAV, ver LA3014 e LA3166. LA3014 contém uma fusdo de ubiquitina -
reaper" a jusante de um intron Cctra. Dados fenotipicos mostram que mosca-
do-mediterraneo transgénica L.A3014 concedeu letalidade especifica de fémea
repressivel. Analise de RT-PCR em RNA extraido de machos e fémeas
adultos criados sem tetraciclina, usando iniciadores e ReaperKR, demonstram

que emenda correta estava ocorrendo em fémeas (banda de 508 bp) e
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nenhuma desta banda foi encontrada em machos (figura 37). LA3166 € outra
construgdo com o intron Cctra colocado dentro da regido de codificagdo de
ubiquitina fusionado a reaper~, mas colocado em uma posi¢do diferente em
ubiquitina. LA3166 também produz um efeito letal especifico de fémea
repressivel dominante em mosca-do-mediterraneo.

LA1038 ¢ um novo exemplo do uso do intron Cctra em um
contexto de seqiiéncia diferente, aqui colocado em um fragmento de
NipplDm chamado 'nipper' que também emenda-se corretamente em mosca-
do-mediterrdneo transgénica quando analisada por RT-PCR (figura 12).
LA670 foi requerido como uma fonte de tTAV para dirigir a expressdo de
nipper alternativamente emendado.

Os requerentes também realizaram recentemente e obtiveram
transgénicos com, construgdes baseadas em Cctra "somente intron" com o
intron em um gene diferente (muitos dos exemplos acima, salvo especificado
em contrario, estdo em tTAV ou uma de suas variantes, isto é tTAV2 ou
tTAV3). Estas constru¢des funcionam como previsto. Isto € um resultado
importante, deste modo mostrando que existem seqiiéncias exdnicas ndo
essenciais em Cctra que os requerentes simplesmente duplicaram (em fung3o,
se ndo necessariamente em seqiiéncia) por acaso, em tTAV. Também os
requerentes realizaram construgdes de ubi - rpr™® deste tipo (LA3014 e LA3166),
que também validam o método de fusdo de ubiquitina descrito acima. O método de
fusdo de ubiquitina é ainda exemplificado por andlise RT-PCR de LA3054,
LA3056 e LA3488 (figuras 11, 13, 14), como descrito no Exemplo 16, acima.
Exemplo 17: Outra exemplificacdo de Cctra

Referéncia também é feita a LA3014 ¢ LA3166 e dados
fenotipicos a partir dos mesmos em outros exemplos.

Os requerentes previamente realizaram e obtiveram
transgénicos com, o intron Cctra em uma proteina funcional diferente de

tTAV, ver LA3014 e LA3166. LA3014 contém uma fusdo de ubiquitina -



10

15

20

25

93

Reaper™® a jusante de um intron Cctra. Dados fenotipicos mostram que
mosca-do-mediterrdneo  transgénica de 1.A3014 concedeu letalidade
especifica de fémea repressivel. Analise de RT-PCR em RNA extraido de
adultos machos e fémeas criados sem tetraciclina, usando iniciadores e
ReaperKR, demonstram que a emenda correta estava ocorrendo em fémeas
(banda de 508bp) e nenhuma desta banda foi encontrada em machos (figura
37). LA3166 ¢ outra construgdo com o intron Cctra substituido dentro da
regido de codificagdo de ubiquitina fusionada ao Reaper*X, mas substituido
em uma posi¢do diferente em ubiquitina. LA3166 também produz um efeito
letal especifico de fémea repressivel dominante em mosca-do-mediterraneo.

LA1038 ¢ um novo exemplo do uso do intron Cctra em um
contexto de seqiiéncia diferente, aqui substituido em um fragmento de NipplDm
chamado 'nipper' que também emenda corretamente e, mosca-do-mediterraneo
transgénica quando analisada por RT-PCR (figura 12). LA670 foi requerida como
uma fonte de tTAV para conduzir expressdo nipper alternativamente emendada.

Os requerentes realizaram recentemente e obtiveram
transgénicos com, construgdes baseadas em Cctra apenas de intron com o
intron em um gene diferente (muitos dos exemplos acima, salvo aparente,
ocorrem em tTAV ou uma das suas variantes, isto € tTAV2 ou tTAV3). Estas
construgdes funcionam como previsto. Isto é um resultado importante, deste
modo mostrando que existem seqii€ncias exonicas ndo essenciais em Cctra que os
requerentes simplesmente duplicaram (em fungdo, se nido necessariamente em
seqiiéncia) aleatoriamente, em tTAV. Também os requerentes notaram
construgdes de ubi - rpr*® deste tipo (LA3014 e LA3 166), que também validam
o método de fusdo de ubiquitina descrito acima. O método de fusdo de ubiquitina
¢ ainda exemplificado por andlise de RT-PCR de LA3054, LA3056 ¢ LA3488
(figuras 11, 13, 14), e como descrito no Exemplo 16, acima.

Figura 11: Gel mostrando emenda especifica de sexo de

intron(s) derivados de Cctra (banda de 780bp em fémeas) em Ceratitis
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capitata transformadas com LA3488. Emenda ‘na forma de FI poderia dar
um produto de aproximadamente 780bp. Uma banda deste tamanho &
claramente visivel de fémeas (trilha 4), mas ndo de machos, nem em trilhas
com reagdes das quais a enzima de transcriptase reversa foi omitida ("sem
RT"). Por esta razio, o intron derivado de Cctra é capaz de emenda alternativa
especifica de sexo nesse contexto de seqiiéncia novo. Trilha 1: Marcador
(SmartLadder™ de Eurogentec, bandas de aproximadamente 0,8, 1,0 e 1,5kb sdo
indicadas); Trilhas 2 e 3: LA3488 de Ceratitis capitata /+ machos (controle de
RT e sem controle RT, respectivamente); Trithas 4 e 5: LA3488 de Ceratitis

~ capitata [+ fémeas (controle de RT e sem controle de RT, respectivamente).

Figura 12: Gel mostrando emenda especifica de sexo de
intron(s) derivados de Cctra em Ceratitis capitata transformada com
LA1038. Emenda na forma de F1 poderia dar um produto de
aproximadamente 230bp. Uma banda deste tamanho ¢ claramente visivel de
fémeas (trilhas 1, 2, 7, 8, 9 e 10), mas ndo de machos. Por esta razio, o intron
derivado de Cctra € capaz de emenda alternativa especifica de sexo nesse
contexto de seqiiéncia novo. Trilha 15: Marcador (SmartLadder™ de
Eurogentec, bandas de aproximadamente 0,2, 0,4 e 0,6kb sdo indicadas); Trilhas
1,2,7,8,9 e 10: LA670 Ceratitis capitata; fémeas de LA1038; Trilhas 3, 4, 5,
6,11, 12, 13 e 14: LA670 de Ceratitis capitata; machos de LA1038.

Figura 13: Gel mostrando emenda especifica de sexo de
intron(s) derivados de Cctra em Ceratitis capitata transformada com
LA3054. Emenda na forma de F1 poderia dar um produto de
aproximadamente 340 bp. Uma banda deste tamanho é claramente visivel na
trilha 7, mas ndo de machos. Por esta razio, o intron derivado de Cctra é
capaz de emenda alternativa especifica de sexo nesse contexto de seqiiéncia
novo. Trilha 1 : Marcador (SmartLadder™ de Eurogentec, bandas de
aproximadamente 0,4, 0,6, 0,8 e 1,0kb sdo indicadas); Trilhas 2-5: machos de
LA3054 de Ceratitis capitata; Trilha 7: fémea de LA3054 Ceratitis capitata.
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Figura 14: Gel mostrando emenda especifica de sexo de
intron(s) derivados de Cctra e, Ceratitis capitata transformada com
LA3056. Emenda na forma de F1 poderia dar um produto de
aproximadamente 200 bp. Uma banda deste tamanho € claramente visivel de
uma fémea (trilha 6), mas ndo de machos (trilhas 2-4). Por esta razio, o intron
derivado de Cctra € capaz de emenda alternativa especifica de sexo nesse contexto

de seqiiéncia novo. Trilha 1: Marcador (SmartLadder™ de Eurogentec, bandas de

- aproximadamente 0,2, 0,4, 0,6 e 0,8kb sdo indicadas); Trilhas 2-5: LA3056 de

Ceratitis capitata /+- machos; Trilhas 6-7: LA3056 Ceratitis capitata /+ fémeas.

Figura 15: Gel mostrando emenda especifica de sexo de
intron(s) derivados de BzTra em Anastrepha ludens transformada com
LA3376. Emenda na forma F1 poderia dar um produto de aproximadamente
672 bp. Uma banda deste tamanho ¢ claramente visivel de fémeas (trilha 4),
mas n3o de machos, nem em trilhas com reagdes de que enzima de
transcriptase reversa foi omitida ("sem RT"), iniciadores usados foram SRY e
AV3F. Por esta razdo, o intron derivados de Bztra € capaz de emenda
alternativa especifica de sexo nesse contexto de seqiiéncia novo e espécie.
Trilha 1: Marcador (SmartLadder™ de Eurogentec, bandas de
aproximadamente 0,6, 0,8, e 1,0kb sdo indicadas); Trilhas 2 e 3: LA3376
Anastrepha ludens /+ machos (controle de RT e sem controle RT,
respectivamente); Trilhas 4 e 5: LA3376 de Anastrepha ludens /+ fémeas
(controle de RT e sem controle de RT, respectivamente).

Figura 18 e SE ID NOs 149 e 150 mostra seqiiéncias de
minigenel de DSX, minigene2 de DSX e mapa de plasmideo de 1.A3619.
Figuras 19-51 sdo como por Exemplos 1-9 acima. Figuras 52-58, 68 e 69
mostram varios diagramas e seqiiéncias de plasmideo. Figuras 59-60 estdo
descritas acima e Figuras 61-66 mostram vérios diagramas e seqiiéncias de

plasmideo. Fig 67 € pLA3596, como discutido em outra parte.
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ANOTACOES DE SEQUENCIA

O seguinte refere-se aos varios plasmideos do presente e
enfatiza a posigdo de certos elementos aqui preferidos.

<223> Seqiiéncia de pLA3359 (SEQ ID NO. 47).

<***> Aspectos chaves incluem:

1. Mini-gene de Anopheles gambiae dsx (Agdsx), [um mini-
gene € uma seqiiéncia recombinante derivado de um gene particular (o gene
Agdsx neste exemplo) por ligagio junta de segmentos ndo contiguos enquanto
retendo a ordem 5°-3’ original; isto € equivalente para delegdo de alguns
segmentos internos de um fragmento mais longo de seqiiéncia gendmica
derivado do gene], (1-3135): incluindo parte de Agdsx de éxon3, éxon 4a
(fémea), éxon 4b (fémea) e parte do éxon5 (macho e fémea).

<***> éxons derivados de Agdsx de posi¢des 426 a 560 (parte
do éxon 3); 1068 a 2755 (incluindo parte do éxon 4, encontrado em fémeas);
1809 a 2755 (incluindo parte do éxon 4, encontrado em fémeas); e 2914 a
3135 (incluindo parte do éxon 5, encontrado em machos).

<#**>  Alternativamente transcrito emendado comega no
segmento derivado de baculovirus AcMNPV Iel (prematuro imediato 1) em
posi¢do ~8031 (fragmento Iel é da posigdo 7431 a 8060).
<Fx*> Aspecto incluido:

1. intron adicional derivado de gene "scraps" de Drosophila
””) a montante para seqtiéncia Agdsx de posi¢do 8075 a 8137.
<223> Seqiiéncia de pLA3433 (SEQ ID NO. 48).

<k**> Aspectos chaves incluem:

1. Mini-gene de Agdsx (778-4623): incluindo parte de Agdsx

(“intron 'scraps

do €xon 2, éxon3, éxon 4a (fémea), éxon 4b (fémea) e parte do éxon5 (macho
e fémea).

<k#*> €xons derivados de Agdsx de posigdo 778 a 908 (parte
do éxon 2); 1913 a 2048 (parte do éxon 3); 2556 a 2642 (parte do éxon 4a);
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3297 a 4243 (parte do éxon 4b) e 4402 a 4623 (parte do éxon 5).

<*¥#*>  Alternativamente transcrito emendado comeca no
segmento derivado de baculovirus AcMNPV Iel (prematuro imediato 1) em
posi¢do ~606 (fragmento Iel é da posigdo 6 a 635).

<k**> Aspecto incluido:

1. intron adicional derivado de gene ‘“scraps" de

122

Drosophila(“intron 'scraps™) a montante para seqiiéncia Agdsx de posicdo
650a712.

<223> Seqiiéncia de pLLA3491.

<***> Agpectos chaves incluem:

1. Mini-gene de Aedes aegypti dsx (Aadsx): incluindo parte de
Aadsx éxon 4, éxon 5a (fémea), éxon 5b (fémea), e parte do éxon6 (macho e
fémea).

<*##*> €xons derivados de Aadsx de posi¢do 1316 a 1450
(parte do éxon 4); 2626 a 3761 (parte do éxon 5a); 3293 a 3761 (parte do éxon
5b); e 5215 a 5704 (parte do éxon 6).

<***> Parte do transcrito F1 € previsto como compreendendo
nucleotideos ~1174-1450, 2626-3761, 5215~5850.

<***> Parte do transcrito F2 é previsto como compreendendo
nucleotideos ~1174-1450, 3293-3761, 5215-~5850.

<***> Parte do transcrito F3 é previsto como compreendendo
nucleotideos ~1174-1450, 2626-3083, 3293-3761, 5215-~5850.

<***> Parte do transcrito M1 € previsto como compreendendo
nucleotideos ~1174-1450, 5215-~5850.

<***> O transcrito alternativamente emendado comeca em
segmento derivado de baculovirus AcMNPV Iel (prematuro imediato 1) em
posi¢do ~1174 (fragmento Iel € de posigdo 574 a 1203).

<*k**> Aspecto incluido:

1. intron adicional derivado de gene "scraps" de Drosophila
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199

(“intron 'scraps™) a montante para seqiiéncia Aadsx de posi¢do 1218 a 1280.

<223> Seqii€ncia de pLLA3646.

<k**> Aspectos chaves incluem:

1. Mini-gene de Aadsx (17218-11707): incluindo parte de
Aadsx éxon 4 de posi¢do 17113 a 16979, éxon 5a de posigdo 15803 a 15025 +
14010 a 13650, éxon 5b de posi¢do 15136 a 15025 + 14010 a 13650 e éxon 6
de posi¢do 12196 a 11707 (nota: orientagio reversa).

<***> parte do éxon 4 contém mutagdes de 4 pontos com

relagdo ao tipo selvagem em posi¢des 17087 (ATG-ACG), 17053 (ATG-

i ACG), 17050 (ATG-ACG) e 17041 (ATG-ACG) (nota: orientagdo reversa);

parte do éxon 5a e 5b contém mutagdes de 3 pontos com relagdo ao tipo
selvagem em posi¢des 15129 (ATG-ATA), 15116 (ATG-ATA) e 15113
(ATG-ATA) (nota: orientagdo reversa). Todas destas mutagdes sdo para
eliminar seqiiéncias de ATG.

<**#>tTAV2 ¢ inserido nos éxons de sobreposi¢do 5a e 5b da
posi¢do 15024 a 14011 (nota: orientag¢do reversa).

<*¥**> O transcrito alternativamente emendado come¢a em
fragmento derivado de hsp70 de posigdo ~17312 (fragmento hsp70 ¢ de
posi¢do 17354 a 17225); (nota: orientagdo reversa).

<Hk*E> Aspecto incluido:

1. intron adicional derivado de gene "scraps" de Drosophila

120

(“intron 'scraps”’) a montante para seqiiéncia Aadsx de posi¢do 1107 a 1045
(nota: orientagdo reversa)

Seqiiéncia de pLA3435 (SEQ ID NO. 46).

<223> Aspectos chaves incluem:

1. Mini-gene de dsx Bombyx mori (Bmdsx) (1411-3161) com
um ligador exdgeno entre éxons 3 e 4 de fémea fusionados.

<***> Fragmento de éxons dois compartilhados (1411bp-

1554bp)
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<#*%> Parte de éxon trés especifico de fémea (2121bp-2202)
fusionado para parte de éxon 4 especifico de fémea (2225bp-2290bp) usando
um ligador ex6geno (2203bp-2224bp)

<***> Fragmento de éxon cinco compartilhado (3007bp-
3161bp) |

<#**> Produto de emenda de minigene dsx fémea € codificado
por 1411-1554 +2121-2290 + 3007-3161.

- <k**> Produto de emenda de minigene dsx macho §é
codificado por 1411-1554 + 3007-3161.

<*¥*¥*>  Transcrigdo €é prevista para comeg¢ar em
aproximadamente posi¢do ~1239 dentro do segmento derivado de baculovirus
AcMNPYV el (prematuro imediato 1) promotor (639bp-1268bp).

<223> Seqiiéncia de pLA3534.

<k**> Aspectos chaves incluem:

1. Mini-gene de Aadsx (6996-4425): contendo Aadsx éxon 4,
parte de éxon 5a (fémea) e parte de éxon Sb (fémea), inclusive de fragmentos
de intron Aadsx.

<Hk**> ¢€xons derivados de Aadsx de posigdo 6968 a 6834
(parte de éxon 4), 5462 a 4425 (parte de éxon 5a) e 4795 a 4425 (parte de
éxon 5b); (nota: orientagéo reversa).

<*#**> Parte do transcrito F1 é prevista como compreendendo
nucleotideos ~7146-6834, 5462-~4300 (nota: orientago reversa).

<*¥**> Parte do transcrito F2 é prevista como compreendendo
nucleotideos ~7146-6834, 4795-~4300 (nota: orientagdo reversa).

<*¥**> Parte do transcrito F3 é prevista como compreendendo
nucleotideos ~7146-6834, 5462-5005, 4795-~4300 (nota: orientag¢o reversa).

<***> O transcrito alternativamente emendado comega em
segmento derivado de baculovirus AcMNPV Iel (prematuro imediato 1) em

posi¢do ~7146 (fragmento Iel é de posigdo 7746 a 7117, orientagdo reversa).
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<223> Seqiiéncia de pLA3612.

<***> Aspectos chaves incluem:

1. Regido de codificagdo de ubiquitina-tTAV?2 inserida em um
éxon fémea de gene Aadsx.

<#**> Ubiquitina-tTAV2 € de posicdo 15185-16429 em
Aadsx (ubiquitina € de 15185-15412; tTAV2 é de 15413-16429), inclusive de
codon de partida e de parada.

<k**> Seqiiéncia derivada de Aadsx: 13150-15184, 16438-

18805.

. <#**>  Transcrito  alternativamente emendado  Aadsx-
ubiquitina-tTAV2 comega em segmento derivado de hsp70 (fragmento hsp70
¢ de 13014-13143).

<223> Seqiiéncia de pLA3619.

<#**> Aspectos chaves incluem:

1. Regido de codificagdo de tTAV2 inserida em um éxon
fémea de gene Aadsx.

<#*#> Seqliéncia derivada de Aadsx: 5635-3641, 2610-243
(nota: orientacdo reversa).

<#**> Transcrito alternativamente emendado Aadsx-tTAV2
comega em segmento derivado de hsp70 de 5642-5771 (nota: orientago
reversa).

<#**> O transcrito tTAV2 é previsto como sendo traduzido

entre 2619-3635, inclusive de cédon de partida e de parada (nota: orientagdo

reversa).

<223> Seqiiéncia de pLA3545.

<*k**> Aspectos chaves incluem:

1. Promotor AaActin4 e 5’ UTR incluindo primeiro expressdo
de tTAV intron regula.

<**%> Seqliéncia derivada de AaActind é de posicdo 923-
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4285.

<*¥**> O transcrito alternativamente emendado € previsto para
comegar em aproximadamente ~2366.

<k**> O primeiro intron de AaActind (variante de emenda
fémea) é de 2458-4259.

<#*%> tTAV ¢€ previsto como sendo traduzido entre 4300-
5316, inclusive de codon de partida e de parada.

<223> Seqtiéncia de pLA3604.

<FE*> Aspectos chaves incluem:

1. Promotor AaActin4 e 5° UTR regula expressdo ubiquitina-
tTAV2.

<#**> Seqiiéncia derivada de AaActind € de posi¢do 5795-
2407 (nota: orientagdo reversa).

<*#**> O transcrito alternativamente emendado € previsto para
comegar em aproximadamente ~4353 (nota: orienta¢io reversa).

<k*%> O primeiro intron de AaActind (variante de emenda
fémea) € de 2455-4254 (nota: orientagdo reversa).

<#**> O transcrito ubiquitina-tTAV?2 é previsfo como sendo
traduzido a partir do cédon de partida engenheirado no primeiro éxon do gene
AaAct4 a 4299-4297 (ubiquitina € de 2406-2179; tTAV2 ¢ de 2178-1162);
(nota: orientagdo reversa).

<223> Seqiiéncia de pLA3641.

<#**> Aspectos chaves incluem:

1. Regido de codificagdo de tTAV inserida em um éxon fémea
de gene CodlingDsx.

<*¥#*>{TAV € de posigdo 2731-3747 no gene CodlingDsx.

<***> Transcrito alternativamente emendado Dsx-tTAV
comegca em segmento derivado de hsp70 (fragmento hsp70 é de 481 1-4940).

<*#¥*> O transcrito tTAV € previsto como sendo traduzido
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entre 2731-3747, inclusive do cdédon de partida e de parada (nota: orientacdo
reversa). |

<223> Seqiiéncia de pLA3570

<kEx> Aspectos chaves incluem:

1. Regido de codificacdo de tTAV inserida em um éxon fémea
de gene PBW-Dsx.

<k**> Regido de codificagdo de tTAV é de 2336-3352.

<#**>  Transcrito alternativamente emendado Dsx-tTAV
comeca em segmento derivado de hsp70 (fragmento hsp70 é de 4683-4812).

<F**> O transcrito tTAV € previsto como sendo traduzido
entre 2336-3352, inclusive do cédon de partida e de parada (nota: orientagdo
reversa).

<223> Seqiiéncia de pLA1188 (SEQ ID NO. 49)

<k**> Aspectos chaves incluem:

1. Regido de codificagdo de tTAV com intron Cctra inserido.

<*+*> fntron Cctra ¢ de posi¢do 3905-2561 em tTAV (nota:
orientagdo reversa).

<*#**> Transcrito alternativamente emendado tTAV comega
em segmento derivado de hsp70 de posigdo 4217 (fragmento hsp70 € de
4260-4131); (nota: orientagdo reversa).

<*#*%> O transcrito tTAV F1 € previsto como sendo traduzido
entre 4040-1679 (nota: orientagdo reversa).

<#*E> Aspecto incluido:

1. Intron Adh dentro do transcrito F1 previsto de posi¢do
4118-4049 (nota: orientacdo reversa).

<223> Seqiiéncia de pLA3077 (SEQ ID NO. 50).

<***> Aspectos chaves incluem:

1. Regido de codificagdo de tTAV com intron Cctra inserido.

<***> [ntron Cctra é de posi¢do 3975-2631 em tTAV (nota:
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orientacdo reversa).

<***> Transcrito alternativamente emendado tTAV comeca
em segmento derivado de hsp70 de posi¢do ~4217 (fragmento hsp70 é de
4260-4131); (nota: orientagdo revérsa).

<***> O transcrito tTAV F1 € previsto como sendo traduzido
entre 4039-1678, inclusive de cédon de partida e de parada (nota: orientagio
reversa).

<#**> Aspecto incluido:

1. Intron Adh dentro do transcrito F1 previsto de posicdo
4117-4048 (nota: orientagdo reversa).

<223> Seqiiéncia de pLA3097 (SEQ ID NO. 51).

<HF*E> Aspectos chaves incluem:

1. Regido de codificagdo de tTAV com intron Cctra inserido.

<***> [ntron Cctra é de posi¢do 3282-1938 em tTAV (nota:
orientagdo reversa).

<***> Transcrito alternativamente emendado tTAV comeca
em segmento derivado de hsp70 de posi¢do ~3382 (fragmento hsp70 € de
3425-3296); (nota: orientagdo reversa).

<*¥**> O transcrito tTAV F1 é previsto como sendo traduzido

. entre 3285-924, inclusive de codon de partida e de parada (nota: orientagéo

reversa).

<223> Seqiiéncia de pLA3233 (SEQ ID NO. 52).

<E*E> Aspectos chaves incluem:

1. Regido de codificagdo de tTAV2 com intron Cctra inserido.

<***> [ntron Cctra é de posi¢do 3289-1945 em tTAV2 (nota:
orientacdo reversa).

<***> Transcrito alternativamente emendado tTAV2 comegca
em segmento derivado de hsp70 de posi¢do ~3389 (fragmento hsp70 ¢ de

3432-3303); (nota: orientagdo reversa).
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<*#*> O transcrito tTAV2 F1 € previsto como sendo traduzido

entre 3292-931, inclusive de coédon de partida e de parada (nota: orientagdo

reversa).

<223> Seqiiéncia de pLA3014 (SEQ ID NO. 53).

<*#*> Aspectos chaves incluem:

1. Regido de codificagdo de ubi-reaper[KR] com intron Cctra
inserido.

<**¥*> Intron Cctra é de posigio 3356-4700 em ubi-
reaper[KR].

<#**> Transcrito alternativamente emendado ubi-reaper[KR]
comega em segmento derivado de hsp70 de posi¢do ~3234 (fragmento hsp70
¢ de 3191-3320).

<*k**> O transcrito ubi-reaper[KR] F1 é previsto como sendo
traduzido entre 3331-5143, inclusive de codon de partida e de parada
(ubiquitina é de 3331-3355, 4701-4948; reaper[KR] é de 4949-5143).

<223> Seqiiéncia de pLA3166 (SEQ ID NO. 54).

<k**> Aspectos chaves incluem:

1. Regido de codiﬁcéqéo de ubi-reaper{KR] com intron Cctra
inserido.

<***> Intron Cctra é de posigio 9987-8643 em ubi-

- reaper[KR] (nota: orientagdo reversa).

<#**> Transcrito alternativamente emendado ubi-reaper[KR]
comega em segmento derivado de hsp70 de posi¢do ~10227 (fragmento hsp70
¢ de 10270-10141); (nota: orientagdo reversa).

<*¥**> O transcrito ubi-reaper[KR] F1 é previsto como sendo
traduzido entre 10126-8359, inclusive de codon de partida e de parada
(ubiquitina € de 10126-9988, 8642-8554; reaper[KR] € de 8553-8359); (nota:
orientacdo reversa).

<223> Segiiéncia de pLA3376 (SEQ ID NO. 55).
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<*EE> Aspectos chaves incluem:
1. Regido de codificagdo de tTAV2 com intron Cctra inserido.
2. Regido de codificagdo de tTAV3 com intron Bztra inserido.
3. Regido de codificagdo de reaper[KR] com intron Bztra
inserido.
<***> [ntron Cctra é de posigio 3289-1945 em tTAV2 (nota:
orientagdo reversa).
<***> Intron Bztra é de posi¢do 5981-5014 em tTAV3 (nota:
orientacdo reversa).
<***> Intron Bztra é de posi¢do 16391-17358 em reaper[KR].
. <*#*> Transcrito alternativamente emendado tTAV2 comeca
em segmento derivado de hsp70 de posi¢do ~3389 (fragmento hsp70 € de
3432-3303); (nota: orientagdo reversa).
<***> Transcrito alternativamente emendado tTAV3 comega
em segmento derivado de sry-alfa de posigdo ~6019 (fragmento sry-alfa é de
6243-5999); (nota: orientagdo reversa).
<#¥*> Transcrito alternativamente emendado reaper[KR]
comega em segmento derivado de hunchback de posi¢do ~16339 (fragmento
hunchback ¢ de 16289-16372).
<*#**> O transcrito tTAV2 F1 € previsto como sendo traduzido
entre 3292-931, inclusive de codon de partida e de parada (nota: orientagdo
reversa).
| <*#*> O transcrito tTAV3 F1 é previsto como sendo traduzido
entre 5984-4006, inclusive de cddon de partida e de parada (riota: orientagdo
reversa).
<*¥#*> O transcrito reaper[KR] ¢é previsto como sendo
traduzido entre 16385-17550, inclusive de codon de partida e de parada.
<223> Seqiiéncia de pL.A3242 (SEQ ID NO. 56).

<*#*%> Aspectos chaves incluem:
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1. Regido de codificagdo de tTAV com intron Cctra inserido.

<#*#> Regido de codificagdo de reaper[KR] com intron Crtra
inserido.

<***> Intron Cctra é de posigdo 3282-1938 em tTAV (nota:
orientacdo reversa).

<***> intron Crtra é de posigdo 5488-4180 em reaperKR
(nota: orientagdo reversa).

<*#*> Transcrito alternativamente emendado reaperKR
comega em segmento derivado de hunchback de posigdo ~5540 (fragmento
hunchback € de 5590-5507); (nota: orientagdo reversa).

<***> Transcrito alternativamente emendado tTAV comega
em segmento derivado de hsp70 de posigdo ~3382 (fragmento hsp70 é de
3425-3296); (nota: orientagdo reversa).

<*#*> O transcrito reaperKR F1 é previsto como sendo
principalmente traduzido entre 4088-5494, inclusive de codon de partida e de
parada (nota: orientagdo reversa).

<*¥**> O transcrito tTAV F1 € previsto como sendo
principalmente traduzido entre 924-3285, inclusive de codon de partida e de
parada (nota: orientagéo reversa).

<223> Seqiiéncia de pLA1172 (SEQ ID NO. 106).

<H#**> Aspectos chaves incluem:

1. Regido de codificagdo de tTAV entre fragmentos derivados
de AaActin4.

<*#*> Fragmentos derivados de AaActin4 sdo de 7868-11257
e 12366-13100.

<#*%> O transcrito tTAV é previsto como sendo traduzido
entre 11342-12358, inclusive de codon de partida e de parada.

<***> O transcrito AaActin4-tTAV € previstos para comegar

na posigdo ~9312.
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<*¥*%> AaActin4 contém um intron (variante de emenda tipo
fémea) de posi¢do 9403-11204.

<223> Seqiiéncia de pLA1038 (Fig. 12).

<kE*> Aspectos chaves incluem:

1. Fragmento de regido de codificagdo de Nipp1Dm (‘nipper’)
com intron Cctra inserido com seqii€ncia exdnica tra de flanqueamento.

<***> Intron Cctra é de posi¢do 3365-4709 em nipper.

<***> Intron Cctra é flanqueado por seqiiéncia exonica Cctra
de posi¢des 3343-3364 e 4710-4729.

<***> Transcrito alternativamente emendado nipper comegca
em segmento derivado de hsp70 de posi¢do ~3243 (fragmento hsp70 ¢ de
3200-3329).

<#**> O transcrito nipper F1 é previsto como sendo traduzido
entre 3340-5014, inclusive de cddon de partida e de parada.

<223> Seqiiéncia de pLA3054 (SEQ ID NO. 158).

<H*E> Aspectos chaves incluem:

1. Regido de codificagdo de DsRed-ubi-tTAV com intron
Cctra inserido com seqiiéncia exdnica tra de flanqueamento.

<***> Intron Cctra é de posi¢do 3509-2165 em DsRed-ubi-
tTAV (nota: orientagdo reversa).

<***> Intron Cctra é flanqueado por seqiiéncia exonica Cctra
de posigoes 3531-3510 e 2164-2145 (nota: orientagdo reversa).

<***> Transcrito alternativamente emendado DsRed-ubi-
tTAV comec¢a ou em segmento derivado de hsp70 de posi¢do ~3243
(fragmento hsp70 € de 4930-4801) ou segmento derivado de Opie2 de posi¢do
~4353 (fragmento Opie2 ¢ de 4795-4255); (nota: orientagdo reversa).

<*¥**> O transcrito DsRed-ubi-tTAV F1 é previsto como
sendo traduzido entre 4320-888, inclusive de cddon de partida e de parada

(DsRed € de 4212-3538; ubiquitina é de 2135-1908; tTAV ¢ de 1907-888);
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(nota: orientagdo reversa).

<223> Seqiiéncia de pLA3056 (SEQ ID NO. 159).

<*k**> Aspectos chaves incluem:

1. Regido de codificagdo de DsRed-ubi-tTAV com intron
Cctra inserido com seqiiéncia exonica tra de flanqueamento.

<***> Intron Cctra é de posicdo 3731-2387 em DsRed-ubi-
tTAV (nota: orientagdo reversa).

<#**> Intron Cctra € flanqueado por seqiiéncia exdnica Cctra

" de posicdes 3753-3732 e 2386-2145 (nota: orientagdo reversa).

<*¥**> Transcrito alternativamente emendado DsRed-ubi-
tTAV comega ou em segmento derivado de hsp70 de posicdo ~5109
(fragmento hsp70 € de 5152-5023) ou segmento derivado de Opie2 de posi¢do
~4575 (fragmento Opie2 € de 5017-4477); (nota: orientagdo reversa).

<k**> O transcrito DsRed-ubi-tTAV F1 € previsto como
sendo traduzido entre 4542-888, inclusive de cédon de partida e de parada
(DsRed € de 4434-3760; ubiquitina € de 2135-1908; tTAV é de 1907-888);
(nota: orientagdo reversa).

<k**> Aspecto incluido:

1. Intron adicional derivado de gene Cctra (segundo intron de
transcrito Cctra F1) dentro do transcrito F1 previsto de posigdo 2222-2168
(nota: orientagdo reversa).

<223> Seqiiéncia de pLA3488 (SEQ ID NO; 160).

<k**> Aspectos chaves incluem:

1. Regido de codificagio de TurboGreen-ubi-DsRed com
intron Cctra inserido.

<***> Intron Cctra é de posi¢io 2263-3607 em TurboGreen-
ubi-DsRed.

<***> Transcrito alternativamente emendado TurboGreen-

ubi-DsRed comec¢a no segmento derivado de baculovirus de AcMNPV Iel
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(prematuro imediato 1) em posi¢do ~1180 (fragmento Iel € de 580-1209).

<#**> O transcrito TurboGreen-ubi-DsRed F1 € previsto
como sendo traduzido entre 1311-4467, inclusive de cddon de partida e de
parada (TurboGreen € de 1311-2093; ligador SG4 € de 2094-2123; ubiquitina
¢ de 2124-3696, inclusive de intron Cctra; DsRed € de 3697-4467).

<#**> Aspecto incluido:

1. Intron adicional derivado de gene "scraps" de Drosophila

199

(“intron 'scraps™) dentro do transcrito F1 previsto de posi¢do 1224-1286.

<223> Seqiiéncia de pLA3596 (SEQ ID NO. 145).

<#F**> Aspectos chaves incluem:

1. Regido de codificagdo de TurboGreen-ubi-DsRed2 com
intron Cctra inserido.

<***> Intron Cctra é de posig¢do 5947-7291 em TurboGreen-
ubi-DsRed2.

<*#*%> TurboGreen-ubi-DsRed2 o transcrito alternativamente
emendado comega no segmento derivado de baculovirus AcMNPV Iel
(prematuro imediato 1) em posig¢do ~4864 (fragmento Iel € de 4264-4893).

<**¥*> O transcrito TurboGreen-ubi-DsRed2 F1 € previsto
como sendo traduzido entre 4995-8148, inclusive de cddon de partida e de
parada (TurboGreen € de 4995-5777; ligador SG4 é de 5778-5807; ubiquitina
¢ de 5808-7380, inclusive de intron Cctra; DsRed2 é de 7381-8151).

<*k**> Aspecto incluido: _

1. Intron adicional derivado de gene "scraps" de Drosophila

199

(“intron 'scraps”™) dentro do transcrito F1 previsto de posi¢do 4908-4970.
2. Mutagdo de aminoacido destinada para comparar a LA3488

de posigdo 7294-7296.
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REIVINDICACOES

1. Sistema de expressdo de polinucleotideos, caracterizado

pelo fato de compreender:

pelo menos uma seqiiéncia polinucleotidica heterdloga
codificando uma proteina funcional, definida entre um cédon de partida e um
cédon de parada, e/ou polinucleotideos para RNA interferéncia (RNAI), a ser
expressado em um organismo;

pelo menos um promotor ligado operativamente ao mesmo; e

pelo menos uma seqiiéncia de controle de emenda que, em
cooperagdo com um espliceossoma, € capaz de (i) mediar a emenda de um
transcrito de RNA da seqiiéncia de codificag@o para dar um primeiro produto
de RNA mensageiro (mRNA) emendado, e (ii) mediar pelo menos uma
emenda alternativa de referido transcrito de RNA para dar um produto de
mRNA emendado alternativo;

em que, quando a pelo menos uma seqiiéncia polinucleotidica
heteréloga codifica uma proteina funcional, pelo menos um dentre os
produtos de mRNA maduros compreendendo uma matriz de leitura aberta
continua (ORF) se estendendo a partir do referido cédon de partida para
referido cédon de parada, assim definindo uma proteina, que é referida
proteina funcional, ou esta relacionada com referida proteina funcional por,
pelo menos, uma dele¢do de aminoacido e que é funcional quando traduzida
e, opcionalmente, sofreu uma modificagdo pos-translacional;

a media¢do sendo selecionada dentre o grupo consistindo de:
mediacdo especifica de sexo, mediagdo especifica de estagio, mediagdo
especifica de linhagem germinal, media¢do especifica de tecido, e
combinag¢des das mesmas.

2. Sistema de expressdo de polinucleotideos de acordo com a

reivindica¢do 1, caracterizado pelo fato de que a mediagdo € especifica do

S€XO0.
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3. Sistema de express@o de polinucleotideos de acordo com a

reivindicagdo 1 ou 2, caracterizado pelo fato de que a seqiiéncia

polinucleotidica a ser expressada compreende dois ou mais éxons de
codificagdo para a proteina funcional.
4. Sistema de expressdo de polinucleotideos de acordo com

qualquer reivindicagdo precedente, caracterizado pelo fato de que a proteina é

um marcador, ou tem um efeito letal, deletério ou esterilizante.
5. Sistema de expressdo de polinucleotideos de acordo com a

reivindicagdo 4, caracterizado pelo fato de que a proteina tem um efeito letal

- resultando em esterilizag3o.

6. Sistema de expressdo de polinucleotideos de acordo com a

reivindicagdo 5, caracterizado pelo fato de que o efeito letal da proteina é

condicionalmente suprimivel.
7. Sistema de expressdo de polinucleotideos de acordo com a

reivindicagdo 4, caracterizado pelo fato de que a proteina € selecionada dentre

0 grupo consistindo de um fator indutor de apoptose, Hid, Reaper (Rpr) e
Nipp1Dm.
8. Sistema de expressdo de polinucleotideos de acordo com

qualquer reivindicag@o precedente, caracterizado pelo fato de que o sistema

compreende pelo menos um mecanismo de retro-alimentagdo positivo, sendo
pelo menos uma proteina funcional a ser diferencialmente expressada, via
emenda alternativa, e pelo menos um promotor para 0 mesmo, em que um
produto de um gene a ser expressado serve como um fator de controle
transcricional positivo para, pelo menos, um promotor, € assim o produto, ou
a expressdo do produto, € controlavel.

9. Sistema de expressdo de polinucleotideos de acordo com a

reivindicagdo 8, caracterizado pelo fato de que um melhorador est4 associado

com o promotor, o produto de gene servindo para melhorar a atividade do

promotor via o melhorador.
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10. Sistema de expressdo de polinucleotideos de acordo com a

reivindicagdo 9, caracterizado pelo fato de que o fator de controle é o produto

de gene tTA ou um analogo do mesmo, e em que uma ou mais das unidades

de operador tetO ¢ ligada operativamente com o promotor e é o melhorador,

tTA ou seu andlogo servindo para melhorar a atividade do promotor via tetO.
11. Sistema de expressdo de polinucleotideos de acordo com

qualquer reivindicag¢do precedente, caracterizado pelo fato de que a proteina

funcional é, ela mesma, um transativador transcricional, como o sistema
tTAV, compreendendo tTAV, tTAV2, outTAV3.
12. Sistema de expressdo de polinucleotideos de acordo com

qualquer reivindicagdo precedente, caracterizado pelo fato de que o promotor

€ ativado por condigdes ambientais, por exemplo a presenca ou auséncia de
um fator particular como tetraciclina no sistema fet ou por variacio da
temperatura ambiental.

13. Sistema de expressdo de polinucleotideos de acordo com

qualquer uma das reivindicagdes 1 a 11, caracterizado pelo fato de que o

promotor € selecionado dentre o grupo consistindo de promotor especifico do
embrido srya, ou seus homodlogos, o gene de Drosophila "slow as
molasses" (slam) ou seus homoélogos.

14. Sistema de expressdo de polinucleotideos de acordo com

qualquer reivindicagdo precedente, caracterizado pelo fato de ainda

compreender um melhorador.
15. Sistema de expressdo de polinucleotideos de acordo com

qualquer reivindicagdo precedente, caracterizado pelo fato de que a mediagio

de emenda alternativa € especifica de sexo e a seqiiéncia de controle de
emenda € derivada de um intron fra.
16. Sistema de expressdo de polinucleotideos de acordo com a

reivindicagdo 15, caracterizado pelo fato de que a seqiiéncia de controle de

emenda € derivada do gene fransformer de mosca-do-mediterrdneo Cctra, ou
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de outro ortélogo ou homdlogo do gene transformer de Drosophila.
17. Sistema de expressdo de polinucleotideos de acordo com a

reivindicagdo 16, caracterizado pelo fato de que referido outro ortélogo ou

homologo do gene transformer de Drosophila é de uma mosca tefritida da
fruta.

18. Sistema de expressdo de polinucleotideos de acordo com a

reivindicag¢do 17, caracterizado pelo fato de que de que a mosca tefritida da
fruta é C. rosa, ou B. zonata.
19. Sistema de expressdo de polinucleotideos de acordo com

qualquer uma das reivindicagdes 1 a 14, caracterizado pelo fato de que a

seqiiéncia de controle de emenda € derivada de mecanismo de emenda
alternativa do gene Actin-4.

20. Sistema de expressdo de polinucleotideos de acordo com a

reivindicagdo 19, caracterizado pelo fato de que o gene Actin-4 é de Aedes
spp.
21. Sistema de expressdo de polinucleotideos de acordo com a

reivindicagdo 19, caracterizado pelo fato de que o gene Actin-4 é de Aedes

aegypti AeActin-4.
22. Sistema de expressdo de polinucleotideos de acordo com

qualquer uma das reivindicagdes 1 a 14, caracterizado pelo fato de que o

mecanismo de emenda compreende pelo menos um fragmento do gene
doublesex (dsx), preferivelmente o derivado de Drosophila, B. mori, lagarta
rosada, traga das magds e péras, ou um mosquito, particularmente Aedes
gambiae ou especialmente Aedes aegypti.

23. Sistema de expressdo de polinucleotideos de acordo com a

reivindica¢do 19 a 22, caracterizado pelo fato de que a seqiiéncia de controle

de emenda e a seqiiéncia polinucleotidica heteréloga codificando uma
proteina funcional, definida entre um cédon de partida e um c6édon de parada,

e/ou polinucleotideos para RNA interferéncia (RNAI), a ser expressado em
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um organismo, sdo providas na forma de uma construgdo de minigene ou um
éxon de cassete.
24. Sistema de expressdo de polinucleotideos de acordo com a

reivindicagdo 4, caracterizado pelo fato de que o sistema € um plasmideo ou

construgdo selecionado dentre o grupo consistindo de qualquer uma das
figuras 16-18, 22-24, 26-32, 49, 52-55, e 61-69, e/ou SEQ ID NO: 46-48, 50-
56, 143-145 e 151-162.

25. Sistema de expressdo de polinucleotideos de acordo com

qualquer reivindicagdo precedente, caracterizado pelo fato de que pelo menos

uma seqiiéncia de controle de emenda ¢ intronica e compreende em sua
extremidade 5' nucleotideo guanina (G), em RNA.
26. Sistema de expressdo de polinucleotideos de acordo com

qualquer reivindicagdo precedente, caracterizado pelo fato de que pelo menos

uma seqiiéncia de controle de emenda € intronica e compreende em sua
extremidade 5' nucleotideos UG e UT em sua extremidade 3', em RNA.

27. Sistema de expressdo de polinucleotideos de acordo com

qualquer reivindicag¢do precedente, caracterizado pelo fato de que a mediagdo
¢ especifica de sexo e ainda mediada ou controlada por ligagdo da proteina
TRA ou complexo de proteina TRA/TRA2, ou homélogos das mesmas.

28. Sistema de expressdo de polinucleotideos de acordo com a
reivindicagdo 27, caracterizado pelo fato de que o sistema compreende a
seqiiéncia de consenso: TCWWCRATCAACA,emque W=AouTeR=A
ou G.

29. Sistema de expressdo de polinucleotideos de acordo com

qualquer reivindicagdo precedente, caracterizado pelo fato de que o

organismo € um mamifero, um peixe, um invertebrado, um artrépode, um
inseto ou uma planta.
30. Sistema de expressdo de polinucleotideos de acordo com

qualquer reivindicagdo precedente, caracterizado pelo fato de que o
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organismo € um inseto da Ordem Diptera.
31. Sistema de expressdo de polinucleotideos de acordo com a

reivindicagdo 30, caracterizado pelo fato de que o inseto é uma mosca

tefritida das frutas selecionada dentre o grupo consistindo de: mosca-do-
mediterrdneo (Ceratis capitata), mosca mexicana das frutas (Anastrepha
ludens), mosca oriental das frutas (Bactrocera dorsalis), mosca da azeitona
(Bactrocera oleae), mosca do meldo (Bactrocera cucurbitae), mosca das
frutas do natal (Ceratitis rosa), mosca da cereja (Rhagoletis cerasi), mosca-
de-queensland (Bactrocera tyroni), mosca-do-péssego (Bactrocera zonata),
mosca das frutas do Caribe (Anastrepha suspensa) e mosca das frutas da india
ocidental (4nastrepha obliqua).

32. Sistema de expressdo de polinucleotideos de acordo com a

reivindica¢do 30, caracterizado pelo fato de que o inseto é um mosquito dos

géneros Stegomyia, Aedes, Anopheles ou Culex.
33. Sistema de expressdo de polinucleotideos de acordo com a

reivindicagdo 32, caracterizado pelo fato de que o mosquito é selecionado

dentre Aedes aegypti, Aedes albopictus, Anopheles stephenst, Anopheles
albimanus e Anopheles gambiae.
34. Sistema de expressdo de polinucleotideos de acordo com a

reivindicagdo 30, caracterizado pelo fato de que o inseto € selecionado dentre

o grupo consistindo de: verme-parafuso do Novo Mundo (Cochliomyia
hominivorax), verme-parafuso do Velho Mundo (Chrysomya bezziana), e
mosca varejeira da ovelha australiana (Lucilia cuprina), traga das macas e
péras (Cydia pomonella), o bicho-da-seda (Bombyx mori), a lagarta-rosada
(Pectinophora gossypiella), a lagarta da couve (Plutella xylostella), a
mariposa-cigana (Lymantria dispar), a lagarta da laranja-da-baia (4dmyelois
transitella), a lagarta mineira do pessegueiro (Anarsia lineatella), e a broca da
haste do arroz (Tryporyza incertulas), as tragas noctuidas, especialmente

Heliothiane, o besouro japonés (Popilla japonica), o besouro branco
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(Graphognatus spp.), o gorgulho do algoddo (Anthonomous grandis), a
lagarta da raiz do milho (Diabrotica spp), e escaravelho da batateira
(Leptinotarsa decemlineata).

35. Sistema de expressédo de polinucleotideos de acordo com a

reivindicagdo 30, caracterizado pelo fato de que o inseto ndo € uma drosofila.

36. Sistema de expressdo de polinucleotideos de acordo com

qualquer reivindicagdo precedente, caracterizado pelo fato de que a expressdo

da seqiiéncia polinucleotidica heter6loga leva a uma conseqiiéncia fenotipica
no organismo.
37. Sistema de expressdo de polinucleotideos de acordo com a

reivindicagdo 1 ou 2, caracterizado pelo fato de que a seqiiéncia

polinucleotidica a ser expressada compreende um polinucleotideo para RNA
interferéncia (RNAI).
38. Método de controle da populagdo de um organismo em um

meio ambiente natural para o mesmo, caracterizado pelo fato de compreender:

1) reproduzir um lote do organismo,

o organismo transportando um sistema de expressdo de genes
compreendendo um sistema de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1-36, que é um sistema genético letal dominante,

i1) distribuir os referidos animais do lote no meio ambiente em
um Jocus para controle da populagéo; e

ii1) obter um controle da populagdo através da letalidade em
estidgio prematuro por expressdo do sistema letal na descendéncia que resulta
da inter-reproducdo dos referidos individuos no lote com os individuos do

sexo oposto da populacdo selvagem.

39. Método de acordo com a reivindicagdo 38, caracterizado -

pelo fato de que a letalidade em estagio prematuro é embridnica ou antes da
maturidade sexual.

40. Método de acordo com a reivindica¢io 39, caracterizado
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pelo fato de que a letalidade em estagio prematuro ocorre de modo prematuro
no desenvolvimento.
4]1. Método de acordo com a reivindicagdo 38 ou 39,

caracterizado pelo fato de que o efeito letal do sistema letal é condicional e

ocorre no referido meio ambiente natural via a expressdo de um gene letal, a
expressdo de referido gene letal estando sob o controle de uma proteina de
transativador reprimivel, a referida reprodugdo ocorrendo sob condi¢des
permissivas na presen¢a de uma substincia, a substincia estando ausente do
referido meio ambiente natural e capaz de reprimir referido transativador.

42. Método de controle biolégico, caracterizado pelo fato de

compreender:

1) reproduzir um lote de organismos machos e fémeas
transformados com o sistema de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1-36, sob condigbes permissivas, permitindo a sobrevivéncia de machos e
fémeas, para dar um agente de controle biologico de sexo dual;

i) opcionalmente antes da préxima etapa impor ou permitir
condi¢Oes restritivas para causar a morte de individuos de um sexo e, assim,
prover um agente de controle bioldgico de sexo unico compreendendo
individuos do outro sexo transportando o sistema genético letal condicional;

iii) liberar o agente de controle bioldgico de sexo dual ou de
sexo unico no meio ambiente em um Jocus para controle bioldgico; e

iv) obter controle bioldgico através da expressdo do sistema
genético na descendéncia resultante de inter-reproduc¢do dos individuos do
agente de controle bioldgico com individuos do sexo oposto da populagio
selvagem.

43. Método de separagdo de sexos, caracterizado pelo fato de

compreender:
1) reproduzir um lote de organismos machos e fémeas

transformados com o sistema de expressdo como definido em qualquer uma
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das reivindicagdes 1 a 36 sob condigdes permissivas ou restritivas, permitindo
a sobrevivéncia de machos e fémeas; e

ii) remover as condi¢des permissivas ou restritivas para induzir
o efeito letal do gene letal em um sexo e ndo no outro por emenda alternativa
especifica de sexo do gene letal.

44. Meétodo ou controle biolégico ou da populagdo,

caracterizado pelo fato de compreender:

1) reproduzir um lote de organismos machos e fémeas
transformados com o sistema de expressio de genes como definido em
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 36, sob condigdes permissivas ou
restritivas, permitindo a sobrevivéncia de machos e fémeas;

ii) remover as condi¢Ges permissivas ou restritivas para induzir
o efeito letal do gene letal em um sexo e ndo no outro por emenda alternativa
especifica do sexo do gene letal para obter separagio de sexos;

iii) esterilizar ou parcialmente esterilizar os individuos
separados, e

iv) obter referido controle através da liberagdo de individuos
estéreis ou parcialmente estéreis separados no meio ambiente natural do

organismo.
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FIGURA 9
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FIGURA 19
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FIGURA 54: Mapa Plasmideo LA3604
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FIGURA 55: Mapa Plasmideo LA3646

tetOx14
GAGA
tetOx7
hsp70 minpro
Parte mudada de B4 SV40 3'UTR
2a. parte de nls
DsRed2

nls Partida ATG
: raps intron
J Mi =
S, N2 TR

Mudado de G

Mudado de G \
Mudado d@\G ’;,-,-'»?"'"
1a. parte de éxon especifico de fémea / ’
tetR\

7
o,'

novo V
2a. parte de éxon
especifico de macho < LA3646

ll 18073 pb

Parte de éxon especifico de ma'_iiho

A5

,

T

SVv40 3'UTR
g

bla (amp[R])
pUC ori
5'ITR
piggyBac 5'




FIGURA 56

47/59

sitio &' sitio3' . -

3]
:-. s

GU UACURAC 4G

PYaa N Fi'aa PY&? ?’-’*s APy ™
e,

S . Consenso animal -e"’

Y , N‘“‘-\-l" ¢
r'nwm**,-;}m SR A T '_:;nﬁi*
Cortar em sitio 5’ e formar Ianat por llg,agao 5'-2

EolTectando o Thiroh 56 116'2" de A o Sitio de TamificHeap:

..-;;-(Eﬂ-l'ﬁﬁﬁ"llﬁ"l :5:.’;' i

“';}3‘?'- ':

F R S 0 e S A T R RN N 9L 3 A D 90 r’ﬁ;bﬂlr#"'»*‘

PATIES fyp&t«érm; -:v\

. .
\‘a;“ﬁ' 2,

o .,é,--é‘

N T n_.ﬂ"'-

O TE TR M T .
e %v

- T

Kaaadind oo o 2

L SR TSR

:
:
H
£

S~
(o}
-




48/59

FIGURA 57
1kb
$63+ 481~
R+ E- €00~ §— 21-
-» &~ -4
alg ?Q
D —t=a
a8 b 98
13 3 37is 6
Exi B2

WME
iga




49/59

FIGURA 58
Sitio doador Sitio de Sitio aceitador
de emenda ramificagcao de emenda

| |

T -
WUPUAGU CUPuAPy Witk NCAG

<—— 20-50 bases ——

A

Intron >

FIGURA 59




50/59

AUG

3097 [ mmm—
(figura 33) 3069
AUG
AeF1 ‘:’\/l
AUG
AeMA1 ‘:\/\/'

AUG  UGA

AeM?2 ‘i\/L

FIGURA 60



51/59

K10 3'UTR approx

tTAV
Ubiquitina

CCtra-intron

pLA3054

13293 pb

Promotor OplE2
hsp70 minpro
tetOx7
GAGA x2

tetOx14
Hr5

Promotor IE1

Partida ATG
Scraps Intron

Inicio de transcrigao le-1

FIGURA 61



52/59

K10 3'UTR approx

Promotor OplE2
hsp70 minpro

tetOx7

GAGA x2

tetOx14

Partida ATG
Scraps Intron

Inicio de transcrigdao le-1 Hr5

Promotor IE1

FIGURA 62



53/59

PiggyBac 5' mini
TTAA Promotor le1
pUC ori e scraps intron

22
S
SN
AN
410X \\-.
S nls
e X\

% TurboGFP

2 ls-Turbo
T

e X

bla (amp[R]) '
ligador de SG4
9423 ph !
I

/
%
'~:;~,\‘ . Ubiquitina
"‘\ Cctraintron
3'ITR R\ DsRed
piggyBac 3'

SV40 polyA

FIGURA 63



54/59

3' IR
piggyBac 3' TTAA
SV40 3'UTR CDs extremidade 3'
AmCyan1

intron3 extremidade 5'

— : Intron3 extremidade 5'
: ‘Exon2 -féemea
L___intron

F&— novoVP16

e tetR
PLA3641 \“\I t tremidad
niron extremiaade
17781 pb \I/\, .
\\\ 7 Intron extremidade !
N N/ hsp70 minpr

3' IR tetOx5
GAGA x2
tetOx14
hsp70 minpro
Adh intron
SV40 polyA
nls

DsRed2

nls

Partida ATG

Scraps Infron

SV40 3'UTR
DsRed2

PiggyBac5
5' IR

Promotor IE1

FIGURA 64



55/59

PBS e
5 IR ﬁ

AttP
Hr5

FIGURA 65

K10 3'UTR approx

EXON ESPECIFICO DE MACHO

intron .

tTAV2

tetR

Exon1- fémea
intron1R
intron1F
CDs

hsp70 minpro
tetOx7

GAGA x2
tetOx14

hsp70 minpro
Adh infron

v p16
SV40 polyA
nls

DsRed2

nis

Partida ATG
Scraps Infron

Promotor IE1



56/59

) -r;piggyBac 5'

Ny, fS(1)K10 3UTR
VP16
{TAV

tetR

11832 pb

tetR

Adh intron
hsp70 minpro
tetOx7

GAGA x2
tetOx14

Scraps Intron

Hr5

Promotor |IE1

FIGURA 66



——

57/59

TTAA

K10 3'UTR aprox.
~ tTAV3Asis

piggyBac 3'

bznhe
tetonheR

hsp70
Transcrigées

Promotor le1

scraps intron
nls
TurboGFP
nis-Turbo

DsRed2 -

ligador de SG4
Ubiquitina
Cctraintron
aa estavel

nis
FIGURA 67



58/59

Parte de éxon especifico de macho $V40 3'UTR

Resto de éxon especifico de fémea
Ubiquitina

éxon de fémea

03
Pi—5 IR

1’/:'1
aedsxR1 ,;,"7 e
Codiﬁcag\—_f-’ e

T pUC ori
N LA3612 5
190 7T
Exory \\ tetOx7 0005 PP / bla (amp[R])
\\\ %/ tetOx14 /;
hsp70 minpro \:\.§ SV40 polyA :&\
‘N 7 3'ITR
\§§~ P 7 \
GAGA x ity piggyBac 3'
hsp70 minpr '
Adh intron nls SV40 3'UTR
DsRed2nis DsRed2

Partida ATG 3xP3
Scraps Intron PiggyBac5h
Promotor |[E1 5'ITR
Hr5 AttP

FIGURA 68



59/59

Promotor IE1

3xP3
attB-Sacl A #688
Xy
a% /(\/\\ scraps
attB-Bglll &N Exon 4
V4 Y
\\\
|
LA3491 i
10540 pb )
W\

Transcrito fémea
Parte de éxon

o especifico de fémea
o #761

Exon em machos

SV40 3'UTR

Resto de éxon especifico de femed#790 Parte de éxon especifico de macho

FIGURA 69



@10303539-0
1

RESUMO

“SISTEMA DE EXPRESSAO DE POLINUCLEOTIDEOS, METODOS DE
CONTROLE DA POPULACAO DE UM ORGANISMO EM UM MEIO
AMBIENTE NATURAL PARA O MESMO, DE CONTROLE
BIOLOGICO, E DE SEPARACAO DE SEXOS, E, METODO OU
CONTROLE BIOLOGICO OU DA POPULAGAO”

Um sistema de expresso de polinucleotideos é provido, o qual
é capaz de emendar alternativamente os transcritos de RNA de uma seqiiéncia

polinucleotidica a ser expressada em um organismo.
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