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TRANSGENICA, SEMENTE TRANSFORMADA, POLIPEPTIDEO
ISOLADO COM ATIVIDADE PESTICIDA, QOMPOSIQAO, MATODO
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LEPIDOPTEROS OU DE COLEOPTEROS, METODO PARA MATAR
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CONTRA UMA PRAGA. A invencao fornece &cidos nucléicos, e
variantes e fragmentos destes, obtidos a partir de linhagens de
Bacilius thuringiensis codificando polipeptideos que tenham atividade
pesticida contra pragas de insetos, incluindo Lepidaptera.
Concretizagdes particulares da invencdo fornecem acidos nucléicos
isolados que codificam proteinas pesticidas, composicées pesticidas,
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contendo um &cido nucléico dos melhoramentos. Estas composicdes
encontram uso de métodos para controlar pragas, especialmente
pragas de plantas.
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POLIPEPTIDEO COM ATIVIDADE PESTICIDA, PLANTA, METODO PARA

PROTEGER UMA PLANTA CONTRA UMA PRAGA
CAMPO DA INVENGAO

A presente invencédo refere-se a Adcidos nucléicos
naturalmente ocorrentes e recombinantes obtidos a partir de
novos genes de Bacillus thuringiensis que codificam
polipeptideos pesticidas caracterizados pela atividade
pesticida contra pragas de insetos. As composicdes e métodos
da invenc¢do utilizam os &cidos nucléicos divulgados, e seus
polipeptideos codificados como pesticidas, para controle de

pragas.

ANTECEDENTES DA INVENGAO

Os insetos constituem um fator importante na perda das
culturas agricolas no mundo. Por exemplo, a alimentacdo da
lagarta-do-cartucho, o dano da lagarta-rosca ou o prejuizo da
broca-do-milho-europeu podem ser economicamente devastadores

para os produtores agricolas. A perda de cultura relacionada
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com praga de inseto e proveniente de ataques da broca-do-
milho-europeu no campo e em milho doce apenas atinge cerca de
um bilh&o de ddélares por ano em prejuizos e despesas de

controle.

Tradicionalmente, o principal método para impactar as
populag¢gdes de 1insetos pragas, como populacdes de lagarta-
rosca, ¢é a aplicagcdo de inseticidas quimicos de amplo
espectro. No entanto, consumidores e reguladores do governo
estdo igualmente cada vez mais preocupados com os riscos
ambientais associados a producdo e com uso de pesticidas
quimicos sintéticos. Devido a essas preocupacdes, os
reguladores tém proibido ou limitado o uso de alguns dos
pesticidas mais perigosos. Assim, existe um grande interesse

no desenvolvimento de pesticidas alternativos.

O controle bioldégico de pragas de insetos de importancia
agricola através de agentes microbianos, tais como fungos/
bactérias ou outra espécie de inseto, oferece uma alternativa
amigdvel com o ambiente e comercialmente atraente aos
inseticidas quimicos sintéticos. De um modo geral, o uso de
biopesticidas apresenta um risco menor de poluicdo e de danos
ambientais, e os bioinseticidas proporcionam maior
especificidade ao alvo do que a caracteristicamente
encontrada em inseticidas quimicos de amplo espectro

tradicionais. Além disso, a producdo dos bioinseticidas custa
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fregliientemente menos e, assim, estes melhoram o rendimento

econbmico para uma grande variedade de culturas.

Certas espécies de microrganismos do género Bacillus sé&o
conhecidas por possuir atividade pesticida contra uma ampla
gama de insetos, incluindo Lepiddéptera, Diptera, Coledptera,
Hemiptera, e outros. Bacillus thuringiensis (Bt) e Bacillus
papilliae estdo entre os mais bem sucedidos agentes de
controle bioldégico descobertos até o presente momento. A

patogenicidade de inseticidas também tem sido atribuida as

linhagens de B. larvae, B. lentimorbus, B. sphaericus
(Harwook, ed., ((1989) Bacillus (Plenum Press), 306) e B.
cereus (WO 96/10083). A atividade pesticida parece estar

concentrada em inclusdes protéicas cristalinas ou cristais
parasporais, apesar de que, proteinas pesticidas também Jj&
terem sido isoladas a partir do estdgio de crescimento
vegetativo de Bacillus. VArios genes que codificam estas
proteinas pesticidas tém sido isolados e caracterizados (ver,

por exemplo, U.S. Patent Nos. 5,366,892 e 5,840,868 ).

Inseticidas microbianos, particularmente aqueles obtidos
a partir de linhagens de Bacillus, tém desempenhado um papel
importante na agricultura como alternativas ao controle
quimico de pragas. Recentemente, os cientistas desenvolveram
plantas agricolas de culturas com resisténcia a insetos
reforgcada por engenharia genética de plantas cultivadas para

a produgdo de proteinas pesticidas de Bacillus. Por exemplo,
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plantas de milho e de algoddo foram geneticamente modificadas
para produzir proteinas pesticidas isoladas de cepas de Bt
(ver, por exemplo, Aronson (2002) Cell Mol. Life Sci. 59
(3):417-425; Schnepf et al. (1998 ) Microbiol Mol Biol Rev.
62 (3) :775-806). Estes cultivar geneticamente modificados
sédo agora amplamente utilizados na agricultura norte-
americana e tem provido o agricultor com uma alternativa
ecoldgica aos métodos tradicionais de controle de insetos.
Além disso, as batatas geneticamente modificadas para conter
toxinas Cry pesticidas foram vendidas para o fazendeiro
americano. Estas plantas inseto-resistentes de culturas
geneticamente modificadas, apesar de .terem sido provadas como
comercialmente muito bem sucedidas, oferecem resisténcia a
apenas uma faixa estreita de pragas de insetos economicamente

importantes.

Assim, a necessidade de novas toxinas Bt, com uma gama
mais ampla de atividade inseticida contra pragas, permanece,
como por exemplo, as toxinas gque sdo ativas contra uma
variedade maior de insetos da ordem Lepiddptera. Além disso,
ainda h& uma necessidade de biopesticidas qgue tenham
atividade contra uma variedade de insetos e de biopesticidas

que tenham a atividade inseticida melhorada.

SUMARIO DA INVENCAO
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Composig¢des e métodos para impactar pragas de insetos
s8o fornecidos. Mais especificamente, os melhoramentos da
presente invencdo referem-se aos métodos para se afetar
insetos utilizando segiiéncias de nucleotideos que codificam
peptideos inseticidas para produzir microorganismos e plantas
transformadas que expressem um polipeptideo inseticida dos
melhoramentos. Estas pragas incluem pragas importantes para a
agricultura, tais como, por exemplo: lagarta-amarela-do-
colmo, Scirpophaga incertulas (Walker) . Em alguns
melhoramentos, as seqiéncias de nucleotideos que codificam
polipeptideos pesticidas s8o para, pelo menos, um inseto

pertencente a ordem Lepiddptera.

Os melhoramentos fornecem um &cido nucléico e fragmentos
e variantes deste, que codificam polipeptideos que possuem
atividade pesticida contra pragas de insetos (por exemplo,
SEQ ID NO: 1 codificando SEQ ID NO: 2). A seqiéncia
nucleotidica tipo-selvagem do melhoramento (por exemplo,
naturalmente ocorrente), que foli obtida a partir de Bt,
codifica wum peptideo inseticida. Os melhoramentos ainda
fornecem fragmentos e variantes da sequéncia de nucleotideos
divulgada, que codificam polipeptideos biologicamente ativos

(por exemplo, inseticidas).

Os melhoramentos ainda fornecem polipeptideos pesticidas
isolados (por exemplo, inseticidas) codificados por um &cido

nucléico do melhoramento tanto naturalmente ocorrente ou
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modificado (por exemplo, mutagenizado ou manipulado). Nos
exemplos particulares, as proteinas pesticidas do
melhoramento incluem fragmentos ou proteinas de comprimento
integral e polipeptideos que sdo produzidos a partir de
dcidos nucléicos mutagenizados, concebidos para introduzir
seqgliéncias de aminodcidos particulares nos polipeptideos dos
melhoramentos. Em melhoramentos particulares, os
polipeptideos pesticidas tém atividade reforcada em relacdo a
atividade do polipeptideo gue ocorre naturalmente e a partir

do gual estes sdo derivados.

Os &cidos nucléicos dos melhoramentos também podem ser
usados para produzir plantas monocotiledbneas ou
dicotileddneas transformadas (por exemplo, transgénicos) gque
se caracterizam por genomas gque compreendem pelo menos um
construto de nucleotideo estavelmente incorporado constituido
por uma seqgliéncia de codificacdo dos melhoramentos
operacionalmente ligada a um promotor gque dirige a expressdo
do polipeptideo pesticida codificado. Assim, as células
vegetais, tecidos vegetais, plantas e sementes transformadas

a partir desta, também sdo fornecidas.

Em um melhoramento especifico, uma planta transformada
pode ser produzida usando-se um 4&cido nucléico gque foi
otimizado para a expresséo aumentada em uma planta
hospedeira. Por exemplo, um dos polipeptideos pesticidas dos

melhoramentos pode ser retro-traduzido para produzir um &dcido
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nucléico compreendendo cdédons otimizados para a expressdo em
um determinado hospedeiro, por exemplo, uma planta de
cultivo, como uma planta de arroz (Oryza sativa). A expressdo
de uma seqiiéncia de codificagdo por uma destas plantas
transformadas (por exemplo, uma dicotileddnea ou
monocotileddnea) ird resultar na producdo de um polipeptideo
pesticida e conferir & planta uma resisténcia contra insetos
aumentada. Alguns melhoramentos fornecem plantas transgénicas
expressando polipeptideos pesticidas para os quais se
encontram métodos de wuso para impactar varias pragas de

insetos.

Os melhoramentos incluem ainda composic¢des de pesticidas
ou inseticidas contendo os polipeptideos inseticidas do
melhoramento e podem opcionalmente, incluir outros peptideos
inseticidas. Os melhoramentos englobam a aplicacdo de tais
composicdes ao ambiente de pragas de insetos, com a

finalidade de impactar estas pragas de insetos.

DESCRIGAO DETALHADA DA INVENCAO

Os melhoramentos da inveng¢do s&do conduzidos para as
composigdes e métodos de impacto de pragas de insetos,
particularmente pragas de plantas. Mais especificamente, o
dcido nucléico isolado dos melhoramentos, e fragmentos e
variantes deste, incluem seqiéncias de nucleotideos que

codificam polipeptideos pesticidas (por exemplo, proteinas).
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As proteinas pesticidas divulgadas s&8o biologicamente ativas
(por exemplo, pesticidas) contra as pragas de insetos, tais
como, mas ndo se limitando a, insetos-praga da ordem
Lepiddéptera. Os insetos de interesse incluem, mas ndo estdo
limitados a: lagarta-amarela-do-colmo, por exemplo,
Scirpophaga incertulas; broca-do-milho-europeu, por exemplo,
Ostrinia nubilalis; lagarta-da-espiga, por exemplo,
Helicoverpa zeae; broca-comum-do-pedinculo, por exemplo,
broca-do-caule-comum, por exemplo, Papiapema nebris; lagarta-

do-cartucho, por exemplo, Pseudaletia unipuncta; broca-do-

milho—do—sudoesté, por exemplo, Diatraea grandiosella;
lagarta-rosca, por ekéﬁplo, Agrotis 1ipsilon; lagarta-da-
beterraba, por exemplo, Spodoptera frugiperda, lagarta-
cartucho-do-outono, por exemplo, Spodoptera exigua e

mariposa-dorso-de-diamante, por exemplo, Plutella xylostella.

As composigdes dos melhoramentos incluem acidos
nucléicos isolados e fragmentos e variantes dos mesmos, que
codificam polipeptideos pesticidas, cassetes de expressdo
compreendendo as seqiiéncias de nucleotideos dos
melhoramentos, proteinas pesticidas isoladas, e composic¢des
pesticidas. Alguns melhoramentos fornecem polipeptideos
pesticidas modificados, caracterizados por conter uma
atividade inseticida contra lepiddépteros melhor em relagdo a
atividade pesticida da proteina tipo selvagem correspondente.
Os melhoramentos ainda fornecem plantas e microorganismos

transformados com estes novos &cidos nucléicos, e métodos que
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envolvem a utilizacdo desses 4&cidos nucléicos, composicdes
pesticidas, organismos transformados e produtos destes no

impacto de pragas de insetos.

Os &cidos nucléicos e sequéncias de nucleotideos dos
melhoramentos podem ser utilizados para transformar todo o
organismo para produzir as proteinas pesticidas codificadas.
Métodos que envolvem o uso desses organismos transformados
sdo fornecidos para impacto ou controle de pragas de plantas.
Os 4cidos nucléicos e sequéncias de nucleotideos dos
melhoramentos também podem ser usados para transformar
organelas como os cloroplastos (McBride et al. (1995)
Biotechnology 13: 362-365; e Kota et al. (1999) Proc. Natl.

Acad. Sci. USA 96: 1840-1845).

Os melhoramentos ainda dizem respeito a identificacdo de
fragmentos e variantes da seqiéncia de codificacgéo
naturalmente ocorrente que codificam proteinas pesticidas
biologicamente ativas. As seqiiénecias de nucleotideos dos
melhoramentos encontram uso direto em métodos para afetar as
pragas, principalmente insetos, como as pragas da ordem
Lepiddéptera. Desta forma, os melhoramentos providenciam novas
abordagens para se impactar insetos praga as quais ndo
dependem do uso dos inseticidas quimicos sintéticos
tradicionais. Os melhoramentos envolvem a descoberta de
pesticidas biodegraddveis naturalmente ocorrentes e dos genes

que codificam estes.
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Os melhoramentos ainda fornecem fragmentos e variantes
da seqiliéncia de codificacd3o naturalmente ocorrente que também
codificam polipeptideos biologicamente ativos (por exemplo,
pesticidas). Os 4&cidos nucléicos dos melhoramentos abrangem
dcidos nucléicos ou sequéncias de nucleotideos que foram
otimizados para expressdo pelas células de um organismo em
particular, por exemplo, sequéncias de A&cido nucléico que
foram retro-traduzidas (ou seja, traduzidos de forma
invertida), utilizando-se cdédons preferenciais de plantas e
baseados na seqgiéncia de aminodcidos de um polipeptideo com
atividade pesticida reforgada. Os melhoramentos ainda prevéem
mutagdes gque conferem propriedades melhoradas ou alteradas
aos polipeptideos dos melhoramentos. Ver, por exemplo, U.S.
Application Nos. 10/606,320 pendente, arquivada em 25 de
junho de 2003, e 10/746,914, arquivada em 24 de dezembro de

2003.

Na descricdo que se segue, uma série de termos €& usada
extensivamente. As seguintes definig¢des sdo fornecidas para

facilitar a compreensdo dos melhoramentos.

Unidades, prefixos e simbolos podem ser notados em seus
formuldrios SI aceitos. Salvo indicacdo em contrdrio, os
dcidos nucléicos sdo escritos da esquerda para a direita em
orientacdo 5’ para 3'; seqiiéncias de aminodcidos s3o escritas

da esquerda para a direita na orientag¢do amino para carboxi,
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respectivamente. Intervalos numéricos s8o 1inclusivos dos
numeros que definem o intervalo. Os aminodcidos podem ser
aqui referidos tanto pelos seus simbolos comumente conhecidos
de trés letras ou pelos simbolos de uma letra recomendados
pela Comissé&o de Nomenclatura Biogquimica (Biochemical
Nomenclature Commission) IUPAC-IUB. Nucleotideos, de igual
modo, podem ser referidos por seus cdédigos de letras simples
comumente aceitos. Os termos acima definidos s&do mais
plenamente definidos por referéncia a especificacdo como um

todo.

Como usado aqui, "&cido nucléico" inclui referéncia a um
polimero de ribonucleotideo ou desoxirribonucleotideo, seja
na forma de fita simples ou de fita dupla, e, salvo se
limitado, englobando andlogos conhecidos (por exemplo, &acidos
nucléicos de peptideos), tendo a natureza essencial dos
nucleotideos naturais, no contexto em que, estes hibridizam
com Acidos nucléicos de fita simples de uma maneira

semelhante aos nucleotideos de ocorréncia natural.

Conforme utilizado aqui, os termos "codificacdo" ou
"codificado" quando usados no contexto de um determinado
4cido nucléico, significa que o &cido nucléico compreende as
informa¢des necessdrias a traducdo direta da seqiiéncia de
nucleotideos em uma proteina especificada. A informacdo pela
qual uma proteina é codificada ¢ especificada pelo uso de

cédons. Um &cido nucléico que codifica uma proteina pode
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conter seqiéncias ndo-traduzidas (por exemplo, introns)
dentro de regides traduzidas do &cido nucléico ou podem nédo
conter estas seqgliéncias ndo-traduzidas de intervencdo (como

no cDNA por exemplo).

Como usado aqui, "seqiiéncia de tamanho integral",
refere-se a um polinucleotideo especificado ou a sua
respectiva proteina codificada, e significa ter-se a
seqiéncia de 4&cido nucléico inteira ou a seqgiiéncia de
aminodcidos inteira de uma seqliéncia nativa (ndo sintética)
endégena. Um polinucleotideo de tamanho integral codifica a
forma cataliticamente ativa e integral de uma proteina

especificada.

Conforme utilizado aqui, o termo "antisenso" usado no
contexto da orientacgdo de uma seqiéncia de nucleotideos se
refere a uma seqiéncia de polinucleotideo duplex gue &
operacionalmente ligada a um promotor em uma orientacdo onde
a fita antisenso é transcrita. A fita antisenso é
suficientemente complementar para um produto da transcricdo
enddgena, de tal forma gque a tradugcdo do produto da
transcricdo enddégena é normalmente inibida. Assim, quando o
termo “antisenso" € utilizado no contexto de uma seqgiiéncia de
nucleotideos especifica, o) termo se refere a fita

complementar do produto de transcricgdo referéncia.
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Os termos "polipeptideo", “peptideo”, e "proteinas" s&o
utilizados aqui alternadamente para se referir a um polimero
de residuos de aminodcidos. Os termos se aplicam a polimeros
de aminodcidos em que um ou mais residuos de aminodcidos & um
andlogo quimico artificial de um aminocdcido naturalmente
ocorrente correspondente, assim como a polimeros de

aminocdcidos naturalmente ocorrentes.

Os termos "residuo" ou "residuo de aminocdcido" ou
"aminodcidos" sdo wutilizados alternadamente aqui para se
referir a um aminodcido que ¢é incorporado em uma proteina,
polipeptideo, ou peptideo (coletivamente ‘“proteina”). O
aminodcido pode ser um aminodcido que ocorre naturalmente e,
a menos que de outra forma limitado, pode abranger andlogos
conhecidos de aminodcidos naturais que podem funcionar de

forma semelhante aos aminodcidos que ocorrem naturalmente.

Polipeptideos dos melhoramentos podem ser produzidos a
partir de um &cido nucléico aqui divulgado, ou através do uso
de técnicas padronizadas de biologia molecular. Por exemplo,
uma proteina do melhoramento pode ser produzida pela
expressdo de um acido nucléico recombinante do melhoramento
em uma célula hospedeira apropriada, ou, alternadamente, por

uma combinac¢do de procedimentos ex vivo.

Conforme utilizado aqui, os termos "isolado" e

"purificado" s&o utilizados indiferentemente para designar os
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dcidos nucléicos e polipeptideos biologicamente ativos ou
partes dos mesmos, que sdo substancialmente ou essencialmente
livres de componentes que normalmente acompanham ou interagem
com o a&cido nucléico ou polipeptideo na forma em que este se
encontra em seu ambiente natural. Assim, um isolado ou
purificado de acido nucléico ou polipeptideo é
substancialmente isento seja de material celular seja de meio
de cultura, quando produzidos por técnicas de recombinacédo,
ou substancialmente livre de precursores quimicos ou outros

produtos gquimicos quando quimicamente sintetizados.

Um “Acido nucléico isoiédo” é geralmente livre de
seqiéncias (como, por exemplo, das seqiéncias codificadoras
de proteinas) que naturalmente cercam o dcido nucléico (ou
seja, seqiiéncias localizadas nas extremidades 5' e 3' do
dcido nucléico) no DNA gendmico do organismo do qual o &cido
nucléico é derivado. Por exemplo, em vdrios melhoramentos, os
dcidos nucléicos isolados podem conter menos que cerca de 5
kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0,5 kb, ou 0,1 kb de seqgiiéncias

de nucleotideos que naturalmente circundam o &cidos nucléico

no DNA gendmico da célula a partir do qual o 4cido nucléico é

derivado.
Conforme utilizado aqui, o termo "isolado" ou
"purificado”, conforme ele é usado para se referir a um

polipeptideo dos melhoramentos, significa que a proteina

isolada é praticamente isenta de material genético e inclui
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preparados de proteinas com menos de cerca de 30%, 20% , 10%,
ou 5% (em peso seco) de proteinas contaminantes. Quando a
proteina do melhoramento ou sua porcdo biologicamente ativa
recombinante é produzida, o meio de cultura representa menos

cerca de 30%, 20%, 10%, ou 5% (em peso seco) dos precursores

quimicos ou gquimicos ndo-proteinas-de-interesse.

Para toda a especificagdo da palavra "compreender", ou
variag¢8es como "compreende" ou "compreendendo", deverd ser
implicado a inclus@o de um elemento indicado, inteiro ou
etapa, ou grupo de elementos, inteiros ou etapas, mas ndo a
exclusédo de qualquer outro elemento, inteiro ou etapa, ou

grupo de elementos, inteiros ou etapas.

Conforme aqui utilizado, o termo "impactando pragas de
insetos" refere-se a efetuag¢do de mudancas na alimentacdo do
inseto, crescimento e/ou comportamento em qualquer fase de
desenvolvimento, incluindo mas n3o se limitando a: matar o
inseto, retardar o crescimento e prevenir a capacidade

reprodutiva, atividade anti-alimentar e assim por diante.

Conforme utilizado aqui, os termos "atividade pesticida*
e "atividade inseticida" s&do usados como sindnimos para se
referir a atividade de um organismo ou de uma substéncia
(como, por exemplo, uma proteina) que pode ser medida pelo,
mas ndo estd limitada a, mortalidade de pragas, perda de peso

de pragas, repeléncia de pragas e outras alteracdes
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comportamentais e fisicas de uma praga apdés a alimentacdo e
exposigdo por um periodo de tempo adequado. Assim, um
organismo ou substéncia com atividade pesticida impacta
negativamente pelo menos um pardmetro mensurdvel de aptidédo
de pragas. Por exemplo, "proteinas pesticidas" sd8o proteinas
que mostram atividade pesticida por si sé ou em combinacdo

com outras proteinas.

Conforme utilizado aqui, o termo "quantidade pesticida
ativa" conota uma qguantidade de uma substlncia ou de
organismo que tem atividade como pesticida quando presente no
ambiente de uma praga. Para cada substé@ncia ou organismo, a
quantidade pesticida efetiva ¢é determinada empiricamente para
cada praga afetada em um ambiente especifico. Da mesma forma,
"gquantidade de inseticida eficaz" pode ser utilizada para se
referir a uma quantidade "pesticida eficaz" quando a praga &

uma praga de insetos.

Conforme utilizado aqui, o termo "modificado por
recombinacdo” ou "modificado" conota a utilizacdo da
tecnologia de DNA recombinante para introduzir (por exemplo,
por engenharia genética) uma mudangca na estrutura de
proteinas com base em uma compreensio do mecanismo de acdo da
proteina e sobre uma consideracdoc dos aminodcidos a serem

introduzidos, deletados ou substituidos.
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Conforme utilizado aqui, o termo "seqiiéncia de
nucleotideos mutante" ou "mutacdo" ou "seqliiéncia de
nucleotideos mutagenizada” denota uma seqiiéncia de

nucleotideos que foi mutagenizada ou alterada para conter um
ou mais residuos de nucleotideos (por exemplo, pares de
bases) que ndo estd presente na seqgiiéncia tipo selvagem
correspondente. Mutagénese ou alteracdo consiste em uma ou
mais adicg8es, exclusdes ou substitui¢des ou reposigdes de
residuos de &cido nucléico. Quando as mutacgdes sdo feitas
através da adicdo, remocg¢do ou substituicdo de um aminodcido
de um sitio proteolitico, essa adicédo, remogao ou
substituicdo pode ser dentro ou adjacente ao motivo do sitio
proteolitico, com tanto que o objeto da mutacdo seja
realizado (ou seja, com tanto que a protedlise no local seja

alterada).

Uma seqiiéncia de nucleotideos pode codificar uma toxina
inseticida mutante mostrando uma atividade inseticida
aumentada ou diminuida, ou uma seqiiéncia de aminodcidos que
confira aumento ou diminuig¢do da atividade inseticida em um
polipeptideo que a contenha. Conforme utilizado aqui, o termo
"mutante" ou "mutacdo" no contexto de uma proteina, um
polipeptideo ou uma seqiiéncia de aminodcidos, se refere a uma
seqiiénecia que tenha sido mutagenizada ou alterada para conter
um ou mais residuos de aminocdcidos que ndo estdo presentes na
seqiiéncia correspondente do tipo selvagem. Mutagénese ou

alteragdo consiste em wuma ou mais adicgbes, exclusses,
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substitui¢Bes ou reposicBes de residuos de aminodcidos. Um
polipeptideo mutante mostra aumento ou diminuicédo da
atividade inseticida, ou representa uma seqiéncia de
aminodcidos que confere a melhor atividade inseticida em um
polipeptideo qgue a contenha. Assim, o termo "mutante" ou
"mutacdo" refere-se a uma ou ambas as sequiéncias de
nucleotideos mutantes e aminodcidos codificados. Mutantes
podem ser usados sozinhos ou em qgualqguer combinacdo
compativel com outros mutantes dos melhoramentos ou com
outros mutantes. Um "polipeptideo mutante" pode inversamente
mostrar uma diminuicdo na atividade inseticida. Quando mais
de uma mutacdo ¢ adicionada a um acido nucléico ou proteina
em particular, as mutac¢lSes podem ser adicionadas ao mesmo
tempo ou segliencialmente, se seqgiencialmente, as mutacdes

podem ser adicionadas em qualgquer ordem adequada.

Conforme wutilizado aqui, o termo "melhor atividade
inseticida" ou "melhor atividade pesticida" refere-se a um
polipeptideo inseticida dos melhoramentos que realgou a
atividade inseticida em relacdo a atividade de sua proteina
tipo selvagem correspondente, e/ou um polipeptideo inseticida
que é eficaz contra uma ampla gama de insetos e/ou um
polipeptideo inseticida tendo especificidade para um inseto
que ndo € suscetivel a toxicidade da proteina tipo selvagem.
Um achado de melhor ou aumentada atividade pesticida, exige a
demonstra¢do de um aumento da atividade pesticida contra os

insetos-alvo, de pelo menos 10%, ou de pelo menos 20%, 25%,
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30%, 35%, 40%, 45%, 50 %, 60%, 70%, 100%, 150%, 200% ou 300%
ou mais de aumento de atividade pesticida em relacdo a
atividade pesticida do determinado polipeptideo inseticida

tipo selvagem contra o mesmo inseto.

Por exemplo, uma atividade inseticida ou pesticida
melhorada ¢é fornecida, onde uma gama mais ampla ou mais
estreita de insetos ¢ afetada pelo polipeptideo em relacdo a
variedade de insetos que € afetada por uma toxina Bt tipo-
selvagem. Uma ampla gama de impacto pode ser desejavel, onde
a versatilidade é desejada, enquanto que um leque restrito de
impacto pode ser desejavel, quando, por exemplo, insetos
benéficos poderiam de outra forma, ser impactados pelo uso ou
presenca da toxina. Enquanto os melhoramentos ndo estdo
vinculados a qualguer mecanismo especifico de acdo, uma
melhora na atividade pesticida também pode ser fornecida por
mudangas em uma ou mais das caracteristicas de um
polipeptideo, por exemplo, a estabilidade ou a longevidade de
um polipeptideo em um intestino de inseto pode ser aumentada
em relagdo a estabilidade ou a longevidade de uma proteina

tipo selvagem correspondente.

O termo "tdéxico", usado aqui se refere a um polipeptideo
que mostra atividade pesticida ou atividade inseticida ou,
atividade pesticida melhorada ou atividade inseticida
melhorada. "Bt" ou toxina de “Bacillus thuringiensis"

destina-se a incluir a classe mais ampla de toxinas Cry
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encontradas em varias linhagens de Bt, que incluem toxinas,

como, por exemplo, Cryls, Cry2s, ou Cry3s.

Os termos "sitio proteolitico" ou "clivagem" referem-se
a uma seqiiéncia de aminodcidos que confere a sensibilidade
para uma classe de proteases ou uma protease especifica, de
forma que um polipeptidio que contem a seqgiliéncia de
aminodcidos ¢ digerido pela classe de proteases ou protease
em particular. Um sitio proteolitico é dito "sensivel" para a
protease (s) que reconhece(m) esse sitio. E apreciado na arte
que a eficiéncia da digestdo ird variar, e que uma diminuicgdo
na eficiéncia de digestdo pode 1levar a um aumento na
estabilidade ou longevidade do polipeptidec no intestino de
um inseto. Assim, um sitio proteolitico pode conferir a
sensibilidade para mais de uma protease ou classe de
proteases, mas a eficiéncia da digestdo nesse local por
vadrias proteases pode variar. Sitios proteoliticos incluem,
por exemplo, sitios de tripsina, sitios de guimotripsina e

sitios de elastase.

A pesguisa mostrou que as proteases do intestino de
insetos 1lepiddpteros incluem tripsinas, gquimotripsinas e
elastases. Veja, por exemplo, Lenz et al. (1991) Arch. Insect
Biochem. Physiol. 16: 201-212; e Hedegus et al. (2003) Arch.
Insect Biochem. Physiol. 53: 30-47. Por exemplo, cerca de 18
diferentes tripsinas foram encontradas no intestino médio de

larvas de Helicoverpa armigera {(ver Gatehouse et al. (1997)
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Insect Biochem. Mol. Biol. 27: 929-944) . Os sitios
proteoliticos de substrato preferidos destas proteases tém
sido investigados. Veja, por exemplo, Peterson et al. (1995)

Insect Biochem. Mol. Biol. 25: 765-774.

Esforcos tém sido feitos para se compreender o mecanismo
de acgdo das toxinas Bt e das toxinas modificadas com
propriedades melhoradas. Tem sido demonstrado que as
proteases do intestino de insetos podem afetar o impacto das
proteinas Cry de Bt sobre o inseto. Algumas proteases ativam
as proteinas Cry, através do processamento delas a partir de
uma forma protoxina em uma forma tdéxica ou uma "toxina."
Veja, Oppert (1999) Arch. Insect Biochem. Phys. 42: 1-12; e
Carroll et al. (1997) J. Invertebrate Pathology 70: 41-49.
Essa ativagdo da toxina pode incluir a remoc¢do dos peptideos
N- e C-terminal da proteina e pode incluir também a clivagem
interna da proteina. Outras proteases podem degradar as

proteinas Cry. Veja Oppert, ibid.

A comparacdo das seqiiéncias de aminodcidos das toxinas
Cry de diferentes especificidades revela cinco blocos de
seqiéncia altamente conservados. Estruturalmente, as toxinas
compreendem trés Areas distintas que sdo a partir do N- para
o C-terminal: um grupo de sete alfa-hélices envolvidas na
formacdo de poros (referidas como "dominio 1"), trés folhas
beta anti-paralelas implicadas na ligacdo celular (designadas

por "dominio 2"), e um sanduiche beta (designado por "dominio
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3"). A 1localizacdo e as propriedades desses dominios sé&o
conhecidas dagqueles com habilidade na arte. Veja, por
exemplo, Li et al. (1991) Nature, 305:815-821 e Morse et al.
(2001) Structure, 9:409-417. Quando é feita referéncia a um
determinado dominio, como o dominio 1, entende-se que o0s
pardmetros exatos do dominio em relacdo a uma determinada
seqiéncia ndo sdo criticos, desde gue a sequéncia ou a parte
destas incluam a seqgiiéncia que fornece pelo menos alguma
funcdo atribuida ao dominio em particular. Assim, por
exemplo, quando se refere ao dominio "1", pretende-se que uma
determinada seqgiiéncia inclua um conjunto de sete alfa-
hélices, mas os pontos finais exatos da seqiiéncia utilizada
ou referida a qual se relaciona este conjunto ndo sdo
criticos. Agquele com habilidades na arte estd familiarizado
com a determinacdo de tails par@metros e a avaliacdo de tais

func¢des.

Em um esfor¢o para melhor caracterizar e melhorar as
toxinas Bt, linhagens da Dbactéria Bt foram estudadas.
Descobriu-se que preparag¢des cristal preparadas a partir de
culturas de linhagens de Bt tinham atividade pesticida contra
a broca-do-milho-europeu (ver, por exemplo, exemplos
experimentais 1, 2 e 3). Um esforco foi feito para se
identificar as seqiéncias de nucleotideos gue codificam as
proteinas de cristal de variedades selecionadas e os A&cidos
nucléicos do tipo selvagem (isto é, naturalmente ocorrente)

dos melhoramentos foram isolados de linhagens bacterianas,
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clonados em um vetor de expressdo, e transformados em E coli.
Dependendo das caracteristicas de uma dada preparacdo, foi
reconhecido que a demonstracdo da atividade pesticida, por
vezes, necessita de um pré-tratamento com tripsina para
ativar as proteinas pesticidas. Assim, entende-se que algumas
proteinas pesticidas requerem digestdo por protease (por
exemplo, tripsina, quimotripsina, etc) para a ativacédo,
enquanto outras proteinas sdo biologicamente ativas (por

exemplo, pesticidas), na auséncia de tal ativacdo.

Tais moléculas podem ser alteradas por meios descritos,
por exemplo, nas U.S. Application Nos. 10/606,320, arquivada
25 de Jjunho de 2003, e 10/746,914, arquivada em 24 de
dezembro de 2003. Além disso, seqiiéncias de &cido nucléicos
podem ser projetadas para codificar polipeptideos que contém
mutagdes adicionais que conferem atividade pesticida
melhoradas ou alteradas em relacgdo a atividade pesticida do
polipeptideo naturalmente ocorrente. As seqiiéncias
nucleotidicas dos 4&cidos nucléicos de tais engenharias
compreendem mutac¢des ndo encontradas nas seqiéncias do tipo

selvagem.

Os polipeptideos mutantes dos melhoramentos sdo
geralmente preparados por um Processo gque envolve as etapas
de: obtencdo de uma seqiéncia de 4cido nucléico que codifica
um polipeptideo da familia Cry, analise da estrutura do

polipeptideo para identificac¢do de determinados sitios "alvo"
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para mutagénese da seqgliéncia do gene subjacente com base na
ponderacdo da funcdo proposta para o dominio alvo no modo de
acdo da toxina; introdugdo de uma ou mais mutag¢des na
seqiéncia de A&cido nucléico para produzir uma mudancga
desejada em um ou mais residuos de aminodcidos da seqiiéncia
do polipeptideo codificado e testar o polipeptideo produzido

para a atividade pesticida.

Muitas das toxinas Bt inseticidas estdo relacionadas em
vdrios graus de semelhanca em suas seqiiéncias de aminod&cidos
e estrutura tercidria e, meios para se obter as estruturas de
cristais das toxinas Bt sdo bem conhecidos. Solucdes de alta
resolugdo da estrutura cristalina exemplar para ambos oS
polipeptideos Cry3A e Cry3B estdo disponiveis na literatura.
A estrutura resolvida do gene Cry3A (Li et al. (1991) Nature
353:815-821) fornece compreensdes sobre a relacdo entre a
estrutura e a func¢do da toxina. Uma consideracdo combinada
das andlises de estrutura de toxinas Bt publicadas, e da
fungcdo associada as estruturas, motivos, ou similares
particularmente reportados, indica que regides especificas da
toxina sdo correlacionadas com funcdes especificas e etapas
distintas do modo de acdo da proteina. Por exemplo, muitas
toxinas isoladas de Bt sdo geralmente descritas como
compostas por trés dominios: um pacote de sete-hélices que
estd envolvido na formacdo de poros, um dominio de trés

folhas de que tem sido relacionado a ligacdo ao receptor, e
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um motivo beta-sanduiche (Li et al. (1991) Nature 305: 815-

821) .

Conforme relatado na U.S. Patent No. 7,105,332, e na
U.S. Application No. 10/746,914 pendente, arguivada em 24 de
dezembro de 2003, a toxicidade das proteinas Cry pode ser
melhorada, alvejando-se a regido localizada entre as alfa-
hélices 3 e 4 do dominio 1 da toxina . Esta teoria era
embasada em um Ccorpo de conhecimento sobre toxinas
inseticidas, incluindo: 1) foi réportado que as alfa hélices
4 e 5 do dominio 1 das toxinas Cry3A se inserem na bicamada
lipidica das células do epitélio do intestino médio de
insetos suscetiveis (Gazit et al. (1998) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 95: 12289-12294), 2) o conhecimento dos inventores
sobre a localizac8o dos sitios de clivagem da tripsina e
quimotripsina dentro da seqiiéncia de aminodcidos da proteina
do tipo selvagem, 3) a observacdo de que a proteina de tipo
selvagem foi mais ativa contra certos insetos apds a ativacgdo
in vitro através do tratamento com tripsina ou guimotripsina
e 4) relato de que a digestdo de toxinas a partir do 3

terminal resultou na diminuic8o da toxicidade para insetos.

Uma série de mutacgdes pode ser criada e colocada em uma
variedade de seqiéncias de base para se criar novos
polipeptideos tendo atividade pesticida melhorada ou
alterada. Ver, por exemplo, U.S. Application Nos. 10/606,320,

arquivada em 25 de Jjunho de 2003, agora abandonada, e
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10/746,914, arquivada em 24 de dezembro de 2003. Estes
mutantes incluem, mas ndo estdo limitados a: a adigdo de pelo
menos mais um sitio sensivel a protease (por exemplo,
clivagem por tripsina) na regido localizada entre as hélices
de 3 e 4 do dominio 1, a substituicdo de um sitio sensivel da
protease original na seqiiéncia do tipo selvagem, por um sitio
sensivel de uma protease diferente, a adicdo de miltiplos
sitios sensiveis a protease em um determinado local, a adicédo
de residuos de aminodcidos préximos do sitio sensivel a
protease (s) a alteracdo do dobramento do polipeptideo para,
assim, melhorar a digest&@o do polipeptideo no sitio protease-
sensivel (s), e a adicdo de mutacgdes para proteger o
polipeptideo da digestio de degradacéo, que reduz a
toxicidade (por exemplo, fazendo uma série de mutagdes nas
quais o aminodcido do tipo selvagem & substituido pelo
aminodcido valina para proteger o polipeptidio da digestdo).
As mutagdes podem ser utilizadas separadamente ou em qualgquer

combinag¢do para fornecer polipeptideos dos melhoramentos.

Desta forma, os melhoramentos fornecem segiiéncias que
compreendem uma variedade de mutacgdes, como, por exemplo, uma
mutacdo que compreende um sitio protease-sensivel adicional,
ou alternativo, localizado entre as alfa-hélices 3 e 4 do
dominio 1 do polipeptideo codificado . Uma mutacgdo que é um
sitio protease-sensivel adicional ou alternativo pode ser
sensivel a varias classes de proteases, tais como proteases

de serina, o que inclui tripsina e quimotripsina, ou enzimas
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como a elastase. Assim, uma mutacdo que é um sitio protease-
sensivel adicional ou alternativo pode ser projetada de modo
que o sitio seja prontamente reconhecido e/ou clivado por uma
categoria de proteases, como as proteases de mamiferos ou
proteases de insetos. Um sitio protease-sensivel pode também
ser concebido para ser clivado por uma determinada classe de
enzimas ou por uma enzima em particular conhecida por ser
produzida em um organismo, como, por exemplo, uma
guimotripsina produzida pela lagarta-da-espiga Heliothis =zea
(Lenz et al. (1991) Arch. Insect Biochem. Physiol. 16: 201-
212). As mutagdes podem conferir resisténcia a digestdo
proteolitica, por exemplo, a digestd3o por quimotripsina na

regido C-terminal do peptideo.

A presenca de um sitio protease-sensivel adicional ou
alternativo na seqiiéncia de aminodcidos do polipeptideo
codificado pode melhorar a atividade pesticida e/ou a
especificidade do polipeptideo codificado pelos adcidos
nucléicos dos melhoramentos. Assim, as seqiiénecias de
nucleotideos dos melhoramentos podem ser recombinantes ou
geneticamente manipuladas para produzir polipeptideos tendo a
atividade inseticida e/ou a especificidade melhorada ou
alterada quando comparada com a de uma toxina tipo selvagem
inalterada. Além disso, as mutac¢des divulgadas aqui podem ser
colocadas ou utilizadas em conjunto com outras seqgiiéncias de
nucleotideos para fornecer as propriedades melhoradas. Por

exemplo, um sitio protease-sensivel, que €& rapidamente
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clivado por quimotripsina de inseto, por exemplo, uma
quimotripsina encontrada na lagarta-cartucho bertha ou na
lagarta-cartucho-de-milho (Hegedus et al. (2003) Arch. Insect
Biochem. Physiol. 53: 30-47; e Lenz et al. (1991) Arch.
Insect Biochem. Physiol. 16: 201-212), pode ser colocada em
uma seqiiéncia Cry base para fornecer toxicidade melhorada a
essa seqiiéncia. Desta forma, os melhoramentos fornecem

polipeptideos tdéxicos com propriedades melhoradas.

Por exemplo, uma seqiiéncia de nucleotideos Cry
mutagenizada pode incluir mutantes adicionais que compreendem
cédons adicionais que introduzem uma segunda seqgiéncia de
aminodcido tripsina-sensivel (além do sitio de tripsina
natural) no polipeptideo codificado. Um mutante adicional
alternativo dos melhoramentos compreende cdédons adicionais
destinados a introduzir, pelo menos, um diferente sitio
protease-sensivel adicional para o polipeptideo, por exemplo,
um sitio quimotripsina-sensivel localizado imediatamente a 5'°
ou a 3' do sitio de tripsina que ocorre naturalmente.
Alternativamente, mutantes de substituicdo podem ser criados
em que pelo menos um cddon do &cido nucléico que codifica o
sitio protease-sensivel naturalmente ocorrente é destruido e
cddons alternativos s8o introduzidos na seqgiiéncia de &cido
nucléico, a fim de pmoporciénar um sitio protease-sensivel
diferente (por exemplo, substituto) . Um mutante de
substituigdo também pode ser adicionado a uma seqiéncia Cry

na qual o sitio de <clivagem de tripsina naturalmente
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ocorrente presente no polipeptideo codificado ¢ destruido e
um sitio de clivagem para quimotripsina ou elastase &

introduzido em seu lugar.

E sabido que qualquer seqiiéncia de nucleotideos que
codifica uma seqiéncia de aminocdcidos que s8o sitios
proteoliticos ou sitios proteoliticos  hipotéticos (por
exemplo, grupos como NGSR, RR, ou LKM) pode ser utilizada e
que a identidade exata dos cdédons utilizados para introduzir
qualgquer um destes sitios de clivagem em um polipeptideo
variante pode variar dependendo da utilizacgdo, ou seja,
expressdo de uma determinada planta. Também é& reconhecido que
qualguer uma das mutag¢des divulgadas pode ser introduzida em
qualquer seqgiéncia de nucleotideos dos melhoramentos que
compreendem os c¢d&dons para residuos de aminodcidos que
fornecem o sitio de clivagem de tripsina nativo que é alvo de
modificacdo. Assim, as variantes tanto de uma toxina de
tamanho integral ou fragmentos desta podem ser modificadas
para conter sitios de clivagem adicionais ou alternativos, e
esses melhoramentos se destinam a ser abrangidos pelo ambito

de aplicacdo dos melhoramentos agqui divulgados.

Serd apreciado por aqueles com habilidade na arte que
qualguer mutacdo uUtil pode ser adicionada as seqgiéncias dos
melhoramentos, desde que os polipeptideos codificados
mantenham a atividade pesticida. Assim, seqgiiéncias também

podem ser transformadas de modo a gque os polipeptideos
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codificados sejam resistentes a digestdo proteolitica pela
quimotripsina. Mais de um sitio de reconhecimento pode ser
adicionado em um local especial em qualguer combinacdo, e
miltiplos sitios de reconhecimento podem ser adicionados ou
removidos da toxina. Assim, mutag¢des adicionais podem incluir
tréds, quatro ou mais sitios de reconhecimento. E preciso
reconhecer que mutag¢des miltiplas podem ser projetadas em
qualguer seqiéncia de polinucleotideo adequada; em
conformidade, seqiiéncias integrais ou fragmentos destas podem
ser modificados para conter sitios de clivagem adicionais ou
alternativos, bem como ser resistente a digestéo
proteolitica. Desta forma, os melhoramentos fornecem toxinas
Cry contendo muta¢des que melhoram a atividade de pesticidas,
bem como composicBes melhoradas e métodos para impactar as

pragas utilizando outras toxinas Bt.

As mutacgdes podem proteger o polipeptideo da degradacdo
por protease, por exemplo, retirando-se os sitios
proteoliticos hipotéticos como sitios de serina protease
hipotéticos e sitios de reconhecimento de elastase de
diferentes A&areas. Alguns ou todos esses sitios hipotéticos
podem ser removidos ou alterados de modo que a protedlise no
local do sitio original ¢ diminuida. Alteracgdes na protedlise
podem ser avaliadas comparando-se um polipeptideo mutante com
toxinas do tipo selvagem ou comparando-se toxinas mutantes
que diferem em sua seqiiéncia de aminodcidos. Sitios

proteoliticos e sitios proteoliticos hipotéticos incluem, mas
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ndo estdo limitados a, as seguintes seqiiéncias: RR, um sitio
de clivagem da tripsina; LKM, um sitio de gquimotripsina e
NGSR, um sitio de tripsina. Esses sitios podem ser alterados
pela adigdo ou supressdo de qualguer numeroc e tipo de
residuos de aminodcidos, enguanto a atividade pesticida do
polipeptideo ¢ aumentada. Assim, polipeptideos codificados
por seqliéncias de nucleotideos compreendendo mutacdes
incluirdo, pelo menos, uma mudanca ou adicdo de aminodcidos
em relacd3o ao nativo ou seqgiiéncia de base, ou 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9, 10, 121, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 32, 35, 38, 40, 45, 47, 50,
60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180,
190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, ou 280 ou mais

alteracdes ou adicdes de aminocdcidos.

Em melhoramentos particulares, as proteinas pesticidas
dos melhoramentos fornecem polipeptideos inseticidas de
tamanho integral, fragmentos dos polipeptideos inseticidas de
tamanho integral, e polipeptideos variantes que sdo
produzidos a partir de 4cidos nucléicos mutagenizados
especialmente desenhados para introduzir seqiiéncias de
aminodcidos em polipeptideos dos melhoramentos. Em
melhoramentos particulares, as seqgiiéncias de aminocdcidos que
s8o introduzidas nos polipeptideos compreendem uma seqiiéncia
que fornece um sitio de clivagem para uma enzima, como uma

protease.
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Sabe-se na arte que a atividade pesticida de toxinas Bt
é normalmente ativada por clivagem do peptideo no intestino
do inseto por diferentes proteases. Uma vez que os peptideos
podem nem sempre ser clivados com total eficiéncia no
intestino do inseto, os fragmentos de uma toxina integral
podem ter a atividade pesticida aumentada, em comparag¢do com
a toxina integral em si. Assim, alguns dos polipeptideos dos
melhoramentos incluem fragmentos de um polipeptideo
inseticida de tamanho integral, e alguns dos fragmentos do
polipeptideo, variantes e nmutagdes terdo a atividade
pesticida reforcada em relacdo a atividade do polipeptideo
inseticida naturalmente ocorrente a partir do qual estes sdo
derivados, especialmente se o polipeptideo inseticida
naturalmente ocorrente ndo ¢€é ativado in vitro com uma
protease antes do rastreamento para atividade. Assim, o©
presente pedido abrange versdes truncadas ou fragmentos das

seqiiéncias.

As mutagdes podem ser colocadas em qualquer segliéncia
base, incluindo tais polipeptideos truncados, enquanto o
polipeptideo mantém a atividade pesticida. Agquele com
habilidade na arte pode facilmente comparar duas ou mais
proteinas no gque diz respeito a atividade pesticida,
utilizando testes conhecidos na arte ou descritos neste
contrato. E preciso entender que os polipeptideos dos

melhoramentos podem ser produzidos tanto pela expressdo de um
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dcido nucléico divulgado aqui, ou pelo uso de técnicas

padronizadas de biologia molecular.

E reconhecido que as proteinas pesticidas podem ser
oligoméricas e irdo wvariar em peso molecular, numero de
residuos, componentes peptideos, atividade contra uma
determinada praga, e outras caracteristicas. No entanto,
segundo os métodos aqui previstos, proteinas ativas contra
uma variedade de pragas podem ser isoladas e caracterizadas.
As proteinas pesticidas dos melhoramentos podem ser usadas em
combinagcdo com outras toxinas Bt ou outras proteinas
inseticidas para aumentar a faixa de insetos alvo. Além
disso, o uso das proteinas pesticidas dos melhoramentos em
combinagdo com outras toxinas inseticidas Bt ou outros
principios inseticidas de uma natureza distinta tem
particular wutilidade para a prevencao e/ou gestdo de
resisténcia a 1insetos. Outros agentes inseticidas incluem
inibidores da protease (de ambos os tipos serina e cisteina),

o-amilase e peroxidase.

Fragmentos e variantes de seqiéncias de nucleotideo e de
aminodcidos e os polipeptideos codificados, assim, também sdo
abrangidos pelos melhoramentos. Conforme utilizado aqui o
termo "fragmento" se refere a uma parte de uma seqgliéncia de
nucleotideos de um polinucleotideo ou uma parte de uma
seqgiiéncia de aminodcidos de um polipeptideo dos

melhoramentos. Fragmentos de uma seqiéncia de nucleotideos
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podem codificar fragmentos de proteinas que mantém a

atividade bioldgica da proteina nativa ou de comprimento

integral correspondente e, portanto, possuem atividade
pesticida. Assim, reconhece-se que alguns dos
polinucleotideos e seqiéncias de aminodcidos dos

melhoramentos podem corretamente ser referidos a ambos os
fragmentos e mutantes.

E preciso entender que o termo "fragmento", como ele é
usado para se referir a seqiéncias de 4&cido nucléico dos
melhoramentos, abrange também as segiiéncias que sdo uteis
como sondas de hibridizagdo. Esta classe de sequéncias de
nucleotideos geralmente ndo codifica fragmentos protéicos que
retenham a atividade Dbioldégica. Assim, fragmentos de uma
seqgléncia de nucleotideos podem variar de pelo menos cerca de
20 nucleotideos, cerca de 50 nucleotideos, cerca de 100

nucleotideos, e até o tamanho completo da seqiéncia de

nucleotideos que codificam as proteinas dos melhoramentos.

Um fragmento de uma seqgiiéncia de nucleotideos dos
melhoramentos que codifica uma porg¢doc biologicamente ativa de
uma proteina pesticida dos melhoramentos ird codificar, pelo
menos, 15, 25, 30, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700,
800, 900, 1.000, 1.100 ou 1.200 aminodcidos contiguos, ou até
o numero total de aminodcidos presentes em um polipeptideo
pesticida dos melhoramentos (por exemplo, 670 aminodcidos

para a SEQ ID NO: 2). Assim, entende-se que os melhoramentos
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também englobam polipeptideos que sdo fragmentos das
proteinas pesticidas exemplares dos melhoramentos e tendo
comprimentos de pelo menos 15, 25, 30, 50, 100, 200, 300,
400, 500, 600, 700, 800, 900, 1.000, 1.100 ou 1.200
aminodcidos contiguos, ou até o numero total de aminodcidos
presentes em um polipeptideo pesticida dos melhoramentos {(por
exemplo, 670 aminodcidos para a SEQ ID Nos: 2). Os fragmentos
de uma seqgliéncia de nucleotideos dos melhoramentos que s&o
iteis como sondas de hibridizac8do ou iniciadores de PCR em
geral, n8o precisam codificar uma porcdo biologicamente ativa
de uma proteina pesticida. Assim, um fragmento de 4&cido
nucléico das incorporacdes pode codificar uma porcgéao
biologicamente ativa de uma proteina pesticida, ou pode ser
um fragmento gque pode ser usado como uma sonda de
hibridizac¢do ou iniciador de PCR utilizando-se métodos aqui
divulgados. Uma por¢do biologicamente ativa de uma proteina
pesticida pode ser obtida por isolamento de uma parte de uma
das sequéncias de nucleotideos dos melhoramentos, expressando
a porc¢do da proteina pesticida codificada (por exemplo, pela
expressdo de recombinagcdo in vitro), e avaliando-se a

atividade da porcdo da proteina pesticida codificada.

Os &4cidos nucléicos que sdo fragmentos de uma seqgiiéncia
de nucleotideos dos melhoramentos incluem pelo menos 16, 20,
50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 600,
700, 800, 1.000, 1.200, 1.400, 1.600, 1.800 ou 2.000

nucleotideos, ou até o numero de nucleotideos presentes em
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uma seqiiéncia de nucleotideos aqui divulgada kpor exemplo,
1.902 nucleotideos para a SEQ ID NO: 1). Fragmentos de
melhoramentos particulares vislumbrados a pdrir de (por
exemplo, produzido a partir de) um primeiro 4cido nucléico
dos melhoramentos, onde o fragmento codifica uma toxina
truncada caracterizada por atividade pesticida.:Polipeptideos
truncados codificados pelos fragmentos de poiinucleotideos
dos melhoramentos sdo caracterizados pela atividade pesticida
que € eguivalente a, ou melhorada, em relacdo a atividade do
polipeptideo integral correspondente codificadofpelo primeiro
dcido nucléico a partir do qual o fragmento: é derivado.
Prevé-se que tais fragmentos de acido nucléico dos
melhoramentos podem ser truncados na extreﬁidade 3' da
seqiiéncia de codificacdo nativa ou de tamanho integral
correspondente. Fragmentos de Aacidos nucléicos também podem
ser truncados, tanto a 5' gquanto no final 3° dafseqﬁéncia de
codificagdo nativa ou de comprimento integral correspondente.

O termo "variantes" é aqui utilizado para se referir a
seqiiéncias muito semelhantes. Para as seqiiéncias de
nucleotideos, variantes conservadas incluem as segliéncias
gque, por causa da degeneracgdo do cdédigo genético, codificam a
seqliéncia de aminodcidos de um dos polipeptideos pesticidas
dos melhoramentos. Variantes alélicas como estas gue ocorrem
naturalmente podem ser identificadas com o uso de técnicas

conhecidas de biologia molecular, como, por exemplo, a reacdo
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em cadeia da polimerase (PCR) e técnicas de hibridizacdo,

conforme aqui descrito.

As sequéncias de nucleotideos variantes também incluem
sequéncias de nucleotideos sinteticamente derivadas, como as
geradas, por exemplo, usando-se mutagénese sitio-dirigida,
mas que ainda codificam uma proteina pesticida dos
melhoramentos, como uma toxina mutante. Geralmente, as
variantes de uma seqgiiéncia de nucleotideos especifica dos
melhoramentos terdo pelo menos cerca de 70%, 75%, 80%, 85%,
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, ou mais de identidade de seqiiéncia a estas
seqiéncias de nucleotideos em particular conforme determinado
por programas de alinhamento de seqgiéncia descritos no
presente documento utilizando-se pardmetros predefinidos. A
variante de uma seqiiéncia de nucleotideos dos melhoramentos
pode diferir desta seqiiéncia por apenas 1-15 nucleotideos,
por apenas: 1-10, tais como, 6-10, ou somente 5, somente 4,

3, 2, ou mesmo 1 nucleotideo.

As variantes de uma seqiiéncia de nucleotideos especifica
dos melhoramentos (ou seja, uma seqiéncia de nucleotideos
exemplar) também podem ser avaliadas através da comparacdo do
percentual de identidade de seqiiéncia entre o polipeptideo
codificado por uma seqgiiéncia de nucleotideos variante e o
polipeptideo codificado pela seqiiéncia de nucleotideos de

referéncia. Assim, por exemplo, &cidos nucléicos isolados que
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codificam um polipeptideo com um dado percentual de
identidade de seqiiéncia ao polipeptideo de SEQ ID NO: 2 sdo
divulgados. O percentual de identidade de seqiiéncia entre
dois polipeptideos pode ser calculado usando-se programas de
alinhamento da seqiiéncia descritos aqui e utilizando-se
parametros predefinidos. Sempre que um dado par de
polinucleotideos dos melhoramentos ¢ avaliado por comparacdo
do percentual de identidade de seqiéncia partilhada pelos
dois polipeptideos que eles codificam, o© percentual de
identidade de seqiiéncia entre os dois polipeptideos
codificados é de, pelo menos, cerca de 40%, 45%, 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, geralmente, pelo menos, cerca de 75%, 80%,
85%, pelo menos, cerca de 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, ou pelo menos cerca de 98%, 99% ou mais identidade de

seqliéncia.

Conforme aqui utilizado, o termo "proteina wvariante"
engloba polipeptideos aque sdo derivados de uma proteina
nativa por: exclusdo (o chamado truncamento) ou adigcdo de um
ou mais aminodcidos na porcdo N- terminal e/ou C-terminal da
proteina nativa, supressédo ou adicdo de um ou mais
aminodcidos em um ou mais sitios na proteina nativa, ou a
substitui¢cdo de um ou mais aminodcidos em um ou mais sitios
na proteina nativa. Assim, o termo “"proteina variante"
engloba fragmentos biologicamente ativos de uma proteina
nativa que compreendem um numero suficiente de residuos de

aminocdcidos contiguos para se manter a atividade bioldgica da
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proteina nativa, ou seja, para se ter atividade pesticida.
Tal atividade pesticida pode ser diferente ou melhorada em
relagcdo a proteina nativa ou pode ser inalterada, enquanto a

z

atividade pesticida é mantida.

As proteinas variantes englobadas pelos melhoramentos
s8do biologicamente ativas, isto é, elas continuam a possuir a
atividade bioldgica desejada da proteina nativa, que é a
atividade como pesticida, como aqui descrito. Tais variacdes
podem resultar a partir de, por exemplo, polimorfismo
genético ou manipula¢do humana. Variantes biologicamente
ativas de uma proteina pesticida nativa dos melhoramentos
terdo pelo menos cerca de 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%,
87%, 88%, 89%, 90%, 91 %, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99%, ou mais de identidade de seqgliéncia com a seqgiiéncia de
aminodcidos da proteina nativa, como determinado pelos
programas de alinhamento da seqiiéncia descritos aqui e
usando-se par@metros padronizados. Uma variante
biologicamente ativa da proteina dos melhoramentos pode
diferir da proteina por somente 1-15 residuos de aminodcidos,
por somente: 1-10, tais como, 6-10, somente 5, somente 4, 3

4

2 ou mesmo 1 residuo de aminodcido.

Os melhoramentos ainda englobam um microorganismo que &
transformado com pelo menos um acido nucléico dos
melhoramentos, com um cassete de expressdo compreendendo o

dcido nucléico, ou com um vetor que inclui o cassete de
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expressdo. Em alguns melhoramentos, o microorganismo é aquele
que se multiplica em plantas. Um melhoramento da invencédo
refere-se a uma proteina pesticida encapsulada que compreende
um microorganismo transformado capaz de expressar, pelo

menos, uma proteina pesticida dos melhoramentos.

Os melhoramentos fornecem composicdes pesticidas
compreendendo um microorganismo transformado dos
melhoramentos. Em tais melhoramentos, 0 microorganismo

transformado é geralmente presente na composicgdo de
pesticidas em uma quantidade de eficdcia pesticida,
juntamente com um carreador adequado. Os melhoramentos
abrangem também composi¢Bes pesticidas compreendendo uma
proteina isolada dos melhoramentos, isoladamente ou em
combinacdo com um organismo transformado dos melhoramentos
e/ou uma proteina pesticida encapsulada dos melhoramentos, em
uma guantidade de eficdcia inseticida, Jjuntamente com um

carreador adequado.

Os melhoramentos prevéem ainda um método de aumentar a
gama de insetos-alvo, usando-se uma proteina pesticida dos
melhoramentos em combinacdo com, pelo menos, uma outra ou
"segunda" proteina pesticida. Qualgquer proteina pesticida
conhecida na arte pode ser empregada nos métodos dos
melhoramentos. Essas proteinas pesticidas incluem, mas ndo
estdo limitadas a, toxinas Bt, inibidores da protease, o-

amilases e peroxidases.
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Os melhoramentos também englobam plantas transformadas
ou transgénicas compreendendo pelo menos uma seqgiéncia de
nucleotideos dos melhoramentos. Em alguns melhoramentos, a
planta ¢é estavelmente transformada com um construto de
nucleotideo compreendendo pelo menos, uma sequiéncia de
nucleotideos dos melhoramentos operacionalmente ligada a um
promotor que dirige a expressd3o em uma célula vegetal. Como
aqui utilizado, a expressdo "planta transformada" e "plantas
transgénicas" referem-se a uma planta que compreende dentro
do seu genoma um polinucleotideo heterdlogo. Geralmente, o
polinucleotideo heterdlogo € estavelmente integrado no genoma
de uma planta transgénica ou transformado, de modo que o
polinucleotideo ¢é transmitido as geracdes sucessivas. O
polinucleotideo heterdlogo pode ser integrado no genoma
sozinho ou como parte de um cassete de expressdo

recombinante.

E preciso entender que o termo "transgénico" utilizado
aqui inclui qualgquer célula, linhagem celular, calo, tecido,
parte da planta, ou planta da qual o gendtipo foi alterado
pela presenca de um A&cido nucléico heterdlogo, incluindo os
transgénicos inicialmente t&8o alterados bem como aqgueles
criados por cruzamentos sexuais ou propagacdo assexuada do
transgénico inicial. O termo "transgénico", usado aqui, ndo
abrange a alteracdo do genoma (cromossdmicas ou extra-

cromossdmicas) por métodos convencionais de melhoramento de
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plantas gque ocorrem naturalmente ou por eventos como a
fecundacdo cruzada aleatédria, infeccgédo viral ndo-
recombinante, transformacéao bacteriana ndo-recombinante,

transposic¢do ndo-recombinante, ou uma mutacdo espontdnea.

Conforme utilizado aqui, o termo ‘"planta" inclui a
planta inteira e &érgdos vegetais (por exemplo, folhas,
caules, raizes, etc), sementes, células vegetais e
descendentes dos mesmos. Partes de plantas transgénicas estdo
dentro do escopo dos melhoramentos e incluem, por exemplo, as
células vegetais, protoplastos, tecidos, calos, embrides, bem
como flores, caules, frutos, folhas e raizes origindrias de
plantas transgénicas ou de seus descendentes previamente

transformados com uma molécula de DNA dos melhoramentos e,

portanto, constituido pelo menos em parte de células
transgénicas.
Como utilizado aqui, o termo planta inclui células

vegetais, protoplastos de plantas, culturas de células do
tecido vegetal a partir do gqual as plantas podem ser
regeneradas, calos de plantas, touceiras de plantas e células
vegetais que estdo intactas em plantas ou partes de plantas,
como os embrides, pdlen, dbvulos, sementes, folhas, flores,
ramos, frutos, carocos, orelhas, espigas, as cascas, caules,
raizes, pontas de raizes, anteras, e assim por diante. A
classe de plantas que pode ser utilizada nos métodos dos

melhoramentos geralmente & tdo ampla quanto a classe de
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plantas superiores passiveis de técnicas de transformacdo,
incluindo as plantas de ambas as monocotileddneas e
dicotileddneas. Tais plantas incluem, por exemplo, Solanum

tuberosum e Zea mays.

Enquanto os melhoramentos ndo dependem de um mecanismo
bioldégico em particular para aumentar a resisténcia de uma
planta a uma praga de planta, a expressdo das seqiiéncias de
nucleotideos dos melhoramentos em uma planta pode resultar na
producéq das proteinas pesticidas dos melhoramentos e num
aumento na resisténcia da planta a uma praga de plantas.
Encontra-se uso para as plantas dos melhoramentos na
agricultura, em métodos para impactar as pragas de insetos.
Determinados melhoramentos fornecem plantas de cultivo
transformadas, como, por exemplo, plantas de milho, que sé&o
Uteis em métodos para impactar as pragas da planta, como, por

exemplo, a broca-do-milho-europeu.

Uma “planta ou célula vegetal submetida" é uma na qual
tenha sido realizada alteracdo genética, como transformacdo,
em um gene de interesse, ou é uma planta ou célula de planta,
que é descendente de uma planta ou célula de planta alterada
e que compreende as alteragBes. Um “controle"” ou "unidade de
controle” ou "célula vegetal controle" fornece um ponto de
referéncia para se medir as mudancas fenotipicas da planta ou

célula vegetal submetida.
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A planta ou célula vegetal controle pode incluir, por
exemplo: (a) uma planta ou célula do tipo selvagem, que seja
do mesmo gendtipo do material de partida para a alteracdo
genética que resultou na planta ou célula vegetal sujeita,
(b) um planta ou célula de planta de mesmo gendtipo do
material de ©partida, mas que foi transformada com a
construgdo de um nulo (isto é, com uma construcdo gque ndo tem
qualgquer efeito sobre a caracteristica de interesse, como uma
construgdo que compreende um gene marcador), (c) uma planta
ou célula vegetal, que €& um segregante nido-transformado entre
a progénie de uma planta ou célula vegetal submetida, (d) uma
planta ou célula vegetal geneticamente idéntica a planta de
ou de células vegetal submetida, mas que ndo seja exposta a
condigBes ou estimulos que induziriam a expressdo do gene de
interesse, ou (e) a planta ou de células vegetal em si, mas

em condi¢Bes em que o gene de interesse nd3o é expresso.

Agueles com habilidade na arte prontamente reconhecem
que os avangos no campo da biologia molecular, tais como
mutagénese sitio-especificas e aleatdrias, metodologias de
reagdo em cadeia da polimerase e técnicas de engenharia de
proteinas fornecem uma extensa colecd3o de ferramentas e
protocolos apropriados para uso para alteracdo ou modificacdo
tanto da seqliéncia de aminocdcidos quanto as seqiiéncias

genéticas subjacentes para proteinas de interesse agricola.
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Assim, as proteinas dos melhoramentos podem ser
alteradas de varias maneiras, incluindo substituicdes de
aminodcidos, exclusdes, truncamentos, e insercdes. Métodos de
tais manipulag¢Bes sdo geralmente conhecidas na arte. Por
exemplo, variantes de sequiéncia de aminodcidos das proteinas
pesticidas podem ser preparadas através da introducdo de
mutagles em um Acido nucléico sintético (por exemplo, uma
molécula de DNA). Métodos de mutagénese e alteracgdes de &cido
nucléico sdo bem conhecidos na arte. Por exemplo, as
alteragdes projetadas podem ser introduzidas usando-se uma
técnica de mutagénese sitio-dirigida mediada por
oligonucleotideo. Veja, por exemplo, Kunkel (1985) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 82:488-492; Kunkel et al. (1987) Methods
in Enzymol. 154:367-382; U.S. Patent No. 4,873,192; Walker e
Gaastra, eds. (1983) Techniques in Molecular Biology
(MacMillan Publishing Company, New York), e as referéncias ai
citadas.

As seqiéncias de nucleotideos mutagenizados dos
melhoramentos podem ser modificadas de modo a alterar cerca
de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12 ou mais dos aminodcidos
presentes na seqléncia primdria do polipeptideo codificado.
Alternativamente, ainda mais mudancas podem ser introduzidas
a partir da sequiéncia nativa de forma que a proteina
codificada pode ter, ao menos, cerca de 1% ou 2%, ou cerca de

%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, ou até mesmo cerca
de 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%, ou 20%, 21%, 22%, 23%,

24%, ou 25%, 30%, 35%, ou 40% ou mais dos cdédons alterados,
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modificados ou ndo, em comparacgdo com a proteina do tipo-
selvagem correspondente. Da mesma forma, a proteina
codificada pode ter menos de 1% ou 2%, ou cerca de 3%, 4%,
5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, ou até mesmo cerca de 13%,
14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%, ou 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, ou
25%, 30%, 35% , ou 40% ou mais cdédons adicionais em
comparac¢do com a proteina tipo-selvagem correspondente. Deve
ser entendido gue as seqliiéncias de nucleotideos mutagenizados
dos melhoramentos visam abranger peptideos equivalentes e
biologicamente funcionais, que tém atividade pesticida, tais
como uma atividade pesticida melhorada, conforme determinado
por propriedades anti-alimentares contra a larva da lagarta-
do-cartucho-de-outono. Tais seqiiéncias podem surgir como
conseqgiiéncia da redunddncia de cdédon e equivaléncia funcional
que sdo conhecidas por ocorrer naturalmente dentro de
sequéncias de 4cidos nucléicos e das proteinas assim

codificadas.

Aquele com habilidades na arte seria capaz de reconhecer
que as adig¢Bes de aminocdcidos e/ou substituic¢des sdo
geralmente embasadas na similaridade relativa da cadeia
lateral do aminodcido-substituinte, por exemplo, sua
hidrofobicidade, carga, tamanho, e assim por diante. Grupos
de substituicdo de aminocdcidos exemplares que tomam varias
das caracteristicas precedentes em consideracd3o sd3o bem

conhecidos para aqueles com habilidade na arte e incluem:
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arginina e lisina; glutamato e aspartato, serina e treonina,

glutamina e asparagina e valina, leucina e isoleucina.

Orienta¢des quanto as substituig¢des de aminodcidos
adequadas qgue ndo afetam a atividade bioldgica da proteina de
interesse podem ser encontradas no modelo de Dayvhoff et al.
(1978) Atlas of Protein Sequence and Structure (Natl. Biomed.
Res. Found., Washington, D.C.), aqui incorporade pela
referéncia. SubstituicBes conservadas, como a troca de um
aminodcido por outro de propriedades semelhantes, podem ser

feitas.

Assim, o0s genes e as segléncias de nucleotideos dos
melhoramentos incluem tanto as seqgliéncias que ocorrem
naturalmente e formas mutantes. Da mesma forma, as proteinas
dos melhoramentos abrangem tanto as proteinas naturais e
formas variantes (por exemplo, os polipeptideos truncados) e
modificadas (por exemplo, mutante) desta. Essas variantes
continuam a possuir a atividade pesticida desejada.
Obviamente, as mutac¢des gque serdo feitas na sequéncia de
nucleotideos que codifica a variacdo ndo devem colocar a
seqliéncia fora do quadros de leitura e, geralmente, ndo vio
criar regifes complementares que poderiam produzir estrutura
secundaria do mRNA. Veja, EP Patent Application Publication

No. 75.444.
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Ndo se espera que as delegdes, insercgdes e substituigdes
das seqiéncias de proteina aqui englobadas produzam mudancas
radicais mnas caracteristicas das proteinas. No entanto,
quando é dificil se prever o efeito exato da substituigdo,
exclusdo ou insercdo antes de fazé-lo, um profissional do
ramo compreenderd que o efeito serd avaliado por testes de
rastreio de rotina, como ensaios de alimentacdo de inseto.
Veja, por exemplo, Marrone et al. (1985) J. Econ. Entomol.
78: 290-293 e Czapla e Lang (1990) J. Econ. Entomol. 83:

2480-2485, aqui incorporados pela referéncia.

Seqiiéncias de nucleotideos wvariantes e proteinas também
englobam seqiiéncias e proteinas derivadas de um processo
mutagénico e recombinogénico como embaralhamento de DNA. Com
tal procedimento, wuma ou mais seguéncias de codificacgédo
diferentes podem ser manipuladas para se criar uma nova
proteina pesticida, possuindo as propriedades desejadas.
Desta forma, bibliotecas de polinucleotideos recombinantes
sdo geradas a partir de uma populacd3o de seqgiiéncias de
polinucleotideos relacionados compreendendo regides de
seqiiéncia que tém identidade de seqiiéncia substancial e podem
ser recombinadas por homologia in vitro e 1in vivo. Por
exemplo, usando esta abordagem, seqiiéncias de codificacédo
integrais, motivos de seqiéncia de codificacdo de um dominio
de interesse, ou qualgquer fragmento de uma seqgiéncia de
nucleotideos dos melhoramentos podem ser embaralhadas entre

as seqiéncias de nucleotideos dos melhoramentos e as porcdes
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correspondentes dos outras seqiiéncias de nucleotideos Cry
conhecidas para se obter um novo gene que codifica para uma

proteina com uma propriedade de interesse melhorada.

Propriedades de interesse incluem, mas ndo estdo
limitadas a, atividade de pesticidas por unidade de proteina
pesticida, a estabilidade da proteina, e a toxicidade para
espécies ndo-alvo, em especial os seres humanos, animais,
plantas e microorganismos gque expressam os polipeptideos
pesticidas dos melhoramentos. Os melhoramentos n&o estdo
vinculados a uma estratégia de embaralhamento particular, sé
que pelo menos uma seqiiéncia de nucleotideos dos
melhoramentos, ou parte dela, estd envolvida numa estratégia
de embaralhamento. O embaralhamento pode envolver apenas as
sequiéncias de nucleotideos aqui divulgadas ou pode incluir,
adicionalmente, embaralhamento de outras seqgiéncias de
nucleotideos conhecidas na arte. Estratégias para o}
embaralhamento de DNA sd8o0o conhecidas na arte. Veja, por
exemplo, Stemmer (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:10747-
10751; Stemmer (1994) Nature 370:389-391; Crameri et al.
(1997) Nature Biotech. 15:436-438; Moore et al. (1997) J.
Mol. Biol. 272:336-347; zhang et al. (1997) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 94:4504-4509; Crameri et al. (1998) Nature 391:288-

291; e U.s. Patent Nos. 5,605,793 e 5,837,458.

As seqiiéncias de nucleotideos dos melhoramentos também

podem ser usadas para se isolar as seqiéncias correspondentes
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de outros organismos, especialmente outras bactérias, e mais
particularmente outras linhagens de Bacillus. Desta forma,
métodos como PCR, hibridizacdo e similares podem ser usados
para se identificar tais seqiiéncias com base em sua homologia
de seqgiliéncia com as seqiéncias agqui enunciadas. Seqgiéncias
que s8o selecionados com base em sua identidade de seqgiiéncia
para as seqiéncias inteiras aqui enunciadas ou fragmentos
destas ndo sdo abrangidos pelos melhoramentos. Tais
seqliiéncias incluem seqiéncias que sdo ortdlogos das
seqliéncias divulgadas. O termo '"ortdlogos" refere-se aos
genes derivados de um gene ancestral comum e que sé&o
encontrados em diferentes espécies, como resultado de
especiacdo. Genes encontrados em diferentes espécies sé&o
considerados ortdélogos quando suas seqiiéncias de nucleotideos
e/ou suas sequiéncias codificadoras de proteina partilham
identidade substancial, tal como definido no presente
trabalho. As fung¢gdes dos ortdlogos sdo normalmente altamente

conservadas entre as espécies.

Em uma abordagem de PCR, iniciadores de
oligonucleotideos podem ser projetados para o uso em reacdes
de PCR para amplificar seqiéncias de DNA correspondentes a
partir de cDNA ou de DNA gendmico extraido de qualquer
organismo de interesse. Métodos para a concepgdo de
iniciadores de PCR e para clonagem por PCR sdo geralmente
conhecidos na arte e sd3o divulgados em Sambrook et al. (1989)

Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2 & ed., Cold Spring
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Harbor Laboratory Press, Plainview, Nova York), denominado a
seguir como "Sambrook". Veja também Innis et al., eds. (1990)
PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications (Academic
Press, New York); Innis e Gelfand, eds. (1995) PCR Strategies
(Academic Press, New York); e Innis e Gelfand, eds. (1999)
PCR Methods Manual (Academic Press, New York). Os métodos
conhecidos de PCR incluem, mas ndo estd3o limitados a, métodos
utilizando iniciadores pareados, iniciadores aninhados
(nested) , iniciadores especificos Uinicos, iniciadores
degenerados, iniciadores gene especificos, iniciadores wvetor
especificos, iniciadores parcialmente incompativeis, e assim

por diante.

Nas técnicas de hibridizacdo, a totalidade ou uma parte
de uma sequiéncia de nucleotideos conhecida € usada como uma
sonda que, seletivamente, hibridiza a outras seqiiéncias de
nucleotideos correspondentes e presentes em uma populacdo de
fragmentos de DNA gendmico clonados ou fragmentos de cDNA (ou
seja, Dbibliotecas gendmicas ou de c¢DNA) de um organismo
escolhido. As sondas de hibridizacdo podem ser fragmentos de
DNA gendmico, fragmentos de cDNA, fragmentos de RNA ou outros
oligonucleotideos, e pode ser rotulados com um grupo
detectdvel como 3?P ou qualquer outro marcador detectavel.
Assim, por exemplo, as sondas de hibridizacdo podem ser
feitas através da marcacdo de oligonucleotideos sintéticos
baseados nas seqléncias dos melhoramentos. Métodos de

preparacdo de sondas para hibridizacdo e para a construcgdo de
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bibliotecas de cDNA e gendmicas sio geralmente conhecidos na

arte e sdo divulgados no Sambrook.

Por exemplo, uma seqiéncia integral aqui divulgada, ou
uma ou mais partes dela, pode ser usada como uma sonda capaz
de hibridizar especificamente com as seqiéncias e RNA
mensageiro correspondentes. Para se realizar a hibridacdo
especifica sob wuma variedade de condic¢Bes, tais sondas
incluem seqiiéncias qQue sdo uUnicas para as seqliénecias dos
melhoramentos e sdo geralmente, pelo menos, entre cerca de 10
ou 20 nucleotideos de comprimento. Essas sondas podem ser
utilizadas para amplificar seqiiéncias Cry correspondentes a
partir de um organismo escolhido por PCR. Esta técnica pode
ser usada para se isolar seqiéncias de codificacd3o de um
organismo desejado ou como um teste de diagndstico para se
determinar a presenca de seqiiéncias de codificacdo em um
organismo. Técnicas de hibridizag¢do incluem rastreamento por
hibridizacdo de bibliotecas de DNA plagqueadas (tanto placas

ou coldnias; ver, por exemplo, Sambrook).

As hibridac8es destas seqgiiéncias podem ser realizadas em
condig¢des estringentes. O termo "condig¢lBes estringentes" ou
"condig¢des estringentes de hibridacdo", usado aqui se refere

a condicdes na qual uma sonda ird hibridizar com a sua

- seqiéncia alvo a um grau detectdvel maior do que a outras

seqiéncias (por exemplo, pelo menos 2 vezes, 5 vezes, ou 10

vezes acima da base). Condigdes estringentes sdo dependentes
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da seqiiéncia e serdo diferentes em diferentes circunsténcias.
Ao controlar a estringéncia da hibridacdo e/ou as condicgdes
de lavagem, grupos-alvo que sdo 100% complementares a sonda
podem ser identificados (marcacgdo ou sondagem de homdlogos) .
Alternativamente, as condigdes de estringéncia podem ser
ajustadas para permitir alguns pareamentos errdneos entre as
seqiéncias para gque menores graus de similaridade sejam
detectados (marcacd3o ou sondagem heterdloga). Geralmente, uma
sonda ¢é inferior a cerca de 1000 ou 500 nucleotideos em

comprimento.

Normalmente, as condi¢8es restritivas serdo agquelas em
que a concentracdo de sal é inferior a cerca de 1,5 M de ions
de Na, tipicamente entre <cerca de 0,01 a 1,0 M de
concentracdo de ions Na (ou outros sais) em pH 7,0 para 8,3 e
a temperatura ¢é de pelo menos cerca de 30°C para sondas de
curtas (por exemplo, 10 a 50 nucleotideos) e pelo menos cerca
de 60°C para sondas de 1longas (por exemplo, superior a 50
nucleotideos). Condig8es de alta estringéncia também podem
ser alcancadas com a adigdo de agentes desestabilizadores,
tais como formamida. Condicgdes de baixa estringéncia
exemplares incluem a hibridacdo com uma solucdo tampdo de
formamida 30 a 35%, 1 M de NaCl, 1% de SDS (dodecil sulfato
de sdédio) a 37°C, e uma lavagem em 1X a 2X SSC (20X sSC = 3,0
M NaCl/0,3 M citrato trissddico) a 50 até 55°C. Condigdes de
estringéncia moderada exemplares incluem a hibridacd@o em 40 a

45% de formamida, 1,0 M de NaCl, 1% de SDS a 37°C, e uma
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lavagem em 0.5X a 1X SSC em 55 a 60°C. CondicBes de alta
estringéncia exemplares incluem a hibridacdo em 50% de
formamida, 1 M de NaCl, 1% de SDS a 37°C, e uma lavagem final
em 0.1X SSC a 60 até 65°C durante pelo menos 20 minutos.
Opcionalmente, tampdes de lavagem podem incluir cerca de 0,1%
para cerca de 1% de SDS. A duracdo da hibridac&do € geralmente
inferior a cerca de 24 horas, normalmente cerca de 4 a cerca

de 12 horas.

A especificidade ¢é tipicamente a funcdo das lavagens
pdés-hibridizag¢do, sendo os fatores criticos a forca idnica e
temperatura da solucdo de 1lavagem final. Para os hibridos
DNA-DNA, a Tm (ponto ou temperatura de fus8o térmica) pode
ser aproximada a partir da equacido de Meinkoth e Wahl (1984)
Anal. Biochem. 138:267-284: Tm = 81.5°C + 16.6 (log M) + 0.41
(%GC) - 0.61 (% de forma) - 500/L, onde M é a molaridade de
cdtions monovalentes,% GC €& a porcentagem de nucleotideos
guanina e citosina no DNA, "% de forma" é a percentagem de
formamida na solug¢do de hibridacgdo, e L € o comprimento do
hibrido em pares de bases. A Tm € a temperatura (sob forca
idnica e pH definidos), na qual 50% de uma seqgiiéncia alvo
complementar hibridiza com uma sonda perfeitamente alinhada.
As lavagens normalmente sdo realizadas pelo menos até que o
equilibrio seja alcancado e um baixo nivel de ruido da
hibridacdo ¢é alcancado, como, por 2 horas, 1 hora ou 30

minutos.
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A Tm ¢é reduzida em cerca de 1°C para cada 1% de
pareamento errdneo, assim, a Tm, a hibridagcdo e/ou as
condic¢Bes de lavagem podem ser ajustadas para a hibridizacé&o
com sequéncias de identidade desejada. Por exemplo, se as
seqiiéncias com mais de 90% de identidade sdo procuradas, a Tm
pode ser reduzida em 10°C. Geralmente, as condig¢des
restritivas s8o selecionadas para serem cerca de 5°C mais
baixas do que a Tm para a seqiéncia especifica e seu
complemento em uma forgca idnica e pH definidos. No entanto,
condi¢des extremamente rigorosas podem utilizar uma
hibridacdo e/ou lavagem a 1, 2, 3 ou 4°C mais baixa do que o
Tm; condig¢des moderadamente severas podem utilizar uma
hibridacdo e/ou lavagem a 6, 7, 8, 9 ou 10°C mais baixa do
que o Tm; e condicBes de baixa estringéncia podem utilizar
uma hibridacdo e/ou lavagem a 11, 12, 13, 14, 15 ou 20°C mais

baixa do que a Tm.

Usando-se a equacdo, composicdes de hibridagdo e de
lavagem, e Tm desejada, aqueles com habilidades ordindrias
irdo entender que as varia¢Bes na estringéncia de hibridacdo
e/ou das solugdes de lavagem sdo inerentemente descritas. Se
o grau desejado de pareamento errdneo resulte em uma Tm
inferior a 45°C (solugdo aquosa) ou 32°C (solugdo de
formamida), a concentracdo do SSC pode ser aumentada de modo
que uma temperatura mais alta possa ser usada. Um extenso
guia para a hibridizacdo de &cidos nucléicos € encontrado em

Tijssen (1993) Laboratory Techniques 1in Biochemistry and
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Molecular Biology—Hybridization with Nucleic Acid Probes,

Parte I, Capitulo 2 (Elsevier, New York); e Ausubel et al.,
eds. (1995) Current Protocols in Molecular Biology, Capitulo
2 (Greene Publishing and Wiley-Interscience, New York). Veja

também Sambrook. Assim, grupos isolados que codificam uma
proteina Cry dos melhoramentos e hibridizam sob condigdes
severas nas seqiiéncias Cry divulgadas aqui, ou a fragmentos

destas, ndo sdo abrangidos pelos melhoramentos.

Os termos a segulir sdo usados para descrever as relacdes
entre as seqiiéncias de dois ou mais 4&cidos nucléicos ou
polinucleotideos: (a) ‘“seqgliéncia referéncia", (b) “janela de
comparacdo", (c)" identidade de seqiiéncia”, (d) "percentagem

de identidade de seqiiéncia", e (e) "identidade substancial".

(a) Como usado aqui, "seqiéncia referéncia" ¢é uma
seqiéncia definida usada como uma base para comparacdo de
seqiiéncia. Uma seqiiéncia referéncia pode ser um subconjunto
ou a totalidade de uma seqiiéncia especifica, por exemplo,
como um segmento de um cDNA ou seqiiéncia génica de tamanho

integral, ou o cDNA ou seqgiéncia génica completos.

(b) Como usado aqui, "janela de comparacdo" faz
referéncia a um segmento contiguo e especifico de uma
sequéncia de nucleotideos, em gque a sequéncia de nucleotideos
na janela de comparacdo pode incluir acréscimos ou supressdes

(ou seja, lacunas) em relacdo a seqiéncia referéncia (gque ndo
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contém os acréscimos ou supressdes) para o melhor alinhamento
das duas seqgiliéncias. Geralmente, a janela de comparacgdo é
pelo menos de 20 nucleotideos contiguos em comprimento, e,
opcionalmente, pode ser de 30, 40, 50, 100, ou mais. Adgueles
com habilidade na arte entenderdo que, para se evitar uma
alta similaridade a uma seqiliéncia referéncia devido a
inclusé&o de lacunas na seqiiéncia polinucleotideo, uma
penalidade de lacuna (gap penalty) geralmente é introduzida e

é subtraida do numero de casamentos ou alinhamentos.

Métodos de alinhamento de seqiéncias para comparacdo sdo
bem conhecidos na arte. Assim, a determinacdo do percentual
de identidade de seqiiéncia entre as duas seqiiéncias pode ser
feita usando-se um algoritmo matemdtico. Exemplos ndo-
limitantes de tais algoritmos matemdticos sdo o algoritmo de
Myers e Miller (1988) CABIOS 4: 11-17; o algoritmo de
alinhamento local de Smith et al. (1981) Adv. Appl. Math. 2:
482; o algoritmo de alinhamento global de Needleman e Wunsch
(1970) J. Mol. Biol. 48: 443-453; o método de procura-por-
alinhamento 1local de Pearson e Lipman (1988) Proc. Natl.
Acad. Sci. 85: 2444-2448; o algoritmo de Karlin e Altschul
(1990) Proc. DNatl. Acad. Sci. E.U.A. 872264, alterado em
Karlin e Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. E.U.A. 90:
5873-5877.

Implementagdes computacionais destes algoritmos

matemdticos podem ser utilizadas para a comparacdo de
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seqiéncias para se determinar a identidade de segiiéncia. Tais
implementa¢des incluem, mas ndo estdo limitadas a: CLUSTAL no
programa PC/Gene (disponivel pela Intelligenetics, Mountain
View, Califdérnia), o programa ALIGN (versdo 2.0) e GAP,

BESTFIT, BLAST, FASTA e TFASTA no pacote GCG Wisconsin

Genetics Software Package, Versdo 10 (disponivel pela
Accelrys 1Inc., 9685 Scranton Road, San Diego, Califdérnia,
USA). Alinhamentos usando esses programas podem ser feitos

z

usando-se o0s parametros padronizados. O programa CLUSTAL é
bem descrito por Higgins et al. (1988) Gene 73:237-244
(1988), Higgins et al. (1989) CABIOS 5:151-153; Corpet et al.
(1988) Nucleic Acids Res. 16:10881-90; Huang et al. (1992)
CABIOS 8:155-65; e Pearson et al. (1994) Meth. Mol. Biol.
24:307-331. O programa ALIGN €& baseado no algoritmo de Myers
e Miller (1988) supra. Uma tabela de peso de residuo PAM120,
uma penalidade de comprimento de lacuna de 12, e uma
penalidade de lacuna de 4 podem ser usados com o programa
ALIGN guando se compara seqiéncias de aminodcidos. Os

programas BLAST de Altschul et al (1990) J. Mol. Biol.

215:403 é baseado no algoritmo de Karlin e Altschul (1990)

supra. Pesquisas de nucleotideos no BLAST podem ser
realizadas com o programa blastn, pontuacdo (score)= 100,
tamanho de palavra (wordlength) = 12, para se obter as

seqiéncias de nucleotideos homdélogos para uma seqiéncia de
nucleotideos que codifica uma proteina dos melhoramentos.
Pesquisas de proteina no BLAST podem ser realizadas com o

programa BLASTX, pontuag¢do = 50, tamanho de palavra = 3, para
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se obter seqiéncias de aminodcidos homdélogas a uma proteina
ou polipeptideo dos melhoramentos. Para se obter alinhamentos
com lacunas para fins de comparag¢do, Gapped BLAST (em BLAST
2,0) pode ser utilizado como descrito no Altschul et al.
(1997) Nucleic Acids Res. 25:3389. Alternativamente, o PSI-
BLAST (no BLAST 2.0) pode ser usado para se executar uma
busca reiterativa que detecta as relacgdes distantes entre
moléculas. Veja Altschul et al. (1997) supra. Quando se esté
utilizando o BLAST, Gapped BLAST, ou PSI-BLAST, os pardmetros
padrdo dos respectivos programas (por exemplo, blastn para
seqgliéncias de nucleotideos, BLASTX de proteinas) podem ser
usados. Veja o enderec¢o eletrdnico da National Center for
Biotechnology Information na world wide web em
ncbi.hlm.nih.gov. O alinhamento também pode ser realizado

manualmente por inspecdao.

Salvo disposicgéo contréria, a identidade de
seqiéncia/similaridade contidas neste documento refere-se ao
valor obtido wutilizando-se GAP versdo 10 utilizando os
seguintes paré@metros: % de identidade e % de semelhanca para
uma seqgliéncia de nucleotideos utilizando Peso de Lacuna (GAP
Weight) de 50 e Peso de Comprimento (Length Weight) de 3, e a
matriz de pontuacdo nwsgapdna.cmp; % de identidade e % de
semelhanca para uma seqgiéncia de aminodcidos usando-se Peso
de Lacuna de 8 e Peso de Comprimento de 2, e a matriz de
pontuag¢do BLOSUM62, ou qualquer outro programa equivalente. O

termo "programa equivalente", usado aqui se refere a qualquer
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programa de comparagdo de seqiiéncia que, para gquaisquer duas
seqgqiiéncias em questdo, gera um alinhamento tendo casamento de
nucleotideos ou residuos de aminodcidos idénticos e um
percentual de identidade de seqiéncia idéntico quando
comparado com o alinhamento correspondente gerado pelo GAP

Versdo 10.

O GAP utiliza o algoritmo de Needleman e Wunsch (1970)
supra, para encontrar o alinhamento de duas seqgiiéncias
completas gue maximiza o numero de igualdades e minimiza o
nimero de lacunas. O GAP considera todos os possiveis
alinhamentos e posic¢des de lacuna e cria o alinhamento com ©
maior numero de bases e o menor numero de lacunas
correspondente. Ele permite a prestacdo de uma penalidade de
criacdo de lacuna e uma penalidade de extensdo de lacuna em
unidades de bases alinhadas. O GAP deve fazer um lucro do
numero de penalidade de criagdo de lacuna por alinhamento
para cada lacuna gue insere. Se uma penalidade de extensdo de
lacuna maior que zero € escolhida, o GAP deve, além disso,
fazer um lucro para cada lacuna inserida do tamanho do tempo
da lacuna e da penalidade de extensdo de lacuna. Valores de
criacdo de penalidade de 1lacuna padronizados e valores de
penalidade de extensdo de lacuna na versdo 10 do pacote GCG
Wisconsin Genetics Software Package para seqiiéncias protéicas
sdo de 8 e 2, respectivamente. Para seqiiéncias de
nucleotideos o padrdo de penalidade de criacd3o de lacuna é de

50, enquanto o padrdo de penalidade de extensdo de lacuna é
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3. A criagdo de lacuna e penalidade de extensdo de lacuna
pode ser expressa como um numero inteiro selecionado do grupo
composto de numeros inteiros de 0 a 200. Assim, por exemplo,
a criacgdo de lacuna e penalidade de extensdo de lacuna pode
ser 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,

45, 50, 55, 60, 65 ou superior.

O GAP apresenta um membro da familia dos melhores
alinhamentos. Pode haver muitos membros desta familia, mas
nenhum outro membro tem uma gqualidade melhor. O GAP mostra
quatro figuras de mérito para alinhamentos: Qualidade,
Relagdo, Identidade e semelhanca. A qualidade é a métrica
maximizada com a finalidade de alinhar as seqiiéncias. A razdo
é a qualidade, dividido pelo numero de bases no segmento mais
curto. A porcentagem de identidade €é a porcentagem dos
simbolos que realmente correspondem. A similaridade
percentual € a porcentagem dos simbolos que sd3o semelhantes.
Os simbolos Que estdo sobre as lacunas s8o ignorados. A
semelhanca é marcada guando o valor Matriz de pontuacdo para
um par de simbolos €é maior ou igual a 0,50, o limiar de
similaridade. A matriz de pontuacdo utilizada na versd3o 10 do
pacote GCG Wisconsin Genetics Software Package ¢ BLOSUM62

(ver Henikoff e Henikoff (1989) Proc. Natl. Acad. E.U.A.

89:10915) .

(c) Como wusado aqui, "identidade de seqgiiéncia" ou

"identidade" no contexto de duas seqiiéncias de 4cido nucléico
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ou de polipeptideos faz referéncia aos residuos nas duas
seqiiéncias que sdo os mesmos quando alinhados para
correspondéncia maxima sobre uma Jjanela de comparacdo
especificada. Quando o percentual de identidade de seqgiéncia
é usado em referéncia as proteinas, €& reconhecido qgue as
posicBes de residuos que ndo sdo 1dénticas, muitas vezes
diferem por substituig¢des de aminodcidos conservados, onde os
residuos de aminodcidos sdo substituidos por outros residuos
de aminodcidos com propriedades gquimicas semelhantes (por
exemplo, carga ou hidrofobicidade) e, portanto, ndo alteram
as propriedades funcionais da molécula. Quando as seqiiéncias
diferem em substituig¢des conservadas, o percentual de
identidade de seqgiiéncia pode ser ajustado para corrigir para
a natureza conservadora da substituigdo. Seqiéncias que
diferem por tais substituic¢des conservadas sdo ditas como
tendo "similaridade de seqgiiéncia" ou "similaridade". Os meios
para se fazer este ajuste sdo bem conhecidos por agqueles com
habilidade na arte. Normalmente, isso envolve pontuar-se uma
substituicdo conservada como uma discorddncia parcial, ao
invés de um pareamento completamente errdneo, aumentando-se
assim o percentual de identidade de seqgiiéncia. Assim, por
exemplo, onde a pontuagcdo de 1 é dada a um aminodcido
idéntico e, a uma substituic¢do ndo-conservada € atribuida a
pontuacgdo de zero, a uma substituic¢do conservador € atribuida
uma pontuacdo entre zero e 1. A pontuacgdo de substituigdes

conservadas ¢ calculada, por exemplo, como implementado no
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programa PC/GENE (Intelligenetics, Mountain View,
Califdérnia).

(d) Como usado aqui, "percentual de identidade de
seqiéncia", significa o) valor determinado através da

comparacdo de duas seqiéncias perfeitamente alinhadas sobre
uma Jjanela de comparacdo, em que a parte da seqgiéncia de
nucleotideos na janela de comparacdo pode incluir acréscimos
ou supressdes (ou seja, as lacunas) conforme comparada com a
seqiéncia de referéncia (gque ndo inclui os acréscimos ou
supressdes) para o melhor alinhamento das duas seqgiiéncias. A
porcentagem ¢é calculada pela determinacdo do numero de
posic¢gdes nas gquais uma base de A&cido nucléico ou residuo de
aminodcidos idéntico ocorre em ambas as seqiiéncias para gerar
o0 numero de posic¢des pareadas, dividindo o numero de posicdes
pareadas pelo numero total de posicBes na janela de
comparacgdo, e multiplicando o resultado por 100 para render o

percentual de identidade de seqliéncia.

(e) (i) O termo "identidade substancial" de sequéncias
de nucleotideos significa um polinucleotideo compreendendo
uma seqiiéncia que tenha pelo menos 70%. 80%, 90%, ou 95% ou
mais de identidade de seqiiéncia quando comparado a uma
seqiéncia de referéncia usando-se um dos programas de
alinhamento descritos e usando-se pardmetros padronizados.
Aqueles com habilidade na arte vao reconhece: que estes

valores podem ser devidamente ajustados para determinacdo da
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identidade correspondente das proteinas codificadas por duas
seqiiéncias de nucleotideos, tendo em conta a degenerescéncia
do cdédon, a similaridade de aminodcidos, o posicionamento de
quadro de 1leitura, e afins. A identidade substancial das
seqliéncias de aminodcidos para esses fins geralmente
significa identidade de seqiiéncia de pelo menos 60%, 70%,

80%, 90%, ou 95% ou mais de identidade de seqiiéncia.

Outro indicio de gque as sequéncias de nucleotideos sé&o
substancialmente idénticas é se as duas moléculas hibridizam
uma com a outra em condicgdes de alta estringéncia.
Geralmente, condi¢8es de estringéncia sdo selecionadas para
serem em torno de 5°C mais baixas do que a Tm para a
seqiiéncia especifica sob uma forga idnica e pH definidos. No
entanto, as condicdes de estringéncia abrangem as
temperaturas na faixa de cerca de 1°C a cerca de 20°C mais
baixas do que a Tm, dependendo do grau de estringéncia
desejado, conforme de outra forma agqui qualificado. Os &cidos
nucléicos que ndo hibridizam uns com os outros em condicdes
de alta estringéncia sdo ainda substancialmente idénticos, se
os polipeptideos que eles codificam s8o substancialmente
idénticos. Isto pode ocorrer, por exemplo, quando uma cdpia
de um &cido nucléico ¢ criada usando-se a mdxima degeneracdo
do cédon permitida pelo cddigo genético. Uma indicacio de que
duas sequéncias de 4&cidos nucléicos s38o substancialmente

idénticas, ¢ quando o polipeptideo codificado pelo primeiro
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acido nucléico tem reacéo imunoldgica cruzada com ©

polipeptideo codificado pelo segundo &cido nucléico.

(e) (ii) O termo "identidade substancial" no contexto de
um peptideo indica que um peptideo compreende uma seqgiiéncia
de pelo menos 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, ou mais de identidade
de seqgiiéncia para uma seqiéncia referéncia e sobre uma janela
de comparacgdo especificada. O alinhamento ideal para estes
efeitos pode ser realizado utilizando-se o algoritmo de
alinhamento global de Needleman e Wunsch (1970) supra. Uma
indicacgédo de que duas sequéncias de peptideos sé&o
substancialmente idénticas é quando um peptideo é
imunologicamente reativo aos anticorpos gerados contra um
segundo peptideo. Assim, um peptideo ¢é substancialmente
idéntico a um segundo peptideo, por exemplo, gquando os dois
peptideos diferem apenas por uma substituic¢do conservada.
Peptideos que sdo "substancialmente similares" compartilham
seqiiéncias, como observado acima, exceto pelo fato de que, as
posigdes de residuos que ndo sdo idénticas podem diferir por

mudancas de aminocdcidos conservados.

Agqui o uso do termo "construto de nucleotideo" n&o se
destina a 1limitar os melhoramentos para construtos de
nucleotideos compreendendo DNA. Agueles com competéncias
normais na arte reconhecerdo que construtos de nucleotideo,
particularmente polinucleotideos e oligonucleotideos

compostos por ribonucleotideos e combinacgdes de
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ribonucleotideos e desoxirribonucleotideos, também podem ser
empregados nos métodos aqui divulgados. Os construtos de
nucleotideos, acidos nucléicos, e as seqiéncias de
nucleotideos dos melhoramentos abrangem adicionalmente todas
as formas complementares de tais construtos, moléculas, e
seqiiéncias. Além disso, os construtos de nucleotideo,
moléculas de nucleotideo e seqgiéncias de nucleotideos dos
melhoramentos abrangem todos os construtos, moléculas, e
seqiéncias de nucleotideos que podem ser utilizados nos
métodos dos melhoramentos para transformar plantas,
incluindo, mas ndo se limitando a, agqueles compostos de
desoxirribonucleotideos, ribonucleotideos e combinac8es
destes. Tais desoxirribonucleotideos e ribonucleotideos
incluem naturalmente as moléculas e seus andlogos sintéticos.
Os construtos de nucleotideos, &cidos nucléicos, e as
seqiéncias de nucleotideos dos melhoramentos também englobam
todas as formas de construgdes de nucleotideos, incluindo,
mas ndo se limitando a, formas de fita simples, formas dupla
fita, grampos (hairpins), estruturas de tronco e laco (steam-

and-loop), e assim por diante.

Outro melhoramento diz respeito a um organismo
transformado, tal qual um organismo selecionado do grupo
consistindo de células vegetails e insetos, bactérias,
leveduras, baculovirus, protozodrios, nematdides, e algas. O
organismo transformado compreende: uma molécula de DNA dos

melhoramentos, um cassete de expressdo compreendendo a dita
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molécula de DNA, ou um vetor compreendendo o dito cassete de
expressdo, que pode ser incorporado de forma estdavel no

genoma do organismo transformado.

As seqgiiéncias dos melhoramentos sdo providas em
construtos de DNA para a expressdo no organismo de interesse.
O construto ird incluir seqiiéncias regulatdrias a 5' e a 3°'
operacionalmente ligadas a uma seqgiéncia dos melhoramentos. O
termo ‘“operacionalmente ligado", como utilizado aqui se
refere a uma articulacdo funcional entre um promotor e uma
segunda seqiliéncia, onde a seqiiéncia promotora inicia e medeia
a transcrigdo da seqiiéncia de DNA correspondente a segunda
sequiéncia. Geralmente, operacionalmente ligado significa que
as sequéncias de 4cidos nucléicos sendo ligadas sdo contiguas
e, se for necessdrio juntar duas regiBes codificantes de
proteinas, continuas e no mesmo quadro de leitura. A
construgdo pode conter ainda, pelo menos, um gene adicional a
ser co-transformado no organismo. Alternativamente, o© gene
(s) adicional pode ser fornecido em varias construcdes de

DNA.

Um destes construtos de DNA é fornecido com uma pluralidade
de sitios de restrigdo para a insercdo da seqiiéncia de toxina
Cry sob a regulagdo transcricional das regides reguladoras. O
construto de DNA pode adicionalmente conter genes marcadores

selecionaveis.
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O construto de DNA vai incluir na direcdo 5 'para 3' de
transcrigdo: uma regido de iniciagdo de transcricdo e
traducdo (ou seja, um promotor), uma seqgiiéncia de DNA dos
melhoramentos, e uma regido de terminacdoc da transcricgdo e
traducgéo (isto ¢&, regido de terminacdo,) funcional no
organismo gque serve de hospedeiro. A regido de iniciacdo de
transcrigcdo (ou seja, o promotor) pode ser nativo, andlogo,
estrangeiro ou heterdélogo ao organismo hospedeiro e/ou a
seqgiiéncia dos melhoramentos. Além disso, o promotor pode ser
uma seqiéncia natural ou, alternativamente, uma seqiéncia
sintética. O termo "estrangeiro", conforme usado aqui indica
gque o promotor ndo ¢ encontrado no organismo nativo em que o
promotor é introduzido. Quando o promotor estd "estrangeiro"
ou "heterdlogo" para a seqiéncia dos melhoramentos, pretende-
se que o promotor ndo é um promotor nativo ou natural para a
seqiiéncia operacionalmente ligada dos melhoramentos. Conforme
utilizado aqui, um gene quimérico compreende uma seqiéncia de
codificacdo operacionalmente ligada a uma regido de inicio de
transcricdo que é heterdloga para a seqiéncia de codificacédo.
Sempre que o promotor € uma seqiéncia nativa ou natural, a
expressdo da seqliéncia operacionalmente ligada é alterada a
partir da expressdo do tipo selvagem, o que resulta em uma

alteracdo no fendtipo.

A regido de terminacdo pode ser nativa com a regido de
inicio de transcricgcdo, pode ser nativa com a seqgiéncia de DNA

operacionalmente ligada de interesse, pode ser nativa com a



10

15

20

25

69/140

planta hospedeira, ou pode ser derivada de outra fonte (ou
seja, estrangeira ou heterdloga para o promotor, a seqiiéncia
de interesse, ou a planta hospedeira, ou qualquer combinacdo

destas) .

As regiles de terminacdo convenientes estdo disponiveis
a partir do plasmideo Ti de A. tumefaciens, como as regides
de terminacdo de octopina sintase e nopalina sintase. Veja
também Guerineau et al. (1991) Mol. Gen. Genet. 262:141-144;
Proudfoot (1991) Cell 64:671-674; Sanfacon et al. (1991)
Genes Dev. 5:141-149; Mogen et al. (1990) Plant Cell 2:1261-
1272; Munroe et al. (1990) Gene 91:151-158; Ballas et al.
(1989) Nucleic Acids Res. 17:7891-7903; e Joshi et al. (1987)
Nucleic Acid Res. 15:9627-9639.

Se for o caso, um acido nucléico pode ser otimizado para
a expressdo aumentada no organismo hospedeiro. Assim, Quando
o0 organismo hospedeiro € uma planta, os &cidos nucléicos
sintéticos podem ser sintetizados utilizando-se c¢dédons
preferenciais de plantas para uma expressdo melhorada. Veja,
por exemplo, Campbell e Gowri (1990) Plant Physiol. 92:1-11
para uma discussdo de utilizacdo de cdédon preferencial de
hospedeiro. Por exemplo, apesar de que as sequéncias de acido
nucléico dos melhoramentos possam ser expressas tanto em
espécies de plantas monocotileddneas quanto dicotileddbneas,
as seqiiéncias podem ser modificadas para conter os cdédons

preferéncias e conteddo GC preferencial especificos de
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monocotileddneas ou dicotileddneas, uma vez que, tém-se
demonstrado que estas preferéncias diferem (Murray et al.
(1989) Nucleic Acids Res. 17:477-498). Assim, o cdédon
preferencial de milho para um determinado aminocdcido pode ser
derivados de seqgiiéncias de genes conhecidas a partir de
milho. A utilizac&o de cdédon do milho de 28 genes de plantas
de milho estd listada na Tabela 4 de Murray et al. supra. Os
métodos s8o disponiveis na arte de sintese de genes
preferenciais de plantas. Veja, por exemplo, em U.S. Patent
Nos. 5,380,831, e 5,436,391, e Murray et al. (1989) Nucleic

Acids Res. 17:477-498, aqui incorporadas pela referéncia.

Seqiiéncias de modificacdo adicionais s8o conhecidas por
aumentar a expressdo do gene em um hospedeiro celular. Estas
incluem a eliminac8o de seqgiiéncias codificando sinais de
poliadenilacdo espurios, sinais de local de emendo (splicing)
de exon-intron, repeticgdes tipo transposon, e outras
seqgliéncias bem caracterizadas que podem ser prejudiciais a
expressdo do gene. O conteddo GC da sequéncia pode ser
ajustado para niveis médio para um determinado hospedeiro
celular, conforme calculado por referéncia aos genes
conhecidos e expressos na célula hospedeira. O termo "célula
hospedeira", conforme usado aqui se refere a uma célula que
contém um vetor e suporta a replicacdo e/ou expressdo do
vetor de expressdo destinado. Células do hospedeiro podem ser
células procaridticas como E. coli ou células eucaridticas

como leveduras, insetos, anfibios, ou células de mamiferos,
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ou células de plantas monocotileddédneas ou dicotiledéneas. Um
exemplo de uma célula hospedeira de monocotileddneas €& uma
célula hospedeira de milho. Quando possivel, a seqiéncia é
modificada para evitar estrutura secunddria prevista de

grampo no mRNA.

Os cassetes de expressdo podem conter ainda seqiiéncias
5' lider. Tais seqiéncias lider podem atuar para melhorar a
tradugdo. Tradug¢des de lideres s8o conhecidas na arte e
incluem: os 1lideres picornavirus, por exemplo, 1lider EMCV
(regido nd8o codificante 5’ de Encefalomiocardite) (Elroy-
Stein et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 6126-6130)
; lideres potivirus, por exemplo, lider do TEV (virus da
cauterizacgdo do tabaco, Tobacco Etch Virus) (Gallie et al.
(1995) Gene 165(2): 233-238), lider MDMV (virus-do-mosaico-
ando-do-milho, Maize Dwarf Mosaic Virus), proteina de ligacdo
da cadeia pesada da imunoglobulina humana (BiP) (Macejak et
al. (1991) Nature 353: 90-94); lider ndo traduzido do mRNA da
proteina capsidial do virus do mosaico da alfafa (AMV RNA 4)
(Jobling et al. (1987) Nature 325: 622-625); lider do virus
do mosaico do tabaco (TMV) (Gallie et al. (1989) in Molecular
Biology of RNA, ed. Cech (Liss, New York), pp. 237-256); e
lider do virus da mancha clordética de milho (MCMV) (Lommel et
al. (1991) virology 81l: 382-385). Veja também, Della-Cioppa
et al. (1987) Plant Physiol. 84: 965-968.
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Na construcdo do cassete de expressdo, varios fragmentos
de DNA podem ser manipulados de modo a fornecer seqgiiéncias de
DNA na orientagdo correta e, qgquando apropriado, no quadro de
leitura adequado. Para este fim, adaptadores ou conectores
podem ser empregados para unir os fragmentos de DNA, ou
outras manipulagdes podem estar envolvidas para fornecer
sitios de restricdo convenientes, remoc¢do de DNA supérfluo,
retirada de sitios de restrigcdo, ou similares. Para esse
propdésito, podem estar envolvidos mutagéneses in vitro,
reparo por iniciadores, restricgdo, anelamento e re-

substituig¢des, como por exemplo, transicdes e transversdes.

Um numero de promotores pode ser utilizado na préatica
dos melhoramentos. Os promotores podem ser selecionados com
base no resultado desejado. Os &cidos nucléicos podem ser
combinados com promotores constitutivos, tecido-
preferenciais, induziveis, ou outros de expresséao no
organismo hospedeiro. Promotores constitutivos adequados para
uso em uma célula hospedeira de planta incluem, por exemplo,
o0 promotor central do promotor Rsyn7 e outros promotores
constitutivos divulgados no WO 99/43838 e U.S. Patent No.
6,072,050; o promotor CaMV 35S central (0dell et al. ( 1985)
Nature 313: 810-812); actina de arroz (McElroy et al. (1990)
Plant Cell 2: 163-171); ubiquitina (Christensen et al. (1989)
Plant Mol. Biol. 12: 619-632 e Christensen et al. (1992)
Plant Mol. Biol. 18: 675-689); pEMU (Last et al. (1991)

Theor. Appl. Genet. 81: 581-588); MAS (Velten et al. (1984)
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EMBO J. 3:2723-2730); promotor ALS (E.U. Patent No.
5.659.026), e assim por diante. Outros promotores
constitutivos incluem, por exemplo, aqueles discutidos nas
patentes U.S. Patent Nos. 5,608,149; 5,608,144; 5,604,121;
5,569,597; 5,466,785; 5,399,680; 5,268,463; 5,608,142; e
6,177,611.

Dependendo do resultado desejado, pode ser benéfico se
expressar O gene a partir de um promotor induzivel. Os
promotores induziveis por ferida sdo de particular interesse
para a regulacdo da expressdo de sequéncias de nucleotideos
dos melhoramentos em plantas. Esses ferida-induziveis podem
responder a danos causados pela alimentacdo de inseto, e
incluem o gene inibidor de protease de batata (PIN II) (Ryan
(1990) Ann. Rev. Phytopath. 28: 425-449; Duan et al. (1996)
Nature Biotechnology 14: 494-498); wunl e wun2, US Patent No.
5,428,148; winl e win2 (Stanford et al. (1989) Mol. Gen.
Genet. 215: 200-208); Sistema Unico (McGurl et al. (1992)
Science 225: 1570-1573); WIPl (Rohmeier et al. (1993) Plant
Mol. Biol. 22: 783-792; Eckelkamp et al. (1993) FEBS Letters
323: 73-76); o gene MPI (Corderok et al. (1994) Plant J.

6(2): 141-150); e afins, aqui incorporados pela referéncia.

Além disso, os promotores induziveis por patdgeno podem
ser empregados nos métodos e construtos de nucleotideos dos
melhoramentos. Tais promotores induziveis por patdgeno

incluem aqueles provenientes de proteinas relacionadas a
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patogénese (PR), que sdo induzidas apds uma infeccdo por um
patégeno, por exemplo, proteinas PR, proteinas SAR, beta-1,3-
glucanase, quitinase, etc. Veja, por exemplo, Redolfi et al.
(1983) Neth. J. Plant Pathol. 89: 245-254; Uknes et al.
(1992) Plant Cell 4: 645-656; e Van Loon (1985) Plant Mol.
Virol. 4: 111-116.Veja também WO 99/43819, aqui incorporados

por referéncia.

Os promotores de interesse s8o aqueles que sdo expressos
localmente ou perto do local de infeccdo do patdgeno. Veja,
por exemplo, Marineau et al. (1987) Plant Mol. Biol. 9:335-
342; Matton et al. (1989)  Molecular Plant-Microbe
Interactions 2:325-331; Somsisch et al. (1986) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 83:2427-2430; Somsisch et al. (1988) Mol. Gen.

Genet. 2:93-98; e Yang (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA

93:14972-14977. Veja também, Chen et al. (1996) Plant J.
10:955-966; Zhang et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
91:2507-2511; Warner et al. (1993) Plant J. 3:191-201;

Siebertz et al. (1989) Plant Cell 1:961-968; U.S. Patent No.
5,750,386 (induzivel por nematdide) e as referéncias ai
citadas. De particular interesse é o promotor induzivel para
os genes PRms de milho, cuja expressdo € induzida pelo fungo
Fusarium moniliforme (ver, por exemplo, Cordero et al. (1992)

Physiol. Mol. Plant Path. 41:189-200).

A regulacgdo quimica dos promotores pode ser usada para

modular a expressdo de um gene em uma planta através da



10

15

20

25

75/140

aplicacdo de um  regulador gquimico exdégeno. Dependendo do
objetivo, o promotor pode ser um promotor produto quimico-
induzivel, gquando a aplicacdo do produto quimico induz a
expressdo do gene, ou um promotor produto qguimico-
repressivel, onde a aplicacdo do produto quimico reprime a
expressdo do gene. Promotores gquimicamente induziveils sé&o
conhecidos na arte e incluem, mas ndo estdo limitados a,
promotor In2-2 de milho, que é ativado por fitotoxicidade de
herbicidas benzenossulfonamida, o promotor GST de milho, que
é ativado por compostos eletrofilicos hidrofdbicos que sdo
usados como herbicidas pré-emergentes, e promotor PR-la do
tabaco, que é ativado pelo &cido salicilico. Outros
promotores regulados por produtos gquimicos de interesse
incluem promotores esterdide-responsivos (ver, por exemplo, o
promotor induzivel por glicocorticdide em Schena et al.
(1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:10421-10425 e McNellis
et al. (1998) Plant J. 14(2):247-257) e induziveis por
tetraciclina e promotores reprimidos por tetraciclina (ver,
por exemplo, Gatz et al. (1991) Mol. Gen. Genet. 227:229-237,
e U.S. Patent Nos. 5,814,618 e 5,789,156), aqui incorporados

pela referéncia.

Promotores tecido-preferenciais podem ser utilizados
para direcionar melhor a expressdo da proteina pesticida
dentro de um tecido vegetal particular. Os promotores tecido-
preferenciais incluem agqueles discutidos em Yamamoto et al.

(1997) Plant J. 12(2)255-265; Kawamata et al. (1997) Plant
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Cell Physiol. 38(7):792-803; Hansen et al. (1997) Mol. Gen
Genet. 254(3):337-343; Russell et al. (1997) Transgenic Res.
6(2):157-168; Rinehart et al. (1996) Plant Physiol.
112(3):1331-1341; Van Camp et al. (1996) Plant Physiol.
112(2) :525-535; Canevascini et al. (1996) Plant Physiol.
112(2):513-524; Yamamoto et al. (1994) Plant Cell Physiol.
35(5):773-778; Lam (1994) Results Probl. Cell pDiffer. 20:181-
196; Orozco et al. (1993) Plant Mol Biol. 23(6):1129-1138;
Matsuoka et al. (1993) Proc Natl. Acad. Sci. USA 90(20):9586-
9590; e Guevara-Garcia et al. (1993) Plant J. 4(3):495-505.
Tais promotores podem ser modificados, se necessdrio, para

expressdo fraca.

Promotores preferenciais para folha s8o conhecidos na
arte. Veja, por exemplo, Yamamoto et al. (1997) Plant J. 12
(2) :255-265; Kwon et al. (1994) Plant Physiol. 105:357-67;
Yamamoto et al. (1994) Plant Cell Physiol. 35 (5):773-778;
Gotor et al. (1993) Plant J. 3:509-18; Orozco et al. (1993)
Plant Mol. Biol. 23 (6):1129-1138; e Matsuoka et al. (1993)
Proc. Natl. Acad. Sci. E.U.A. 90 (20):9586-9590.

Promotores preferenciais para raiz ou especificos para
raiz sdo conhecidos e podem ser selecionados entre os muitos
disponiveis na 1literatura ou isoclados de novo a partir de
vdrias espécies compativeis. Veja, por exemplo, Hire et al.
(1992) Plant Mol. Biol. 20(2):207-218 (gene glutamina

sintetase de raiz de soja especifico); Keller e Baumgartner
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(1991) Plant Cell 3(10):1051-1061 (elemento de controle raiz
especifico no gene GRP1.8 de feijdo francés); Sanger et al.
(1990) Plant Mol. Biol. 14(3):433-443 (promotor raiz-
especifico de genes da manopina sintase (MAS) de
Agrobacterium tumefaciens); e Miao et al. (1991) Plant Cell
3(1):11-22 (clone de cDNA de tamanho integral codificando
glutamina sintetase citosdlica, que se expressa nas raizes e
nédulos de raiz de soja). Veja também Bogusz et al. (1990)
Plant Cell 2(7):633-641, onde sdo descritos dois promotores
especificos de raiz isolados de genes da hemoglobina a partir
da Parasponia andersonii ndo leguminosa e fixadora de
nitrogénio e de Trema tomentosa ndo-fixadoras de nitrogénio e
ndo leguminosas relacionada. Os promotores destes genes foram
ligados a um gene PB-glucuronidase repérter e introduzidos
tanto a Nicotiana tabacum ndo leguminosas quanto em Lotus
corniculatus leguminosa e, e em ambos o0s casos, a atividade
do promotor raiz-especifico foi preservada. Leach e Aoyagi
(1991) descrevem a andlise dos promotores dos genes raiz-
induziveis altamente expressos rolC e rolD de Agrobacterium
rhizogenes (ver Plant Science (Limerick) 79(1):69-76). Eles
concluiram gque determinantes de DNA potenciadores e tecido-
preferenciais sd8o dissociados nos promotores. Teeri et al.
(1989) wutilizaram fus8o génica ao lacZ para mostrar que o
gene que codifica a enzima octopina de T-DNA de Agrobacterium
é especialmente ativo na epiderme da ponta da raiz e que o
gene TR2 é raiz-especifico na planta intacta e estimulado por

ferimento em tecido foliar , uma combinacdo especial de
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caracteristicas desejdveis para uso com um gene inseticida ou
larvicida (ver EMBO J. 8(2):343-350). O gene TR1' fundido a
nptIiI (neomicina fosfotransferase II) apresentaram
caracteristicas semelhantes. Promotores preferenciais de raiz
adicionais incluem o promotor do gene VfENOD-GRP3 (Kuster et
al. (1995) Plant Mol. Biol. 29 (4) :759-772); e o promotor
rolB (Capana et al. (1994) Plant Mol. Biol . 25 (4) :681-691.
Veja também as patentes U.s. Patent Nos. 5,837,876;
5,750,386; 5,633,363; 5,459,252; 5,401,836; 5,110,732; e
5,023,179.

Promotores "raiz-preferenciais" incluem tanto as
promotores "especificos" de sementes (os promotores ativos

durante o desenvolvimento da semente, tais como promotores de

proteinas de armazenamento de sementes), bem como promotores
"de germinacdo de semente" (os promotores ativos durante a
germina¢do das sementes). Veja Thompson et al. (1989)

BioEssays 10:108, aqui incorporados por referéncia. Tais
promotores preferenciais de sementes incluem, mas ndo estdo
limitados a, Ciml (mensagem citocinina-induzida); cZ19B1
(milho 19 kDa Zein) e milps (mio-inositol-1-fosfato sintase)
(ver U.S. Patent No. 6,225,529, aqui incorporadas pela
referéncia). Gama-Zein e Glob-1 s3o promotores especificos de
endosperma. Para dicotileddneas, promotores especificos de
sementes incluem, mas ndo estdo limitados a, P-faseolina de
feijdo, napin, P-conglicinina, lecitina de soja, cruciferina,

e similares. Para monocotileddneas, os promotores especificos
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de sementes incluem, mas ndo estdo limitados a, milho 15 kDa
zein, 22 kDa zein, 27 kDa zein, g-Zein, cerosa, encolhido 1,
encolhido 2, globulina 1, etc. Veja também WO 00/12733, em
que os promotores preferenciais de sementes dos genes endl e
end2 sdo divulgados; agqui incorporados por referéncia. O
promotor que tem expressdo "preferecial" em um determinado
tecido é expresso neste tecido em um grau maior do que, pelo
menos, em um outro tecido da planta. Alguns promotores
tecido-preferenciais mostram expressdo gquase exclusiva no

tecido especifico.

Onde deseja-se uma expressd3o de baixo nivel, serdo
utilizados promotores fracos. Geralmente, o termo "promotor
fraco" utilizado aqui se refere a um promotor que conduz a
expressdo de uma seqliéncia de codificacdo em um nivel baixo.
Para expressdo de nivel baixo entende-se niveis de cerca de
1/1000 transcritos para cerca de 1/100, 000 transcritos, para
cerca de 1/500, 000 transcritos. Como alternativa, é
reconhecido que o termo "promotores fracos" abrange também os
promotores que dirigem a expressdo a apenas algumas células e
ndo a outras, de forma a gerar um baixo nivel total de
expressdo. Sempre gue um promotor dirige a expressdo em
niveis 1inaceitavelmente altos, porgcdes da seqgiiénecia do
promotor podem ser excluidas ou modificadas para diminuir os

niveis de expressé&o.
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Esses promotores constitutivos fracos incluem, por
exemplo, o promotor central do promotor Rsyn7 (WO 99/43838 e
U.S. Patent No. 6,072,050), o promotor 35S CaMV central, e
similares. Outros promotores constitutivos incluem, por
exemplo, aqueles divulgados nas patentes U.S. Patent Nos.
5,608,149; 5,608,144; 5,604,121; 5,569,597; 5,466,785;
5,399,680; 5,268,463; 5,608,142; e 6,177,611; agui

incorporadas por referéncia.

Geralmente, o cassete de expressdo compreende um gene
marcador de selecdo para a selecdo de células transformadas.
Genes marcadores de selecgdo sdo utilizados para a selecdo de
células ou tecidos transformados. Os genes marcadores incluem
genes que codificam a resisténcia a antibidticos, como
agueles que codificam neomicina fosfotransferase II (NEO) e
higromicina fosfotransferase (HPT), bem como os genes gue
conferem resisténcia aos compostos herbicidas, como O
glufosinato de amdnio, bromoxinil, imidazolinonas, e 2,4-
diclorofenoxiacetato (2,4-D) . Outros exemplos de genes
marcadores de selecdo adequados incluem, mas ndo estédo
limitados a, genes que codificam a resisténcia ao
cloranfenicol (Herrera Estrella et al. (1983) EMBO J. 2:987-
992), metotrexato (Herrera Estrella et al. (1983) Nature
303:209-213; e Meijer et al. (1991) Plant Mol. Biol. 16:807-
820), estreptomicina (Jones et al. (1987) Mol. Gen. Genet.
210:86-91); espectinomicina (Bretagne-Sagnard et al. (1996)

Transgenic Res. 5:131-137); Dbleomicina (Hille et al. (1990)
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Plant Mol. Biol. 7:171-176); sulfonamida (Guerineau et al.
(1990) Plant Mol. Biol. 15:127-136); bromoxinil (Stalker et
al. (1988) Science 242:419-423), glifosato (Shaw et al.
(1986) Science 233:478-481; e U.S. Application Serial Nos.
10/004,357, e 10/427,692); fosfinotricina (DeBlock et al.
(1987) EMBO J. 6:2513-2518). Ver em geral, Yarranton (1992)
Curr. Opin. Biotech. 3: 506-511; Christopherson et al. (1992)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 6314-6318; Yao et al. (1992)
Cell 71: 63-72; Reznikoff (1992) Mol. Microbiol. 6: 2419-
2422; Barkley et al. (1980) em The Operon, pp. 177-220; Hu et
al. (1987) Cell 48: 555-566; Brown et al. (1987) Cell 49:
603-612; Figge et al. (1988) Cell 52: 713-722; Deuschle et
al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 5400-5404; Fuerst
et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 2549-2553;
Deuschle et al. (1990) Science 248: 480-483; Gossen (1993)
tese de doutorado, University of Heidelberg; Reines et al.
(1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 1917-1921; Labow et al.
(1990) Mol. Cell. Biol. 10: 3343-3356; Zambretti et al.
(1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 3952-3956; Baim et al.
(1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 5072-5076; Wyborski et
al. (1991) Nucleic Acids Res. 19: 4647-4653; Hillenand-
Wissman (1989) Topics Mol. Struc. Biol. 10: 143-162;
Degenkolb et al. (1991) Antimicrob. Agents Chemother. 35:
1591-1595; Kleinschnidt et al. (1988) Biochemistry 27: 1094-
1104; Bonin (1993) tese de doutorado, University of
Heidelberg; Gossen et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA

89: 5547-5551; Oliva et al. (1992) Antimicrob. Agents
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Chemother. 36: 913-919; Hlavka et al. (1985) Handbook of
Experimental Pharmacology, Vol. 78 (Springer-Verlag, Berlin);
e Gill et al. (1988) Nature 334: 721-724. Tais divulgacdes

sd8o0 aqui incorporadas por referéncia.

A 1lista acima de genes marcadores de selecd3o ndao
pretende ser uma limitag¢do. Qualquer gene marcador de selecdo

pode ser usado nos melhoramentos.

Os métodos dos melhoramentos implicam a introdugdo de um
polipeptideo ou polinucleotideo em uma planta. "Introducdo"
significa apresentar o polinuclectideo ou polipeptideo para a
planta de tal forma que a seqiiéncia ganhe acesso ao interior
de uma célula da planta. Os métodos dos melhoramentos n&o
dependem de um método especifico para a introducdo de um
polinucleotideo ou polipeptideo em uma planta, apenas gue oOs
polinucleotideos ou polipeptideos ganhem acesso ao interior,
de pelo menos, uma célula da planta. Métodos de introducdo de
nucleotideos ou polipeptideos em plantas s&8o conhecidos na
arte, incluindo, mas ndo se limitando a, os métodos de
transformacdo estdvel, métodos de transformacdo transitdria e

métodos mediados por virus.

"Transformagdo estdvel" deve significar que o construto
de nucleotideo introduzido em uma planta se integra no genoma
da planta e €& capaz de ser herdado pelos descendentes da

mesma. Por "transformagdo transitdéria" entende-se que um
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polinucleotideo € introduzido na planta e ndo se integra no
genoma desta planta, ou um polipeptideo é introduzido em uma

planta.

Protocolos de transformacdo, bem como os protocolos para
a introducdo de sequéncias de nucleotideos em plantas podem
variar dependendo do tipo de planta ou célula de planta, ou
seja, monocotiledénea ou dicotileddnea, alvejada para a
transformacdo. Métodos adequados de introducgdo de sequéncias
de nucleotideos em células vegetais e posterior insercdo no
genoma da planta incluem microinjecd3o (Crossway et al. (1986)

Biotechnigues 4: 320-334), eletroporacdo (Riggs et al. (1986)

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 5602-5606), transformacdo
mediada por Agrobacterium ((U.S. Patent Nos. 5,563,055 e
5,981,840), a transferéncia direta de genes (Paszkowski et
al. (1984) EMBO J. 3: 2717-2722), e aceleracido, ou
bombardeamento de particulas balisticas (ver , por exemplo, ,
U.S. Patent Nos. 4,945,050; 5,879,918; 5,886,244; e

5,932,782; Tomes et al. (1995) em Plant Cell, Tissue, e Organ
Culture: Fundamental Methods, ed. Gamborg e Phillips
(Springer-Verlag, Berlin); e McCabe et al. (1988)
Biotechnology 6: 923-926) ; e transformacdo de Lecl (WO
00/28058) . Para transformacdo de batata ver Tu et al. (1998)
Plant Molecular Biology 37: 829-838 e Chong et al. (2000)
Transgenic Research 9: 71-78. Processos de transformacdo
adicionais podem ser encontrados em Weissinger et al. (1988)

Ann. Rev. Genet. 22: 421-477; Sanford et al. (1987)
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Particulate Science and Technology 5: 27-37 (cebola) ;
Christou et al. (1988) Plant Physiol. 87: 671-674 (soja);
McCabe et al. (1988) Bio/Technology 6: 923-926 (soja); Finer
e McMullen (1991) In Vitro Cell Dev. Biol. 27P: 175-182
(soja); Singh et al. (1998) Theor. Appl. Genet. 96: 319-324
(soja); Datta et al. (1990) Biotechnology 8: 736-740 (arroz);
Klein et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 4305-4309
(milho); Klein et al. (1988) Biotechnology 6:559-563 (milho);
U.S. Patent Nos. 5,240,855; 5,322,783 e 5,324,646; Klein et
al. (1988) Plant Physiol. 91: 440-444 (milho); Fromm et al.
(1990) Biotechnology 8: 833-839 (milho) ; Hooykaas-Van
Slogteren et al. (1984) Nature (London) 311: 763-764; U.S.
Patent No. 5,736,369 (cereais); Bytebier et al. (1987) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 84: 5345-5349 (Liliaceae); De Wet et al.
(1985) em The Experimental Manipulation of Ovule Tissues, ed.

Chapman et al. (Longman, New York), pp. 197-209 (pdlen);

Kaeppler et al. (1990) Plant Cell Reports 9: 415-418 e
Kaeppler et al. (1992) Theor. Appl. Genet. 84: 560-566
(transformagdo mediada por whisker); D'Halluin et al. (1992)

Plant Cell 4: 1495-1505 (eletroporacgdo); Li et al. (1993)
Plant Cell Reports 12: 250-255 eQ Christou e Ford (1995)
Annals of Botany 75: 407-413 (arroz); Osjoda et al. (1996)
Nature Biotechnology 14: 745-750 {(milho via Agrobacterium

tumefaciens); 0s quais sdo aqui incorporados por referéncia.

Em melhoramentos especificos, as seqgiiéncias dos

melhoramentos podem ser fornecidas a uma instalacdo usando-se
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uma variedade de métodos de transformacio transitdria. Tais
métodos de transformacdo transitdria incluem, mas ndo estdo
limitados a, a introdugdo da proteina da toxina Cry ou
variantes e fragmentos destas diretamente na planta, ou a
introdugdo do transcrito da toxina Cry na planta. Tais
métodos incluem, por exemplo, a microinjecgédo ou
bombardeamento de particulas. Veja, por exemplo, Crossway et
al. (1986) Mol Gen. Genet. 202: 179-185; Nomura et al. (1986)
Plant Sci. 44: 53-58; Hepler et al. (1994) Proc. Natl. Acad.
Sci. 91: 2176-2180 e Hush et al. (1994) The Journal of Cell
Science 107: 775-784, os quais s8o aqui incorporados por
referéncia. Alternativamente, o polinucleotideo da toxina Cry
pode ser transformado transitoriamente em planta utilizando-
se técnicas conhecidas na arte. Essas técnicas incluem
sistemas de vetores virais e a precipitacédo dos
polinucledétidos de um modo gque impede a posterior liberacdo
do DNA. Assim, a transcrigdo do DNA ligado a particula pode
ocorrer, mas a frequéncia com a qual ele é 1liberado para
integrar-se no genoma ¢é extremamente reduzida. Tais métodos
incluem o uso de particulas revestidas com polietilenoimina

(PEI; Sigma # P3143).

Os métodos sdo conhecidos na arte para a insercdo de um
polinucleotideo alvejado em um local especifico do genoma da
planta. Em um melhoramento, a insercdo do polinucleotideo em
um local desejado do genbdmica ¢é conseguida usando-se um

sistema de recombinagdo sitio-especifica. Veja, por exemplo,
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wW099/25821, wW099/25854, W099/25840, W099/25855, e W099/25853,
todos os quais sdo aqui incorporados por referéncia.
Resumidamente, o polinucleotideo dos melhoramentos pode ser
colocado em um cassete de transferéncia ladeado por dois
sitios de recombinacgdo ndo-idénticos. o) cassete de
transferéncia ¢é introduzido em uma planta que tenha
estavelmente incorporado em seu genoma um sitio alvo
circundado que é ladeado por dois sitios de recombinacdo ndo-
idénticos que correspondem aos sitios do cassete de
transferéncia. Uma recombinase adequada ¢é fornecida e o
cassete de transferéncia ¢é integrado no sitio alvo. O
polinucleotideo de interesse €&, assim, integrado em uma

posicgdo cromossdmica especifica no genoma da planta.

As células que foram transformadas podem ser crescidas
em plantas de acordo com as formas convencionais. Veja, por
exemplo, McCormick et al. (1986) Plant Cell Reports 5: 81-84.
Estas plantas podem entdo ser crescidas, e até polinizadas
com a mesma linhagem ou com diferentes linhagens
transformadas, e o hibrido resultante, tendo a expressdo
constitutiva ou induzida da caracteristica fenotipica
desejada, identificado. Duas ou mais geracdes podem ser
crescidas para se garantir que a expressdo da caracteristica
fenotipica desejada ¢ mantida de forma estdvel e herdada e,
em seguida, as sementes podem ser colhidas para garantir que
a expressdo da caracteristica fenotipica desejada foi

alcancada.
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As seqléncias de nucleotideos dos melhoramentos podem
ser fornecidas para a planta através da colocacdo da planta
em contato com um virus ou com os &cidos nucléicos virais.
Geralmente, esses métodos envolvem a incorporacdo de
nucleotideos de interesse na construcdo de um DNA viral ou
molécula de RNA. E reconhecido que as proteinas recombinantes
dos melhoramentos podem inicialmente ser sintetizadas como
parte de uma poliproteina viral, gque posteriormente pode ser
processada por protedlise in vivo ou in vitro para produzir a
proteina pesticida desejada. Também & reconhecido que tal
poliproteina viral, incluindo pelo menos uma parte da
seqliéncia de aminodcidos de uma proteina pesticida dos
melhoramentos, pode ter a atividade pesticida desejada. Tais
poliproteinas wvirais e as sequéncias de nucleotideos que
codificam para estas ndo s&do abrangidas pelos melhoramentos.
Métodos de fornecimento de plantas com construtos de
nucleotideos e produzindo as proteinas codificadas nas
plantas, que envolvem o DNA viral ou de moléculas de RNA sdo
conhecidas na arte. Veja, por exemplo, U.S. Patent Nos.
5,889,191; 5,889,190; 5,866,785; 5,589,367; e 5,316,931; aqui

incorporados por referéncia.

Os melhoramentos posteriormente relacionados com o0sS
materiais de propagacdo de plantas de uma planta transformada

dos melhoramentos incluem, mas ndo estdo limitados a,
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sementes, tubérculos, rizomas, bulbos, folhas e cortes de

raizes e brotos.

Os melhoramentos podem ser utilizados para a
transformacdo de qualquer espécie vegetal, incluindo, mas ndo
se limitando a, monocotileddneas e dicotileddneas. Exemplos

de plantas de interesse incluem, mas ndo estdo limitados a,

milho (Zea mays), Brassica sp. (por exemplo, B. napus, B.
rapa, B. Jjuncea), particularmente aquelas espécies de
Brassica WUteis como fontes de &leo de semente, alfafa
(Medicago sativa), arroz (Oryza sativa), centeio (Secale
cereale), sorgo (Sorghum bicolor, Sorghum vulgare), milho
(por exemplo, milheto (Pennisetum glaucum), painco (Panicum
miliaceum), paing¢o-da-Itdlia (Setaria italica), Panicum-de-
dedo ou capim-pé-de-galinha (Eleusine coracana), girassol
(Helianthus annuus), cadrtamo (Carthamus tinctorius), trigo
(Triticum aestivum), soja (Glycine max), tabaco (Nicotiana
tabacum) , batata (Solanum tuberosum), amendoim (Arachis
hypogaea) , algodéo (Gossypium barbadense, Gossypium
hirsutum), batata-doce (Ipomoea batatus), mandioca (Manihot
esculenta), café (Coffea spp.), coco (Cocos nucifera),
abacaxi (Ananas comosus), citros (Citrus spp.), cacau
(Theobroma cacao), chd (Camellia sinensis), banana (Musa
spp.), abacate (Persea americana), figueira (Ficus casica),
goiaba (Psidium guajava), manga (Mangifera indica), oliveira
(Olea europaea), mamdo (Carica papaya), caju (Anacardium

occidentale), macaddmia (Macadamia 1Iintegrifolia), améndoa



10

15

20

25

89/140

(Prunus amygdalus) ., beterraba (Beta vulgaris), cana de
acucar (Saccharum spp.), avelia, cevada, legumes, plantas

ornamentais, e coniferas.

Legumes incluem tomate (Lycopersicon esculentum), alface
(por exemplo, Lactuca sativa), feijdo (Phaseolus vulgaris),
feijdo-de-1lima (Phaseolus limensis), ervilha (Lathyrus spp.),

E os membros do género Cucumis, tais como pepino (C. sativus

), meldo (C. cantalupensis), almiscar-meldo (C. melo) .
Plantas ornamentais incluem Azaléia (Rhododendron spp.),
Horténsia (Macrophylla hydrangea) , hibisco (Hibiscus
rosasanensis), rosas (Rosa spp.), Tulips (Tulipa spp.),
Narcisos (Narciso spp.), Petunias (Petunia hybrida), cravo

(Dianthus caryophyllus), poinsétia (Euphorbia pulcherrima), e
crisntemo. Coniferas que podem ser empregadas na prdtica dos
melhoramentos incluem, por exemplo, pinheiros, como pinheiro-
amarelo (Pinus taeda), pinheiro-americano (Pinus elliotti),
pinheiro-ponderosa (Pinus ponderosa), pinheiro de Lodgepole
(Pinus contorta), pinheiro-de-Monterey (Pinus radiata);
pinheiro Douglas fir ( Pseudotsuga menziesii) ; cicuta-
ocidental (Tsuga canadensis); cedro Sitka (Picea glauca);
sequdia (Sequoia sempervirens); pinheiros verdadeiros, como o
Abeto-prateado (Abies amabilis) e abeto-balsdmico (Abies
balsamea); e cedros como o cedro-vermelho-ocidental (Thuja
plicata) e cedro-amarelo-do-Alasca (Chamaecyparis
nootkatensis). As plantas dos melhoramentos incluem plantas

de cultivo (por exemplo, milho, alfafa, girassol, Brassica,
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soja, algodéo, cartamo, amendoim, sSorgo, trigo, milho,

tabaco, etc), tais como plantas de milho e soja.

Gramineas incluem, mas ndo estdo limitados a: capim-do-
campo-anual (Poa annua); azevém (Lolium multiflorum); capim-
do-campo-do-Canad& (Poa compressa); festuca-vermelha (Festuca
rubra); agrostis (Agrostis tenuis); grama-rasteira (Agrostis
palustris); grama-de-trigo-cristada (Agropyron desertorum);
grama-de-trigo fairway (Agropyron cristatum); festuca-dura
(Festuca longifolia); agrostis-de-Kentucky (Poa pratensis);
datilo-dos-pomares (Dactylis glomerata) ; azevém-perene
(Lolium perenne), Festuca (Festuca rubra); gramado-vermelho
(Agrostis alba); agrostis-bruto (Poa trivialis); festuca-de-
ovelha (Festuca ovina); agrostis—liso (Bromus 1inermis);
sargasso-bravo (Festuca arundinacea), erva-dos-prados (Phleum
pratense) ; agrostis-veludo (Agrostis canina); alkaligrass
chorando (Puccinellia distans) ; grama-de-trigo-ocidental
(Agropyron smithii); grama-Bermuda (Cynodon spp.); Jgrama-St.
Augustine (Stenotaphrum secundatum); Jgrama-esmeralda (Zoysia
spp.); capim-Bahia (Paspalum notatum), grama-tapete (Axonopus
affinis); grama-centopéia (Eremochloa ophiuroides); capim-
quicuio (Pennisetum clandesinum); paspalum-de-praia (Paspalum
vaginatum); grama-azul (Bouteloua gracilis); capim-bufalo
(Buchloe dactyloids) ; grama sideoats (Bouteloua

curtipendula) .
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Plantas de interesse incluem plantas que fornecem as
sementes de grdos de interesse, oleaginosas e leguminosas.
Sementes de interesse incluem sementes de grdos, como milho,
trigo, cevada, arroz, sorgo, centeio, milho, etc. Oleaginosas
incluem algoddo, soja, cdartamo, girassol, Brassica, milho,
alfafa, palma, coco, 1linho, mamona, plantas de oliva etc.
Vagem incluem feijdes e ervilhas. Feijdo inclui feijdo,
alfarroba guar, feno, soja, feijdo jardim, caupi, feijéo

mungbean, fava, feijdo fava, lentilha, grdo de bico, etc.

Em determinados melhoramentos as seqiéncias de 4&cido
nucléico dos melhoramentos podem ser empilhadas com qualquer
combinacdo de sequéncias de polinucledétidos de interesse, a
fim de se criar plantas com um fendtipo desejado. Por
exemplo, os polinucleotideos dos melhoramentos podem ser
empilhados com gquaisquer outros polinucleotideos codificando
polipeptideos com atividade pesticidas e/ou inseticida, tais
como outras proteinas Bt tdxicas (descritas nas patentes U.S.
Patent Nos. 5,366,892; 5,747 ,450; 5,736,514; 5,723,756;
5,593,881; e em Geiser et al. (1986) Gene 48:109), Pentin
(descrito no U.S. Patent No. 5,981,722) e similares. As
combina¢gdes geradas também podem incluir varias cdépias de
qualqguer um dos polinucleotideos de interesse. Os
polinucleotideos dos melhoramentos também podem ser
empilhados com qualgquer outro gene ou uma combinacdo de genes
para produzir plantas com uma variedade de combinagdes de

caracteristicas desejadas, incluindo, mas ni3o se limitando a
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caracteristicas desejdveis para a alimentagdo animal, tais
como genes de oleosidade elevadas (por exemplo, U.S. Patent
No. 6,232,529); aminodacidos equilibrados (por exemplo,
hordotioninas (U.s. Patent Nos. 5,990,389; 5,885,801;
5,885,802; e 5,703,049); cevada com lisina alta (Williamson
et al. (1987) Eur. J. Biochem. 165: 99-106; e WO 98/20122) e
proteinas com metionina elevada (Pedersen et al. (1986) J.

Biol. Chem. 261: 6279; Kirihara et al. (1988) Gene 71: 359; e

Musumura et al. (1989) Plant Mol. Biol. 12: 123));
digestibilidade aumentada (por exemplo, as proteinas de
armazenamento modificadas (U.s. Application Serial No.
10/053,410, preenchida em 7 de Novembro, 2001) e
tiorredoxinas (U.Ss. Application Serial No. 10/005,429,
preenchida em 3 de dezembro, 2001)), as divulgacgdes dos quais

sdo0 aquil incorporadas pela referéncia.

Os polinucleotideos dos melhoramentos também podem ser
empilhados com caracteristicas desejadveis para a doenca ou
resisténcia a herbicidas (por exemplo, os genes de
destoxificagcdo de fumonisinas (U.S. Patent No. 5,792,931);
genes de aviruléncia e de resisténcia a doenca (Jones et al.
(1994) Science 266:789; Martin et al. (1993) Science 262:
1432; e Mindrinos et al. (1994) Cell 78:1089); acetolactato
sintase (ALS) mutantes que levam a resisténcia a herbicidas,
como ©O S4 e/ou mutagcles HRA; inibidores de glutamina
sintetase como fosfinotricina ou basta (por exemplo, genes

bar) e resisténcia ao glifosato (gene EPSPS e gene GAT
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conforme divulgado em U.S. Application Serial Nos.
10/004,357; e 10/427,692); e caracteristicas desejdveis para
processamento e transformacdo de produtos, tais como déleo
elevado, (por exemplo, U.S. Patent No. 6,232,529), O&6leos
modificados (por exemplo, genes de &acidos graxos desaturase

(U.S. Patent No. 5,952,544; WO 94/11516); amidos modificados

(por exemplo, pirofosforilases ADPG (AGPase), amido sintases
(SS) , enzimas de ramificacdo do amido (SBE) e enzimas amido
desramificadoras (SDBE)); e polimeros ou biopiésticos (por

exemplo, U.S. patent No. 5.602,321; beta-sintase, cetotiolase

polihidroxibutirato e acetoacetil-CoA redutase (Schubert et

al. (1988) J. Bacteriol. 170: 5837-5847) facilitacdo da
expressdo de polihidroxialcanoatos (PHAs)), as divulgacdes
dos quais sdo agqui incorporadas por referéncia. Pode-se

também combinar os polinucleotideos dos melhoramentos com
polinucleotideos gque fornecem caracteristicas agrondmicas,
talis como a esterilidade masculina (por exemplo, wver U.S.
Patent No. 5.583,210), forgca de talo, tempo de floracdo, ou
caracteristicas da tecnologia de transformacio, como a
regulagcdo do ciclo celular ou alvejamento de gene (por
exemplo, WO 99/61619; wO 00/17364; WO 99/25821), as

divulgacg¢des de que sdo agui incorporadas por referéncia.

Estas combinac8es empilhadas podem ser criadas por
qualquer método, incluindo, mas nd3o se limitando a cruzar
plantas reprodutoras por qualgquer metodologia convencional ou

Top Cross®, ou por transformacdo genética. Se as
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caracteristicas sd@o empilhadas através de transformacdo
genética das plantas, as sequéncias de nucleotideos de
interesse podem ser combinadas a qualguer momento e em
qualquer ordem. Por exemplo, uma planta transgénica que
compreende uma ou mais caracteristicas desejadas pode ser
usada como o destino para introducdo de novas caracteristicas
através de posterior transformacdo. As caracteristicas podem
ser introduzidas simultaneamente em um protocolo de co-
transformacdo com os polinucleotideos de interesse fornecidos
por qualquer combinac¢do dos cassetes de transformagdo. Por
exemplo, se duas seqliéncias serdo introduzidas, as duas
seqiéncias podem estar contidas em cassetes de transformacéo
separados (trans) ou contidos no mesmo cassete de
transformacdo (cis). A expressdo das seqiiéncias pode ser
conduzida pelo promotor ou mesmo por promotores diferentes.
Em certos casos, pode ser desejavel se introduzir um cassete
de transformacédo que ird . suprimir a expressédo da
polinucleotideo de interesse. Isso pode ser combinado com
qualquer combinac¢cdo de outros cassetes ou supressdo ou
cassetes de super-expressdo para gerar a combinacdo desejada
de caracteristicas na planta. Reconhece-se também que as
seqgiiéncias de polinucleotideos podem ser empilhadas em um
sitio gendmico desejado utilizando-se um sistema de
recombinacdo sitio-especifica. Veja, por exemplo, W099/25821,
w099/25854, WO099/25840, W099/25855, e W099/25853, todos os

que estdo aqui incorporados por referéncia.
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As composi¢Bes dos melhoramentos encontram uso na
protecdo de plantas, sementes e produtos vegetais em uma
variedade de maneiras. Por exemplo, as composicdes podem ser
usadas em um método que envolve a colocacdo de uma gquantidade
eficaz da composigdo pesticida no ambiente da praga através
de um procedimento selecionado do grupo consistindo de

pulverizagdo, varredura, radiodifusdo, ou revestimento de

sementes.

Antes do material de propagagao vegetal (frutas,
tubérculos, bulbos, rizomas, grdos, sementes), mas, sobretudo
sementes, ser vendido como um produto comercial, este @&

habitualmente tratado com um revestimento protetor incluindo
herbicidas, inseticidas, fungicidas, bactericidas,
nematicidas, moluscicidas, ou misturas de vérias dessas
preparac¢des, se desejado, juntamente com outros carreadores,
surfactantes, ou adjuvantes promotores de aplicacédo,
habitualmente utilizados na arte da composicédo para
proporcionar protecdo contra danos causados por bactérias,
fungos ou pestes de animais. A fim de se tratar as sementes,
o0 revestimento protetor pode ser aplicado as sementes seja
por impregnag¢do dos tubérculos ou grdos com uma formulacdo
ligquida ou revestindo-os com uma formulacdo combinada molhada
ou seca. Além disso, em casos especiais, outros métodos de
aplicagdo para as plantas sdo possiveis, por exemplo,

tratamento dirigido a botdes ou aos frutos.
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As sementes de plantas dos melhoramentos compreendendo
uma seqiiéncia de nucleotideos gque codifica uma proteina
pesticida dos melhoramentos podem ser tratadas com um
revestimento protetor de semente compreendendo um composto de

tratamento de sementes, como, por exemplo, captan, carboxina,

Tiram, metalaxil, pirimifés-metilico, e outros que sé&o
comumente usados no tratamento de sementes. Em um
melhoramento, um revestimento protetor de sementes

compreendendo uma composicdo pesticida dos melhoramentos é
usado sozinho ou em combinagcdo com um dos revestimentos
protetores de semente habitualmente utilizados no tratamento

de sementes.

E reconhecido que os genes que codificam proteinas
pesticidas podem ser usados para transformar os organismos de
inseto patogénicos. Tais organismos incluem baculoviroses,

fungos, protozodrios, bactérias e nematdides.

Um gene que codifica uma proteina pesticida dos
melhoramentos pode ser introduzido através de um vetor
adequado em um hospedeiro microbiano, e o dito hospedeiro
aplicado ao meio ambiente, ou a plantas ou animais. O termo
"introduzido" no contexto de insercdo de um adcido nucléico em
uma célula significa T"transfecgcdo” ou "transformacdo" ou
"transdugdo" e inclui referéncia a incorporacdo de um 4&cido
nucléico em uma célula eucaridtica ou procaridtica, onde o

4dcido nucléico pode ser incorporado no genoma da célula (por
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exemplo, cromossomos, plasmideos, plastideo, ou DNA
mitocondrial), convertido em um replicon autdnomo ou expressa

transitoriamente (por exemplo, mRNA transfectado).

Hospedeiros microorganismos gque sdo conhecidos para
ocupacdo da “fitosfera” (filoplano, filosfera, rizosfera,
e/ou rizoplano) de uma ou mais culturas de interesse podem
ser selecionados. Esses microorganismos sdo escolhidos de
forma gque sejam capazes de competir com sSucesso com OS
microorganismos tipo-selvagem no ambiente especifico,
fornecendo a manutencdo estdvel e a expressd3o do gene
expressando a proteina pesticida e, desejavelmente,
fornecendo uma proteg¢do melhorada deste pesticida a partir da

degradacdo e inativacdo ambiental.

Tais microorganismos incluem bactérias, algas e fungos.

De particular interesse sédo os microorganismos como

bactérias, por exemplo, Pseudomonas, Erwinia, Serratia,
Klebsiella, Xanthomonas, Streptomyces, Rhizobium,
Rhodopseudomonas, Methylius, Agrobacterium, Acetobacter,
Lactobacillus, Arthrobacter, Azotobacter, Leuconostoc, e

Alcaligenes, fungos, especialmente leveduras, por exemplo,
Saccharomyces, Cryptococcus, Kluyveromyces, Sporobolomyces,
Rhodotorula e Aureobasidium. De particular interesse sdo as
espécies de bactérias da fitosfera, tais como a Pseudomonas
syringae, Pseudomonas fluorescens, Serratia marcescens,

Acetobacter xylinum, Agrobacterium, Rhodopseudomonas
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spheroides, Xanthomonas campestris, Rhizobium melioti,
Alcaligenes entrophus, Clavibacter xyli e Azotobacter
vinlandir e espécies de leveduras dacfitosfera como
Rhodotorula rubra, R. glutinis, R. Marina, R. aurantiaca,
Cryptococcus albidus, C. diffluens, C. laurentii,
Saccharomyces rosei, S. pretoriensis, S. cerevisiae,
Sporobolomyces roseus, S. odorus, Kluyveromyces veronae e
Aureobasidium pollulans. De particular interesse s&o os

microorganismos pigmentados.

Vdrias formas para se introduzir um gene gue expressa
uma proteina pesticida nos microorganismos hospedeiros em
condig¢Bes Qgue permitam a manutencdo estdvel e expressdo do
gene estdo disponiveis. Por exemplo, cassetes de expressdo
podem ser construidos, de forma que incluam os construtos de
nucleotideo de interesse operacionalmente ligados com oOs
sinais de regulagdo de transcrigdo e traducdo para a
expressdo dos construtos de nucleotideo, e uma seqiéncia de
nucleotideos homéloga a uma seqiéncia no organismo
hospedeiro, aonde a integracdo ird ocorrer, e/ou um sistema
de replicacdo que € funcional no hospedeiro onde a integracdo

ou de manutencdo estavel irad ocorrer.

Sinais de regulacéao transcricional e traducional
incluem, mas ndo estdo limitados a, promotores, sitio inicial
de iniciacéo de transcricgédo, operadores, ativadores,

potencializadores, outros elementos de reguladores, sitios de
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ligacdo ribossomal, um c¢cédon de iniciacéo, sinais de
terminagcdo, e assim por diante. Veja, por exemplo, U.S.
Patent Nos. 5,039,523 e 4,853,331; EPO 0480762A2; Sambrook et
al. (1992) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, ed.
Maniatis et al. (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, New York), daqui em diante como "Sambrook II";
Davis et al., eds. (1980) Advanced Bacterial Genetics (Cold
Spring Harbor Laboratory Press), Cold Spring Harbor, New

York; e as referéncias ai citadas.

Células hospedeiras adequadas, onde as células contendo
proteina pesticida serdo tratadas para prolongar a atividade
das proteinas pesticidas na célula quando a célula tratada é
aplicada ao ambiente da praga alvo (s), podem incluir tanto
procariontes quanto eucariontes, normalmente sendo limitado
as células que ndo produzem substédncias tdéxicas para os
organismos superiores, como os mamiferos. No entanto, os
organismos que produzem substéncias téxicas para os
organismos superiores poderiam ser usados, quando a toxina é
instdvel ou o nivel de aplicacgdo ¢ suficientemente baixo para
evitar qualquer possibilidade de uma toxicidade para
mamiferos. Procariotos e eucariotos inferiores, como os
fungos sdo hospedeiros de particular interesse. Procariontes
ilustrativos, tanto Gram-negativos quanto gram-positivos,
incluem Enterobacteriaceae, como Escherichia coli, Erwinia,
Shigella, Salmonella, Proteus e; Bacillaceae; Rhizobiaceae,

como Rhizobium; Spirillaceae, como Photobacterium, Zymomonas,
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Serratia, Aeromonas, Vibrio, Desulfovibrio, Spirillum;
Lactobacillaceae; Pseudomonadaceae, tals como Pseudomonas e
Acetobacter; Azotobacteraceae e Nitrobacteraceae. Entre os
eucariontes estdo os fungos, como Phycomycetes e Ascomycetes,
que 1incluem leveduras, como Saccharomyces cerevisiae e
Schizosaccharomyces e levedura Basidiomycetes como

Rhodotorula, Aureobasidium, Sporobolomyces, e similares.

As caracteristicas de interesse em especial na selecdo de
uma célula hospedeira para fins de producdo de proteina
pesticida incluem a facilidade de introducdo do gene da
proteina pesticida dentro do hospedeiro, a disponibilidade de
sistemas de expresséao, a eficiéncia de expresséao, a
estabilidade das proteinas no hospedeiro, e a presenca de
capacidades genéticas auxiliares. As caracteristicas de
interesse para uso como uma micro-cdpsula pesticida incluem
qualidades protetoras para o pesticida, tais como paredes
celulares espessas, pigmentagdo e embalagem intracelular ou
formacdo de corpos de inclusdo, afinidade em folha, auséncia
de toxicidade em mamiferos; atratividade para ingestdo por
parte das pragas; facilidade de matar e fixar sem danos a
toxina, e similares. Outras consideracdes incluem facilidade
de formulacao e gestdo, economia, estabilidade no

armazenamento, e similares.

Organismos hospedeiros de particular interesse incluem

leveduras, como Rhodotorula spp., Aureobasidium Spp .
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Saccharomyces spp. (tal como S. cerevisiae), Sporobolomyces
spp., organismos filoplanos como Pseudomonas spp. (tais como
P. aeruginosa, P. fluorescens), Erwinia spp. e Flavobacterium
spp., € outros organismos, incluindo BT, E. coli, Bacillus

subtilis, e similares.

Genes que codificam as proteinas pesticidas dos
melhoramentos podem ser introduzidos em microorganismos que
se multiplicam em plantas (epifitas) para entrega das
proteinas pesticidas as potenciais pragas alvo. Em epifitas,
por exemplo, podem ser bactérias gram-positivas ou gram-

negativas.

As bactérias colonizadoras de raiz, por exemplo, podem
ser 1isolada a partir da planta de interesse por métodos
conhecidos na arte. Especificamente, uma linhagem de Bacillus
cereus que coloniza raizes pode ser isolada de raizes de uma
planta (ver, por exemplo, Handelsman et al. (1991) Appl.
Environ. Microbiol. 56:713-718). Os genes que codificam as
proteinas pesticidas dos melhoramentos podem ser introduzidos
em um Bacillus cereus colonizador de raiz por métodos

padronizados e conhecidos na arte.

Os genes que codificam proteinas pesticidas podem ser
introduzidos, por exemplo, dentro do Bacillus colonizador de
raiz por meio de eletrotransformacdo. Especificamente, os

genes que codificam as proteinas pesticidas podem ser
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clonados em um vetor shuttle, por exemplo, pHT3101 (Lerecius
et al. (1989) FEMS Microbiol. Letts. 60: 211-218. O wvetor
shuttle pHT3101 contendo a seqiiéncia de codificagdo para o
gene da proteina pesticida em particular pode, por exemplo,
ser transformado no Bacillus colonizador de raiz por meio de
eletroporacdo (Lerecius et al. (1989) FEMS Microbiol. Letts.

60: 211-218).

Sistemas de expressdo podem ser concebidos de modo que as
proteinas pesticidas sd8o secretadas para fora do citoplasma
de bactérias gram-negativas, como E. coli, por exemplo. As
vantagens de ter proteinas pesticidas secretadas sdo: (1)

prevencdo de potenciais efeitos citotdxicos da proteina

pesticida expressa e (2) melhoria da eficiéncia de
purificacdo da proteina pesticida, incluindo mas ndo se
limitando a, um aumento na eficiéncia na recuperacdo e

purificacdo da proteina pelo volume de cultura de células e
diminuicdo do tempo e/ou custos na recuperacgdo e purificacdo

por unidade da proteina.

As proteinas pesticidas podem ser feitas para serem
secretadas em E. coli, por exemplo, através da fusdo de um
peptideo sinal adequado de E. coli ao final amino-terminal da
proteina pesticida. Peptideos sinal reconhecidos por E. coli
podem ser encontrado em proteinas j& conhecidas por serem
secretadas em E. coli, por exemplo, a proteina OmpA (Ghrayeb

et al. (1984) EMBO J, 3:2437-2442). OmpA €& uma proteina
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majoritdria na membrana externa de E. coli e, portanto, seu
peptideo sinal é tido como sendo eficiente no processo de
translocacdo. Além disso, o peptideo sinal de OmpA né&o
precisa ser modificado antes do processamento como pode ser o
caso de outros peptideos sinal, por exemplo o peptideo sinal
de lipoproteina (Duffaud et al. (1987) Meth. Enzymol. 153:
492) .

As proteinas pesticidas dos melhoramentos podem ser
fermentadas em uma bactéria hospedeira e a Dbactéria
resultante processada e usada como um spray microbiano da
mesma forma que as linhagens de Bt foram usadas como sprays
de inseticida. No caso de uma proteina pesticida (s) que é
secretada por Bacillus, o sinal de secrecdo ¢é removido ou
transformado através de procedimentos conhecido na arte. Tais
mutagcBes e/ou supressdes impedem a secrecdo da proteina
pesticida (s) no meio de crescimento durante o processo de
fermentacdo. As proteinas pesticidas s8o mantidas dentro da
célula e as células sdo entdo processadas para produzir as
proteinas pesticidas encapsuladas. Qualguer microorganismo
adequado pode ser usado para esta finalidade. Pseudomonas tem
sido usada para expressar toxinas Bt encapsuladas como as
proteinas e as células resultantes processadas e pulverizadas
como um inseticida (Gaertner et al. (1993), in: Advanced

Engineered Pesticides, ed. Kim).
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Alternativamente, as proteinas pesticidas sdo produzidas
pela introduc¢do de um gene heterdélogo em um hospedeiro
celular. A expressdo do gene heterdlogo resulta, direta ou
indiretamente, na produgdo intracelular e manutencdo dos
pesticidas. Estas células sdo entdo tratadas em condicdes que
prolongam a atividade da toxina produzida na célula quando a
célula é aplicada ao ambiente das pragas-alvo (s). O produto
resultante retém a toxicidade da toxina. Estas proteinas
pesticidas naturalmente encapsuladas podem entdo ser
formuladas de acordo com as técnicas convencionails para
aplicacdo em um ambiente de hospedagem das pragas alvo, por
exemplo, solo, 4dgua e folhagem das plantas. Veja, por exemplo

EPA 0192319, e as referéncias ai citadas.

Nos melhoramentos, um microorganismo transformado (que

inclui o organismo inteiro, células, esporos (s), proteina
pesticida (s), componente pesticida (s), componentes de
impacto de pragas (s), mutante (s), células vivas ou mortas e

componentes das células, incluindo misturas de células vivas
e mortas e componentes celulares, incluindo células quebradas
e componentes celulares) ou uma proteina pesticida isolada
podem ser formulados com um carreador aceitdvel em uma
composigdo pesticida (s) que €, por exemplo, uma suspensao,
uma solugdo, uma emulsdo, um pd, grénulos dispersiveis ou um
precipitado, um pdé molhdvel, e um concentrado emulsiondvel,
um aerossol ou spray, um grdnulo impregnado, um adjuvante,

uma pasta revestidora, um coldide, e também encapsulacdes
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sobre, por exemplo, substéncias poliméricas. Essas
composic¢des formuladas podem ser preparadas por meios
convencionais, tais como desidratacdo, liofilizacdo,
homogeneizacgédo, extracdo, filtracdo, centrifugacdo,
decantag¢do, ou concentrag¢do de uma cultura de células que

compdem o polipeptideo.

Tais composi¢des divulgadas acima podem ser obtidas pela
adicdo de um agente superficie-ativo, um wveiculo inerte, um
conservante, um umectante, um estimulante de alimentacdo, um
atrativo, um agente encapsulante, um ligante, um
emulsificante, um corante, um protetor UV, um tampdo, um
agente de fluxo ou fertilizante, doadores de micronutrientes,

ou outras prepara¢gdes que influenciem o crescimento das

plantas. Um ou mais agrotdxicos, incluindo, mas ndo se
limitando a, herbicidas, inseticidas, fungicidas,
bactericidas, nematicidas, moluscicidas, acaricidas,

reguladores de crescimento vegetal, aditivos de cultivo, e
fertilizantes, podem ser combinados com os carreadores,
surfactantes ou adjuvantes habitualmente utilizados na arte
de formulacd@o ou outros componentes para facilitar o manuseio
do produto e aplicacédo para pragas-alvo particulares.
Carreadores e adjuvantes apropriados podem ser sdélidos ou
ligquidos, e correspondem a substdncias normalmente empregadas
na tecnologia da formulacédo, por exemplo, substéncias
minerais, naturais ou regeneradas, solventes, dispersantes,

agentes de molhamento, melhoradores, ligantes, ou
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fertilizantes. Os ingredientes ativos dos melhoramentos s&o
normalmente aplicados na forma de composicdes e podem ser
aplicados na &rea da cultura, nas plantas ou sementes a serem
tratadas. Por exemplo, as composic¢des dos melhoramentos podem
ser aplicadas nos gréos em preparacgao ou durante o)

armazenamento em um escaninho ou silo de grdos, etc. As

composicdes dos melhoramentos podem ser aplicadas
simultaneamente ou em sucessd8o com outros compostos. Os
métodos de aplicacéo de um ingrediente ativo dos

melhoramentos ou uma composicdo agroguimica dos melhoramentos
que contenha pelo menos uma das proteinas pesticidas
produzidas pelas linhagens de bactérias dos melhoramentos
incluem, mas ndo estdo limitadas a, aplicacdo foliar,
revestimento de sementes e aplicagdo do solo. O numero de
aplicacdes e a taxa de aplicacdo dependem da intensidade de

infestacdo pela praga correspondente.

Agentes superficie-ativos adequados incluem, mas ndo
estdo limitados a, compostos anidnicos como um carboxilato
de, por exemplo, um metal, um carboxilato de um &cido graxo
de cadeia longa; um N-acilsarcosinato; mono ou di-ésteres de
dcido fosfdérico com alcodis graxos etoxilados ou sais de tais
ésteres; alcodis graxos sulfatados, tais como dodecil sulfato
de sbédio, octadecil sulfato de sdédio ou cetil sulfato de
sédio, sulfatos dlcool graxo etoxilado; sulfatos alquilfendis
etoxilados; sulfonatos de 1lignina; sulfonatos de petrdleo;

aril alquil sulfonatos, tais como os sulfonatos de alquil-
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benzeno ou sulfonatos alguilnaftaleno inferiores, por
exemplo, butil naftaleno sulfonato; sais formaldeido-
naftalenos sulfonados condensados; sais de fenol-formaldeido
sulfonado condensados; sulfonatos mais complexos, tais como
sulfonatos de amido, por exemplo, o produto da condensacdo
sulfonada de &cido oléico e N-metil taurina, ou os dialguil
sulfo-succinatos, por exemplo, o sulfonato de sdédio ou
dioctil succinato. Os agentes ndo-idnicos incluem produtos da
condensacdo de ésteres de 4&cidos graxos, alcodis graxos,
amidas de Acidos graxos ou fendis algquenila-alquil- ou
alquenil-substituidos com éxido de etileno, ésteres graxos de
éteres de alcodis polihidricos, por exemplo, ésteres de acido
graxos de sorbitano, produtos de condensacdo de tais ésteres
com O6xido de etileno, por exemplo, ésteres de A&cidos graxos
sorbitar polioxietileno, os copolimeros em bloco de déxido de

Z s

etileno e 6xido de propileno, glicdéis acetilénicos como
2,4,7,9-tetraetila-5-decin-4 ,7-diol, ou glicdis acetilénicos
etoxilados. Exemplos de agentes superficie-ativos catidnicos
incluem, por exemplo, um alifdticos mono-, di- ou poliamina
como um acetato, naftaleno ou oleato, ou aminas contendo
oxigénio como um éxido de amina de alquilamina
polioxietileno; uma amina amida-ligada preparada pela

condensagdo de um A&cido carboxilico com um di-ou poliamina,

ou um sal de amdnio quaternario.

Exemplos de materiais inertes incluem mas ndo estdo

limitados aos minerais inorgédnicos tais como caulim,
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filossilicatos, carbonatos, sulfatos, fosfatos, ou materiais
boté&nicos como a cortica, espigas de milho em pd, casca de

amendoim, casca de arroz e cascas de noz.

As composigdes dos melhoramentos podem estar em uma forma
adequada para aplicagdo direta ou como um concentrado de
composicdo primdria que requer diluicdo com uma quantidade
adequada de &gua ou outro diluente antes da aplicacdo. A
concentracdo de pesticida, pode variar dependendo da natureza
da formulacdo especial, especificamente, se ele é& um
concentrado ou para ser usado diretamente. A composicdo
contém 1 a 98% de um veiculo inerte sdélido ou liquido, e de 0
a 50% ou 0,1 a 50% de um surfactante. Essas composig¢des serdo
administradas a taxa rotulada para o produto comercial, por
exemplo, cerca de 0,01 1b-5.0 1lb por acre gquando na forma
seca e em cerca de 0,01 pts. - 10 pts. por acre qgquando na

forma liquida.

Em um melhoramento adicional, as composic¢®es, bem como os
microorganismos transformados e proteinas pesticidas dos
melhoramentos, podem ser tratadas antes da formulacd3o para
prolongar a atividade pesticida, quando aplicada ao meio
ambiente de uma praga alvo, desde que o pré-tratamento ndo
seja prejudicial para a atividade dos pesticidas. Esse
tratamento pode ser por processos guimicos e/ou processos
fisicos, enquanto o tratamento ndo afeta de forma deletéria

as propriedades da composicdo (s). Exemplos de reagentes
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quimicos incluem, mas ndo estdo limitados aos agentes de

halogenizacdo; aldeidos tais como formaldeido e
glutaraldeido; anti-infecciosos, tais como o cloreto de
Zefiran; alcodis, como etanol e isopropanol e fixadores

histoldégicos, como fixador de Bouin e fixador Helly (ver ,
por exemplo, Humason (1967) Animal Tissue Technigques (WH

Freeman and Co.).

Em outros melhoramentos, pode ser vantajoso se tratar os
polipeptideos de toxinas Cry com uma protease, por exemplo
tripsina, para ativar a proteina previamente & aplicacdo de
uma composicdo de proteina pesticida dos melhoramentos ao
ambiente da praga alvo. Métodos para a ativacdo de inseticida
por uma serina protease sdo bem conhecidos na arte. Veja, por
exemplo, Cooksey (1968) Biochem. J. 6:445-454 e Carroll e
Ellar (1989) Biochem. J. 261:99-105, os ensinamentos dos
quais sdo aqui incorporados por referéncia. Por exemplo, um
protocolo de ativacgdo adequada inclui, mas ndo estd limitado
a, combinar-se um polipeptideo para ser ativado, por exemplo,
um novo polipeptideo Cry purificado (por exemplo, com a
seqiiéncia de aminodcidos demonstrada na SEQ ID NO: 2), e
tripsina a uma razdo de peso de 1/100 de proteina/tripsina em

20 NaHCO; nM, pH 8 e digerindo a amostra a 36°C por 3 horas.

As composicdes (incluindo os microorganismos
transformados e proteinas pesticidas dos melhoramentos) podem

ser aplicadas no ambiente de uma praga de insetos através de,
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por exemplo, pulverizacdo, atomizacgdo, espalhamento,
dispersdo, revestindo ou derramando, dentro ou sobre o solo,
introduzindo na 4&gua de irrigacdo, pelo tratamento de
sementes ou por aplicag¢do geral ou se espalhando o pd no
momento em que a praga tenha comecado a aparecer, ou antes do
aparecimento de pragas, como medida de protecdo. Por exemplo,
a proteina pesticida e/ou microorganismos transformados dos
melhoramentos podem ser misturados com grdos para proteger os
grdos durante o armazenamento. Em geral, € importante se
obter wum bom controle de pragas nas fases 1iniciais de
crescimento da planta, pois este é o momento em que a planta
pode ser mais severamente danificada. As composicdes dos
melhoramentos podem, convenientemente, conter outro
inseticida, se 1isso for considerado necessdario. Em um
melhoramento, a composicdo € aplicada diretamente ao solo, em
uma época de plantio, na forma granular de uma composicdo de
células carreadoras e mortas de uma linhagem de Bacillus ou
microorganismo transformado dos melhoramentos. Outro
melhoramento é uma forma granular de uma composicdo
compreendendo um agroquimico, como, por exemplo, um
herbicida, um inseticida, um fertilizante, um veiculo inerte,
e as células mortas de uma linhagem de Bacillus ou

microorganismo transformado das incorporacdes.

Agqueles hdbeis na arte vdo reconhecer que nem todos os
compostos s&do igualmente eficazes contra todas as pragas.

Compostos de melhoramentos exibem atividades contra pragas de
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insetos, que podem incluir agrondmicos economicamente
importantes, florestas, estufa, wviveiro, plantas ornamentais,
alimentos e fibras, saldde publica e animal, a estrutura
comercial e doméstica, membros de familia, e pragas de
produtos armazenados. Os insetos selecionados incluem insetos
das ordens Coledptera, Diptera, Himendptera, Lepiddptera,
Mallophaga, Homdéptera, Hemiptera, Ortéptera, Thysanoptera,
Dermaptera, Isoptera, Anoplura, Siphonaptera, Trichoptera,

etc., principalmente Coledptera e Lepiddptera.

As larvas da ordem Lepiddptera incluem, mas ndo estdo
limitadas a, lagartas-cartucho, lagartas-roscas, mede-palmos
e mariposas da familia Noctuidae Spodoptera frugiperda JE
Smith (lagarta-cartucho-de-outono) ; S. exigua Hibner
(lagarta-cartucho-da-beterraba) ; S. litura Fabricius
(lagarta-do-tabaco, lagarta-de-grupo, cluster caterpillar);
Mamestra configurata Walker (lagarta-cartucho Bertha); M.
brassicae Linnaeus (traca-do-repolho) ; Agrotis ipsilon
Hufnagel (lagarta-rosca); A. orthogonia Morrison (lagarta-do-
oeste) ; A. subterranea Fabricius (lagarta-granulada,
granulated cutworm); Alabama argillacea Hibner (lagarta-de-
folha-de-algodéao) ; Trichoplusia ni Hiibner (lagarta-mede-
palmo-de-repolho), Pseudoplusia includens Walker (lagarta-da-
soja) ; Anticarsia gemmatalis Hiibner (lagarta-de-mucuna) ;
Hypena scabra Fabricius (lagarta-verde-do-trevo, green
cloverworm), Heliothis virescens Fabricius (lagarta-da-maca,

tobacco budworm); Pseudaletia unipuncta Haworth (lagarta-
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cartucho); Athetis mindara Barnes e McDunnough (lagarta-de-
pele-dspera, rough skinned cutworm); Euxoa messoria Harris
(lagarta-de-lateral-escura, darksided cutworm) ; Earias
insulana Boisduval (lagarta-espinhosa, spiny bollworm); E.
vittella Fabricius (lagarta-manchada, spotted bollworm);
Helicoverpa armigera Hibner (lagarta-americana) ; H. zea
Boddie (lagarta-da-espiga-de-milho ou lagarta-do-algoddo);

Melanchra picta Harris (lagarta-zebra, zebra caterpillar);

Egira (Xylomyges) curialis Grote (lagarta-de-citros);
perfuradores, mariposas, mariposas-de-teia (webworms) ,
vermes-coniferos (coneworms) e lepiddpteros da familia

Pyralidae Ostrinia nubilalis Hiibner (broca-do-milho-europeu) ;
Amyelois transitella Walker (lepddéptero-de-laranija, naval

orangeworm) , Anagasta kuehniella Zeller (mariposa-farinha-do-

Mediterrédneo); Cadra cautella Walker (mariposa-da-améndoa);
Chilo suppressalis Walker (broca-do-colmo-do-arroz) ; C.
partellus (broca-do-sorgo), Corcyra cephalonica Stainton
(mariposa-de-arroz) ; Crambus caliginosellus Clemens
(mariposa-da-teia-de-raiz-de-milho, corn root webworm); C.
teterrellus Zincken (mariposa-da-teia-de-agrostis, webworm
bluegrass); Cnaphalocrocis medinalis Guenée (enrolador-de-
folha-de-arroz, rice leaf roller); Desmia funeralis Hiibner
(cigarrinha-dobrador-de-folha-de-uva, grape leaffolder) ;

Diaphania hyalinata Linnaeus {(mariposa-do-meldo, melon worm) :
D. nitidalis Stoll (cucurbitdceas); Diatraea grandiosella
Dyar (broca-do-milho-do-sudoeste, southwestern corn borer),

D. saccharalis Fabricius (broca-de-cana-de-acucar, surgarcane
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borer) ; Eoreuma loftini Dyar {broca-de-arroz-mexicano) ;
Ephestia elutella Hibner (mariposa-do-tabaco (cacau)) ;
Linnaeus mellonella Galleria (traca-da-cera) ; Herpetogramma
licarsisalis Walker (mariposa-da-teia-do-relvado, sod
webworm) ; Homoeosoma electellum Hulst (mariposa-do-girassol);
Elasmopalpus lignosellus Zeller (lagarta-de-elasmo, lesser
cornstalk borer); Achroia grisella Fabricius (mariposa-da-
cera, lesser wax moth); Loxostege sticticalis Linnaeus
(mariposa-de-teia-da-beterraba, beet webworm) ; Orthaga
thyrisalis Walker (mariposa-de-teia-da-arvore-do-cha, tea
tree web moth); Maruca testulalis Geyer (broca-da-vagem-do-
feijdo); Plodia interpunctella Hiilbner (mariposa-de-refeicdo
indiana, Indian meal moth); Scirpophaga incertulas Walker
(broca-da-haste amarela); Udea rubigalis Guenée (mariposa-
lacadora-de-folha-de-aipo, celery leaftier) e lagartas-
enroladeiras, lagartas-de-broto (budworms) , lagartas-de-
sementes, lagartas-de-frutas na familia Tortricidae Acleris
gloverana Walsingham (tortricideo-de-broto-da-cabeca-preta-
ocidental) ; A. variana Fernald (tortricideo-de-broto-de-
cabeca-preta-oriental) ; Archips argyrospila Walker
(tortricideo-enrolador-de-folhas de 4&rvores frutiferas); A.
Rosana Linnaeus (tortricideo-enrolador-de-folha-europeu) e
outras espécies de Archips, Adoxophyes orana Fischer von
RYsslerstamm (mariposa-tortricideo-de-fruta-de-verdo) ;
Cochylis hospes Walsingham (mariposa-listrada-do-girassol,
banded sunflower  moth); Cydia latiferreana Walsingham

(mariposa-do-avelsd, filbertworm) ; C. pomonella Linnaeus
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(mariposa-de-codificac¢do, coding moth); Platynota flavedana
Clemens (cigarrinha-enroladeira-variegada, variegated
leafroller); P. stultana Walsingham (cigarrinha-enroladeira-
onivora, omnivorous leafroller) ; Lobesia botrana Denis &

Schiffermiller (mariposa-de-vinhedo-européia, European grape

vine moth); Spilonota ocellana Denis & Schiffermiiller
(mariposa-do-olho-manchado, eyespotted moth) ; Endopiza
viteana Clemens (mariposa-da-uva, grape berry moth) ;

Eupoecilia ambiguella Hiibner (mariposa-da-vinha, vine moth);
Bonagota salubricola Meyrick (lagarta-enroladeira-de-folha-
de-maca-Brasileira); Grapholita molesta Busck (mariposa-da-
fruta-oriental) ; Suleima helianthana Riley (mariposa-de-

broto-de-girassol); Argyrotaenia spp.; Choristoneura spp

Outras pragas agrondmicas selecionadas da ordem
Lepidéptera incluem, mas ndo estdo limitadas a, Alsophila
pometaria Harris (lagarta-de-necrose-de-outono, fall
cankerworm); Anarsia lineatella Zeller (broca-de-galho-de-
péssego); Anisota senatoria JE Smith (lagarta-de-carvalho-
com-listras-laranja, orange striped ocakworm) ; Antheraea
pernyi Guérin-Méneville (tragca-da-seda-de-carvalho-chinés);
Bombyx mori Linnaeus (traca-da-seda) ; Bucculatrix
thurberiella Busck (mariposa-perfuradora-de-folhas-de-
algodéao) ; Colias eurytheme Boisduval (lagarta-da-alfafa) ;
Datana integerrima Grote & Robinson (lagarta-da-nogueira);
Dendrolimus sibiricus Tschetwerikov (mariposa-de-seda-da-

Sibéria), Ennomos subsignaria Hiilbner (lagarta-mede-palmo-de-
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ulmeiro, elm spanworm); Erannis ¢tiliaria Harris (lagarta-
mede-palmo-de-tilia, 1linden looper); Euproctis chrysorrhoea
Linnaeus (mariposa-de-extremidade-marron, browntail moth);

Harrisina americana Guérin-Méneville (lepddptero-de-folha-de-
uva, grapeleaf skeletonizer); Hemileuca oliviae Cockrell
(lagarta-intervalo); Hyphantria cunea Drury (mariposa-de-
teia-de-outono); Keiferia lycopersicella Walsingham (traca-
do-tomate); Lambdina fiscellaria fiscellaria Hulst (lagarta-
medé—palmo—de—cicuta—oriental, FEastern hemlock looper); L.
fiscellaria lugubrosa Hulst (lagarta-mede-palmo-de-cicuta-
ocidental Wwestern hemlock looper); Leucoma salicis Linnaeus
(mariposa-de-cetim); Lymantria dispar Linnaeus (mariposa-
cigana); Manduca quinguemaculata Haworth (traca-falcdo-de-
cinco-pontos, mandarovd-de-tomate) ; M. sexta Haworth
(mandarovéd-de-tomate, mandarova-de-tabaco) ; Operophtera
brumata Linnaeus (mariposa-do-inverno); Paleacrita vernata
Peck (lagarta-de-necrose-da-primavera, springer cankerworm);
Papilio cresphontes Cramer (papilionideo-andorinha-gigante,
giant swallowtail, orange dog); Phryganidia californica
Packard (lagarta-de-carvalho-da-Califérnia), Phyllocnistis
citrella Stainton (lepddéptero-minador-dos-citros); Fabricius
blancardella Phyllonorycter (lepddéptero-minador-tentiforme-
manchado, spotted tentiform leafminer); Pieris brassicae
Linnaeus (borboleta-branca-grande) ; P. rapae Linnaeus
(borboleta-branca-peguena) ; p. napi Linnaeus (borboleta-
branca-de-nervuras-verdes); Platyptilia carduidactyla Riley

(mariposa-da-alcachofra, artichoke plume moth), Plutella
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xylostella Linnaeus (traca-das-cruciferas); Pectinophora
gossypiella Saunders (lagarta-rosada) ; Pontia protodice
Boisduval & Leconte (lagarta-do-repolho-do-sul, Southern

cabbageworm) ; Sabulodes aegrotata Guenée (lagarta-mede-palmo-

onivora); Schizura concinna JE Smith (lagarta-da-corcunda-
vermelha, red humped caterpillar); Sitotroga cerealella
Olivier (traga-de-grdos-de-Angoumois) ; Thaumetopoea
pityocampa Schiffermuller (lagarta-processiondria-do-
pinheiro); Tineola bisselliella Hummel (mariposa-desfiadora-
de-roupa, webbing clothesmoth); Tuta absoluta Meyrick (traca-
do-tomateiro) ; Yponomeuta padella Linnaeus (tragca-do-
arminho); Heliothis subflexa Guenée; Malacosoma spp. e Orgyia
Spp -

De interesse sdo larvas e adultos da ordem Coledptera,
incluindo Dbesouros da familia Cerambycidae, Bruchidae e
Curculionidae (incluindo, mas ndo se limitando a: Anthonomus
grandis Boheman (bicudo); Lissorhoptrus Kuschel oryzophilus
(gorgulho-aqudtico); Sitophilus granarius Linnaeus (gorgulho-
de-celeiro); S. oryzae Linnaeus (gorgulho-do-arroz); Hypera
punctata Fabricius (gorgulho-do-trevo) ; Cylindrocopturus
adspersus Leconte (gorgulho-do-caule-de-girassol); Smicronyx
fulvus Leconte (gorgulho-de-semente-de-girassol-vermelho); S.
sordidus Leconte (gorgulho-de-semente-de-girassol-cinza) ;
Sphenophorus maidis Chittenden (curculionidae-de-milho) ) ;
besouros pulga, besouros do pepino, crisomelideo, besouros de

folhas, besouros de batata e larvas da familia Chrysomelidae
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(incluindo, mas ndo se limitando a: Leptinotarsa decemlineata

Say (besouro-de-batata-do-Colorado) ; Diabrotica virgifera
virgifera LeConte (crisomelideo-do-milho); D. barberi Smith &
Lawrence (crisomelideo-do-milho-do-norte); D. undecimpunctata
howardi Barber (vagquinha-do-sul) ; Chaetocnema pulicaria
Melsheimer (besouro-pulga-de-milho); Phyllotreta cruciferae
Goeze (besouro-pulga-de-milho); Colaspis brunnea Fabricius
(besouro-de-uva) ; Oulema melanopus Linnaeus (besouro-de-
folha-de-cereais) ; Zygogramma exclamationis Fabricius
(besouro-de-girassol)); Dbesouros da familia Coccinellidae

(incluindo, mas ndo se limitando a: Epilachna varivestis
Mulsant (besouro-de-feijdo-mexicano)); besouros chafers e
outros besouros da familia Scarabaeidae (incluindo, mas né&o
se limitando a: Popillia japonica Newman (besouro-japonés);
Cyclocephala borealis Arrow (besouro-mascarado-do-norte); C.
immaculata Olivier (besouro-mascarado-do-sul); Rhizotrogus
majalis Razoumowsky (besoro-europeu) ; Phyllophaga crinita
Burmeister (cords), Ligyrus gibbosus De Geer (besouro-de-
cenoura)); besouros de tapete da familia Dermestidae; vermes-
de-cabo (wireworms) da familia Elateridae, Eleodes spp.
Melanotus spp.; Conoderus spp.; Limonius spp.; Agriotes spp.;
Ctenicera spp.; Aeolus spp.; coledpteros de casca da familia

Scolytidae e besouros da familia Tenebrionidae.

Adultos e imaturos da ordem Diptera s38o de interesse,
incluindo minadores Agromyza parvicornis Loew (minador-

manchado-de-milho) ; mosqguitos {incluindo, mas ndo se
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limitando a: Contarinia sorghicola Cogquillett (mosquito-de-

sorgo) ; Mayetiola destructor Say (mosca-Hessian) ;
Sitodiplosis mosellana Géhin (mosquito de trigo);
Neolasioptera murtfeldtiana Felt (mosquito-de-semente-de-
girassol)); moscas de frutas (Tephritidae), Oscinella frit
Linnaeus (moscas, frit flies), vermes (incluindo, mas né&o
limitados a: Delia platura Meigen (larva-de-trémite); D.

coarctata Fallen (mosca-de-bulbo-de-trigo) e outros Delia
Spp., Meromyza americana Fitch (larva-do-caule-de-trigo),
Musca domestica Linnaeus (mosca-doméstica) ; Fannia

canicularis Linnaeus, F. femoralis Stein (moscas-doméstica-

menor, lesser house flies); Stomoxys calcitrans Linnaeus
(moscas-estavel, stable flies)); mosca-de-rosto, mosca-de-
chifre (horn flies), moscas-de-sopro (blow flies), Chrysomya
spp.; Phormia spp.; e outras pragas voadoras muscdides,
mutucas, Tabanus spp.; moscas bot Gastrophilus spp.; Oestrus
Spp. ; larvas-de-gado Hipoderma Spp. ; moscas-de-veados
Chrysops spp.; Melophagus ovinus Linnaeus (keds) e outros
Brachycera, os mosquitos Aedes spp.; Anopheles spp.; Culex
SPp. ; moscas-pretas Prosimulium sSpp-.; Simulium sSpp. ;

mosquitos-mordedores, moscas-de-areia, ascarideos, Nematocera

e outros.

Incluidos como insetos de interesse estd@o adultos e
ninfas das ordens Hemiptera e Homoptera, tais como, mas ndo
se limitando a, adelgideos da familia Adelgidae, insetos de

planta da familia Miriade, cigarras da familia Cicadidea,
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cigarrinhas, Empoasca Spp. ; da familia Cicadellidae,
percevejos das familias Cixiidae, Flatidae, Fulgoroidea,
Issidae e Delphacidae, cigarrinhas da familia Membracidae,

psilideo da familia Psyllidae, moscas da familia Aleyrodidae,

afideos da familia Aphididae, filoxera da familia
Phylloxeridae, cochonilhas do familia Pseudococcidae,
hemipteros das familias Asterolecanidae, Coccidae,
Dactylopiidae, Diaspididae, Eriococcidae, Ortheziidae,

Phoenicococcidae e Margarodidae, insetos-de-renda da familia
Tingidae, percevejos da familia Pentatomidae, percevejos,
Blissus spp.; € outros insetos de sementes da familia
Lygaeidae, cigarrinhas da familia Cercopidae insetos-de-polpa
(squash bugs) da familia Coreidae, e insetos-vermelhos e
manchadores-de-algodédo (cotton stainers) da familia

Pyrrhocoridae.

Membros da ordem Homdéptera agronomicamente importantes

incluem ainda, mas ndo estdo limitados a: Acyrthisiphon pisum

Harris (pulg8es-de-ervilha); Aphis craccivora Koch (pulgdes-
de-caupi); A. fabae Scopoli (pulgdes-de-feijdo-preto); A.
gossypii Glover (pulgdo-de-algodio, pulgdo-de-meldo) ; A.
maidiradicis Forbes (pulgdo-de-raiz-de-milho); A. pomi De
Geer (afideo-da-maci) ; A. spiraecola Patch (afideo-de-
ulmeira) ; Aulacorthum solani Kaltenbach (pulgdo-de-
dedaleira); Chaetosiphon fragaefolii Cockerell (pulgdo-de-
morango) ; Diuraphis noxia Kurdjumov/Mordvilko (pulgdo-de-

trigo-russo); Dysaphis plantaginea Paaserini (pulgdo-rosado-
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da-macga) ; Eriosoma lanigerum Hausmann (afideo-lanoso) ;
Brevicoryne brassicae Linnaeus (pulgdo-do-repolho);
Hyalopterus pruni Geoffroy (pulgdo-padlido-da-ameixa);
Lipaphis erysimi Kaltenbach (pulgdo-do-nabo); Metopolophium
dirrhodum Walker (afideo-de-cereal), Macrosiphum euphorbiae
Thomas (pulgdes-de-batata); Myzus persicae Sulzer (afideo-da-
batata-péssego, pulgdo-do-péssego-verde) ; Nasonovia
ribisnigri Mosley (pulgdes-de-alface); Pénfigo spp. (pulgdes-
de-raiz e pulgdes-esfoladores, root aphids and gall aphids),
Rhopalosiphum maidis Fitch (pulgdes-de-folha-de-milho); R.
padi Linnaeus (pulgd&o-de-carvalho-cereja-de-passaro, bird
cherry-oat aphid); Schizaphis graminum Rondani (pulgdo-
verde) ; Sipha flava Forbes (pulgdo-de-cana-de-agucar-
amarelo); Sitobion avenae Fabricius (pulgdo-de-gr3o-Inglés);
Therioaphis maculata Buckton (pulg&o-manchado-da-alfafa);
Toxoptera aurantii Boyer de Fonscolombe (pulgdo-preto-do-
citrus) e T. citricida Kirkaldy (pulgdo-preto); Adelges spp.
(adelgids); Phylloxera devastatrix Pergande (filoxera-de-noz-
pecd), Bemisia tabaci Gennadius (mosca-branca-do-tabaco,
mosca-branca-da-batata-doce) ; B. argentifolii Bellows &
Perring (mosca-branca-da-folha-prateada); Dialeurodes citri
Ashmead (mosca-branca-dos-citros); Trialeurodes abutiloneus

(mosca-branca-da-asa-bandeada, bandedwinged whitefly) e T

vaporariorum Westwood (mosca-branca-das-estufas) ; Empoasca
fabae Harris (cigarrinha-da-batata); Laodelphax striatellus
Fallen (cigarrinha-marrom-menor); Macrolestes quadrilineatus

Forbes (cigarrinha-Aster) ; Nephotettix cinticeps Uhler
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(cigarrinha-verde); N. nigropictus Stdl (cigarrinha-verde-do-
arroz) ; Nilaparvata lugens Stal (cigarrinha-marrom) ;
Peregrinus maidis Ashmead (cigarrinha-de-milho); Sogatella
furcifera Horvath (cigarrinha-de-costas-branca); Sogatodes
orizicola Muir (delfacideo-do-arroz) ; Typhlocyba pomaria
McAtee (cigarrinha-da-macéd-branca) ; Erythroneoura Spp.
(cigarrinhas-da-uva) ; Magicicada septendecim Linnaeus
(cigarra-periddica); Icerya purchasi Maskell (homdéptero-de-
almofada-de-algod&do); Quadraspidiotus perniciosus " Comstock
(homéptero-de-San Jose); Planococcus citri Risso (cochonilha-
branca) ; Pseudococcus sSpp. (grupo de cochonilha-branca);
Cacopsylla pyricola Foerster (psila-de-péra); Trioza diospyri

Ashmead (psila-de-caqui).

Espécies agronomicamente importantes de interesse da
ordem Hemiptera incluem, mas ndo estdo limitadas a:
Acrosternum hilare Say (percevejo-verde); Anasa tristis De
Geer (percevejo-de-abdbora) ; Blissus leucopterus Say
(percevejo-das-gramineas) ; Corythuca gossypii Fabricius
(percevejo-de-renda); Cyrtopeltis modesta Distant (percevejo-
do-tomate) ; Dysdercus suturellus Herrich-Schéaffer
(manchadores-do-algoddo); Euschistus servus Say (percevejo-
marrom); E. variolarius Palisot de Beauvois (percevejo-de-
uma-mancha, one-spotted stink bug ); Graptostethus spp.
(grupo de percevejos-de-semente); Leptoglossus corculus Say
(percevejo-de-sementes-de-pinheiro-de-folha-pisada, leaf-

footed pine seed bug); Lygus lineolaris Palisot de Beauvois
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(percevejo-manchado-de-planta, tarnished plant bug) ; L.
hesperus Knight (percevejo-manchado-de-planta-ocidental,
Western tarnished plant bug) ; L. pratensis Linnaeus
(percevejo-comum-de-campo) ; L. rugulipennis Poppius
(percevejo-manchado-de-planta-europeu, European tarnished
plant bug); Lygocoris pabulinus Linnaeus (hemiptero-verde-
comum, commom green capsid), Nezara viridula Linnaeus
(percevejo-verde-do-sul) ; Oebalus pugnax Fabricius
(percevejo-de-arroz); Oncopeltus fasciatus Dallas (percevejo-
grande-das-Asclepiaddceas); Pseudatomoscelis seriatus Reuter

(cigarrinha-de-algod&o) .

Além disso, melhoramentos da presente invencdo podem ser
eficazes contra Hemiptera, Calocoris norvegicus Gmelin
(percevejo-de-morango, strawberry bug); Orthops campestris
Linnaeus; Plesiocoris rugicollis Fallen (hemiptero-de-maca,
apple capsid); Cyrtopeltis modestus Distant (percevejo-de-
tomate, tomato bug); Cyrtopeltis notatus Distant (mosca-
sugadora, suckfly) ; Spanagonicus albofasciatus Reuter
(cigarrinha-de-marca-branca, whitemarked fleahopper) ;
Diaphnocoris chlorionis Say (honeylocust plant bug) ;
Labopidicola allii Knight (percevejo-da-planta-da-cebola,
onion plant bug) ; Pseudatomoscelis seriatus Reuter
(cigarrinha-de-algod&o); Adelphocoris rapidus Say (percevejo-
rdpido-de planta, rapid plant bug); Poecilocapsus lineatus
Fabricius (percevejo-fitofago-de-quatro-listras, four-lined

plant bug); Nysius ericae Schilling (percevejo-falso, false



10

15

20

25

123/140

chinch bug); Nysius raphanus Howard (percevejo-falso, false
chinch bug); Nezara viridula Linnaeus (percevejo-verde) ;
Eurygaster spp.; Coreidae spp.; Pyrrhocoridae spp.; Tinidae

spp.; Blostomatidae spp. ; Reduviidae spp.; e Cimicidae spp.

Também estdo incluidos os &caros adultos e as larvas da

ordem Acari (&caros), tais como Aceria tosichella Keifer
(Acaro-do-enrolamento-do-trigo) ; Petrobia latens Miller
(Acaro-do-bronzeamento-do-trigo, brown wheat mite); &caros-

aranha e o0s 4&dcaros-vermelhos da familia Tetranychidae,

Panonychus ulmi Xoch (dcaro-vermelho-europeu); Tetranychus
urticae Koch (4dcaro-rajado); (T. Mcdanieli McGregor (&caro-
McDaniel) ; T. cinnabarinus Boisduval (dcaro-carmim) ; T.
turkestani Ugarov & Nikolski (dcaro-do-morango); d&caros-1lisos

da familia Tenuipalpidae, Brevipalpus lewisi McGregor (4dcaro-
liso-do-citrus, citrus flat mite); 4&caros-ferrugem e &caros-
de-broto na familia Eriophyidae e outros acaros de
alimentag¢do foliar e 4&caros importante na sadde humana e
animal, ou seja, os &caros da familia Epidermoptidae, &caros
do foliculo da familia Demodicidae, 4&dcaros de grdos da

familia Glycyphagidae, e carrapatos na ordem Ixodidae. Ixodes

scapularis Say (carrapato-de-veado); I. holocyclus Neumann
(carrapato-da-paralisia-australiano); Dermacentor variabilis
say (carrapato-americano-do-cdo) ; Amblyomma americanum

Linnaeus (carrapato-da-estrela-solitdria) e sarna e dcaros de

coceira nas familias Psoroptidae, Pyemotidae e Sarcoptidae.
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Os insetos da ordem Thysanura sdo de interesse, tais como
Lepisma saccharina Linnaeus (silverfish); Thermobia domestica

Packard (firebrat).

Pestes adicionais de artrdépodes cobertas incluem: aranhas
na ordem Araneae, como Loxosceles reclusa Gertsch & Mulaik
(aranha-castanha-solitdria) e a aranha Latrodectus Fabricius
(aranha-viuva-negra) e centopéias na ordem Scutigeromorpha

como Scutigera coleoptrata Linnaeus (centopéias-caseiras)

Os insetos podem ser testados para a atividade pesticida
de composi¢Bes dos melhoramentos no inicio de estdgios de
desenvolvimento, por exemplo, como larvas ou outras formas
imaturas. Os insetos podem ser criados em total escuriddo em
cerca de 20°C a 30°C e de cerca de 30% para cerca de 70% de
umidade relativa. Os bicensaios podem ser realizados conforme
descrito no Czapla e Lang (1990) J. Econ. Entomol. 83(6):
2480-2485. Os métodos de criacd8o de larvas de insetos e
realizacdo de bioensaios sdo bem conhecidos daqueles com

competéncias normais na arte.

Uma grande variedade de técnicas de biocensaio € conhecida
por um perito na arte. Os procedimentos gerais incluem adicdo
de um composto ou organismo experimental para a fonte de
alimentagcdo em um recipiente fechado. A atividade pesticida
pode ser medida por, mas ndo estd limitada a, mudancas na

mortalidade, perda de peso, atracdo, repeléncia e outras
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alteracgdes fisicas e comportamentais apds a alimentacdo e
exposicdo por um periodo de tempo adequado. Os bioensaios
agqui descritos podem ser usados com qualquer praga de insetos

na alimentacdo das larvas ou da fase adulta.

Os exemplos a seguir sdo apresentados a titulo de

ilustracdo, e ndo por meio de limitacgédo.
EXPERIMENTOS

Exemplo 1l: Bioensaio para testar a atividade pesticida da

toxina de B. thuringiensis contra insetos selecionados

Os biocensaios foram conduzidos para se avaliar os efeitos
do peptideo toxina inseticida Bt, estabelecido na SEQ ID NO:
2, contra broca-do-milho-europeu (Ostrinia nubilalis),
lagarta-da-espiga-de-milho (Helicoverpa =zea), lagarta-rosca
(Agrotis ipsilon) da lagarta-do-cartucho-de-outono
(Spodoptera frugiperda) , lagarta-da-soja (Pseudoplusia
includens) e lagarta-da-mucuna (Anticarsia gemmatalis). Os
ensaios de alimentagdo foram realizados em uma dieta
artificial contendo a proteina inseticida. A proteina
inseticida foi aplicada topicamente usando-se uma dieta
artificial lepiddpteros-especifica. A toxina foi aplicada a
uma taxa de 0.3ug por 25uL de amostra por pog¢o e deixada para
secar. A proteina estd em tampdo 10 mM de carbonato e pH de

10. Uma 1larva recém-nascida foi colocada em cada pog¢o para
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alimentagdo ad libitum, durante 5 dias. Os resultados foram
expressos como positivo para reacdes de larvas como
desnutrigcdo e/ou mortalidade. Os resultados foram expressos
como negativos, se as larvas foram semelhantes ao controle
negativo que é a dieta alimentar na qual o tampdo acima foi

aplicado sozinho.

Tabela 1: Resultados do biocensaio de alimentacdo para SEQ ID

NO: 2

Insetos Testados Resultado
Broca-do-milho-europeu (Ostrinia nubilalis) +
Lagarta-da-espiga-de-milho (Helicoverpa zea) +
lagarta-rosca (Agrotis ipsilon) +

Lagarta-do-cartucho-de-outono (Spodoptera frugiperda) -

Lagarta-da-soja +

Lagarta-da-mucuna +

Exemplo 2: Bioensaio para testar a atividade pesticida

da Toxina de B. thuringiensis contra Broca-amarela-do-caule

Preparacdo de insetos recém-nascidos

Adultos da broca-amarela-do-caule (Scirpophaga
incertulas Walker) s8o recolhidos a partir dos campos de
arroz (ARS Mandya e Tattaguppe farm) e engaiolados com
plantas de arroz. Os adultos que sobrevivem por 3-4 dias,
nestas condi¢des postam ovos em massas em ldminas foliares.
As massas de ovos sdo cuidadosamente cortadas com uma parcela
da folha, e mantidas separado para incubacdo & temperatura

ambiente em placas de Petri de pléstico seladas. Os neonatos,
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imediatamente apds a eclosédo, sédo utilizados para a

realizacdo dos bioensaios.

Preparacdo de segmentos de caule

As plantas de arroz transgénicas foram preparadas
usando-se a toxina Bt dos melhoramentos. Os métodos de
transformacdo de arroz sdo conhecidos na arte, tais como os
protocolos estabelecidos no Hiei et al. (Plant Journal 1994,

6(2), 271-282).

Um perfilho de cada planta de arroz Bt (cada planta € um
evento) de cerca de 55-60 dias de idade foi cortado na base e
feito em cinco segmentos de igual tamanho (cerca de 2
centimetros). Todos os segmentos foram mantidos em uma placa
de Petri com discos de papel de filtro estéril e umedecidos
com &gua destilada. Da mesma forma, um controle ndo-Bt foi
mantido para a comparac¢do. Depois de dois dias 2-3 segmentos

de eventos respectivos foram fornecidos a broca.

Bioensaios

Cinco broca-da-haste recém-nascidas foram cuidadosamente
liberadas por evento com uma pequena escova em cada prato. As
placas foram seladas com filme pldstico para impedir a fuga
das larvas. Todas as placas foram mantidas em uma bandeja,
que foi colocada em uma grande cuba contendo dgua e mantida
em condi¢gSes de temperatura ambiente. Cada dia, todas as

placas foram cuidadosamente abertas e seladas até o final da
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observacdo para fornecer ar fresco e para remover O excesso

de condensacdo, se houver.

Observacdes

As observac¢des de mortalidade e crescimento larval foram
feitas apds 5 dias. Inicialmente, em cada prato, todos os
segmentos de caule foram inspecionados para qualquer larva
morta na superficie. Posteriormente, os segmentos de caule
foram cortados longitudinalmente com uma ldmina de camada-
sdbia (bainha por bainha) e observados para a presenca de
larvas wvivas ou mortas no interior do tecido. As larvas
sobreviventes permaneceram dentro dos tuneis engquanto as
larvas mortas eram pretas e lisas. O crescimento de larvas
sobreviventes foi comparado visualmente para aquelas do

controle ndo-Bt. Os resultados sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Resultados para 14 eventos de bioensaios com broca-

amarela-de-caule

*Larva Larva L
% mortalidade Observagdes

inoculada| sobrevivente
5 0 100% Larvas mortas ficaram pretas

Larvas mortas ficaram pretas, 2 larvas
3 0 100%

escaparam

Larvas mortas ficaram pretas, 2 larvas
3 0 100%

escaparam

Larvas mortas ficaram pretas, 3 larvas
2 0 100%

escaparam
S 0 100% Larvas mortas ficaram pretas

Larvas mortas ficaram pretas, 1 larva
4 0 100%

escapou




10

15

129/140

5 0 100% lLarvas mortas ficaram pretas
5 0 100% Larvas mortas ficaram pretas

l.arvas mortas ficaram pretas, larvas vivas
5 2 60%

cresceram afetadas

LLarvas mortas ficaram pretas, larvas vivas
4 2 50%

cresceram afetadas, 1 larva escapou

10% Larvas mortas ficaram pretas, larvas vivas

5 3 0

cresceram sem ficarem afetadas

Larvas mortas ficaram pretas, 2 larvas
3 0 100%

escaparam
5 0 100% Larvas mortas ficaram pretas

Larvas mortas ficaram pretas, 2 larvas
3 0 100%

escaparam

2 Todos o0s bioensaios foram inicialmente inoculados com 5
larvas, no entanto, oS numeros sd8o ajustados para

refletir as larvas que escaparam.

Resumo

Cinco larvas foram liberadas para todos os ensaios e
algumas larvas escaparam durante o ensaio, e o % de
mortalidade foi calculado apenas com base nas larvas ainda no
prato, no final do ensaio. Onze dos 14 eventos demonstraram
100% de mortalidade. Dois eventos apresentaram 50-60% de
mortalidade com morbidade nas larvas sobreviventes. Um evento
onde foi observada 40% de mortalidade também permitiu que as

larvas sobreviventes se desenvolvessem normalmente.

Exemplo 3: Determinagdo da CLs, e ECso
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Bioensaios foram conduzidos para se determinar uma LCsq €
ECso do peptideo toxina inseticida, estabelecidos na SEQ ID
NO: 2, em broca-do-milho-europeu (Ostrinia nubilalis),
lagarta-da-espiga-de-milho (Helicoverpa zea), lagarta-rosca
(Agrotis ipsilon) e lagarta-cartucho-de-outono ( Spodoptera
frugiperda). Os ensaios de alimentacd3o foram realizados em
uma dieta artificial contendo a proteina inseticida. A
proteina inseticida foi diluida com tampdo 10 mM de carbonato
PH 10 e com uma dieta de inseticida para dar uma concentracdo
final de toxinas de 10000, 1000, 100, 10 e 1 ppm. Uma larva
recém-nascida foi colocada em cada pog¢o para alimentacdo ad
libitum, durante 5 dias. Cada bioensaio foi feito com oito
cépias de cada dose e o bioensaio foi repetido trés vezes. Os
resultados foram expressos em CLsy, para a mortalidade e/ou
ECso por pesagem das larvas sobreviventes em cada concentracdo

de toxinas.

Tabela 3: Resultados de LCsy e ECsg

Inseto testado LCso, ng/cm?® Cso ng/cm?
Ibroca-do-milho-europeu 0,42 0,2
Lagarta-da-espiga-de-milho 122.3 31,25
Lagarta-rosca >10000 60,57
Lagarta-cartucho-de-outono Sem Atividade Sem Atividade

Exemplo 4: Transformag¢do de milho por bombardeamento de

particulas e Regeneragdo de Plantas Transgénicas
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Embrides imaturos de milho provenientes a partir de
plantas de estufa doadoras sdo bombardeados com uma molécula
de DNA contendo a seqiiéncia de nucleotideos da toxina (por
exemplo, SEQ ID NO: 1) operacionalmente ligada a um promotor
da ubigquitina e ao gene marcador PAT seleciondvel (Wohlleben
et al. (1988) Gene 70: 25-37), que confere resisténcia ao
herbicida Bialaphos. Alternativamente, o gene marcador de
selecdo ¢é fornecido em uma molécula de DNA separada. A
transformacdo € feita como segue. As receitas de meios seguem

abaixo.

Preparacdo do tecido-alvo

As espigas sdo descascadas e desinfestadas em 30% de
alvejante Clorox bleach™ mais 0,5% de detergente Micro por 20
minutos, e lavadas duas vezes com &agua estéril. Os embrides
imaturos sdo retirados e colocados com o lado do eixo do
embrido para baixo (lado do escutelo para cima), 25 embrides
por placa, em meio 560Y por 4 horas e em seguida, alinhados
dentro da =zona-alvo de 2,5 <c<cm na preparagdo para o

bombardeio.

Preparagdo de DNA

Um vetor plasmidial compreendendo uma seqgiéncia de
nucleotideos da toxina (por exemplo, SEQ ID NO: 1)
operacionalmente ligado a um promotor da ubiquitina é feito.
Por exemplo, um vetor de transformagdo adequado compreendendo

um promotor UBI1 de Zea mays, uma UTR 5' de UBI1 e um intron
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UBI1l, em combinac¢do com um terminador PinII. Além disso, o
vetor contém um gene marcador PAT seleciondvel dirigido por
um promotor CAMV35S e inclui um terminador CAMV35S.
Opcionalmente, o marcador de selecdo pode residir em um
plasmideo separado. Uma molécula de DNA compreendendo uma
seqgiéncia de nucleotideos da toxina, bem como um marcador
seleciondvel PAT €& precipitada para sobre pastilhas de
tungsténio de 1,1 um (di@metro médio) utilizando-se um

procedimento de precipitac¢do com CaCl, como segue:

100 uL particulas de tungsténio preparadas em Agua

10 puL (1 ug) de DNA em tampdo Tris EDTA (1 ug de DNA
total)

100 uL de 2,5 M de CaCl,

10 uL. de 0,1 M de espermidina

Cada reagente ¢é adicionado seqiiencialmente para uma
suspensdo de particulas de tungsténio, enquanto mantidas no
vortex multitubo. A mistura final €é sonicada brevemente e
deixada para incubacdo sobre agitagdo constante por 10
minutos. Apds o periodo de precipitacdo, os tubos sdo
centrifugados brevemente, o) liquido retirado, e os
precipitados lavados com 500 mL de etanol 100% e
centrifugados por 30 segundos. Mais uma vez o liquido é
removido, e 105 uL de etanol 100% é adicionado ao precipitado

final de particulas de tungsténio. Para o bombardeamento de

particulas, as particulas de tungsténio/DNA s&o brevemente
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sonicadas e 10uL s&@o pingados no centro de cada macro-
carreador e deixados para secar por cerca de 2 minutos antes

do bombardeio.

Tratamento da Arma de particulas

As placas de amostra sdo bombardeadas no nivel # 4 em
arma de particulas HE34 #-1 ou # HE34-2. Todas as amostras
recebem um uUnico tiro de 650 PSI, com um total de dez
aligquotas retiradas de cada tubo de preparacéo

particulas/DNA.

Tratamento subseqgliiente

Na sequéncia dos bombardeamentos, os embrides sdo
mantidos em meio 560Y por 2 dias, em seguida, transferidos
para meio de selecdo 560R contendo 3 mg/litro de Bialaphos e
repicadas a cada 2 semanas. Apds aproximadamente 10 semanas
de selecédo, 0s calos de clones selecdo-resistentes sé&o
transferidos para meio 288J para iniciar a regeneracido em
plantas. Na sequéncia de maturacdo de embrides somdticos (2-4
semanas) , embrides somaticos bem desenvolvidos sédo
transferidos para um meio para a germinacdo e transferidos
para a sala de cultura iluminada. Cerca de 7-10 dias depois,
as plé@ntulas em desenvolvimento s&o transferidas para meio
272V livre de hormdnio em tubos por 7-10 dias até as mudas
estarem bem estabelecidas. As plantas sdo entdo transferidas
para insercdo em apartamentos (equivalente a pote de 2,5")

contendo solo de envasamento e crescidas por 1 semana em uma
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cdmara de crescimento, e subseqgiientemente, crescidas por um
periodo adicional de 1-2 semanas em casa de vegetacgdo, e em
seguida, transferidas para os vasos 600 cldssicos (galdo de
1,6) e crescidas até a maturidade. As plantas sdo monitoradas
e marcadas para a expressdo da toxina por ensaios conhecidos

na arte ou como descritos acima.

Bombardeamento e Meios de Cultura

O meio de bombardeamento (560Y) compreende 4,0 g/L de
sais basal N6 (SIGMA C-1416), 1,0 mL/L de vitamina Eriksson’s
Mix (1000x SIGMA-1511), 0,5 mg/L de tiamina HC1l, 120,0 g/L de
sacarose, 1,0 mg/L. de 2,4-D, e 2,88 g/L de L-prolina
(trazendo-se para o volume com H;0 destilada apds ajuste de
PH para 5,8 com KOH); 2,0 g/L de Gelrite™ (adicionada depois
de se levar o volume com H;0 destilada) e 8,5 mg/L de nitrato
de prata (adicionados apdés a esterilizacdo do meio e a
temperatura ambiente). Meio de selecdo (560R) compreende 4,0
g/L de sais basal N6 (SIGMA C-1416), 1,0 mL/L de vitamina
Eriksson’s Mix (1000x SIGMA-1511), 0,5 mg/L de tiamina HC1,
30,0 g/L de sacarose e 2,0 mg/L de 2,4-D (trazendo-se o
volume com H,0 destilada apds ajuste de pH para 5,8 com KOH);
3,0 g/L de Gelrite™ (adicionado depois de se levar o volume
com H;0 destilada) e 0,85 mg/L de nitrato de prata e 3,0 mg/L
de Bialaphos (ambos adicionados apds a esterilizacdo do meio

e a temperatura ambiente).
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Meio de regeneracgdo de planta (288J) compreende 4,3 g/L
de sais MS (GIBCO 11117-074), 5,0 mL/L de solucdo de
vitaminas MS (0,100 g de 4&cido nicotinico, 0,02 g/L de
tiamina HC1l, 0,10 g/L de piridoxina HCl, e 0,40 g/L de
Glicina, trazendo-se o volume com H,;0 D.I) (Murashige e Skoog
(1962) Physiol. Plant. 15: 473), 100 mg/L de mio-inositol,
0,5 mg/L de zeatina, 60 g/L de sacarose e 1,0 mL/L de 0,1 mM
de &cido abscisico (trazendo-se o volume com H;0 destilada
apés o ajuste do pH para 5,6), 3,0 g/L de Gelritem™
(adicionado-se depois de se levar o volume com H;0 destilada)
e 1,0 mg/L de &cido indolacético e 3,0 mg/L de Bialaphos
(adicionados apdés a esterilizacdo do meio e resfriado a

60=C) .

O meio livre de hormdnios (272V) compreende 4,3 g/L de
sais MS (GIBCO 11117-074), 5,0 mL/L de solucdo de vitaminas
MS (0,100 g/L de &cido nicotinico, 0,02 g/L de tiamina HC1,
0,10 g/L de piridoxina HCl e 0,40 g/L de Glicina, trazendo-se
o0 volume com H;0 destilada), 0,1 g/L de mio-inositol, e 40,0
g/L de sacarose (trazendo-se o volume com H;0 destilada apds
o0 ajuste do pH para 5,6) e 6 g/L de Bacto-dgar (adicionado
depois de se levar o volume com H,0 destilada), esterilizado

e resfriado a 60¢°C.

Exemplo 5: Transformagdo de Milho Mediada por

Agrobacterium e Regeneragdo de Plantas Transgénicas
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Para a transformacdo genética de milho mediada por
Agrobacterium com uma seqiiéncia de nucleotideos de toxinas
(por exemplo, SEQ ID NO: 1), pode ser usado o método de Zhao
(U.S. Patent No. 5,981,840, e publicagdo de patente PCT
wW098/32326, cujo conteudo ¢ incorporado aqui por referéncia).
Resumidamente, embrides imaturos sdo isolados de milho e os
embrides colocados em contato com uma suspensdo de
Agrobacterium sob condig¢8es em que as bactérias s&do capazes
de transferir a seqgiiéncia de nucleotideos da toxina (SEQ ID
NO: 1) a pelo menos uma célula de pelo menos um dos embrides
imaturos (etapa 1l: a etapa de infeccdo). Nesta etapa, os
embrides imaturos podem ser imersos em uma suspensdo de
Agrobacterium para o 1inicio da inoculacdo. Os embrides séio
co-cultivados por um tempo com o Agrobacterium (Etapa 2: a
etapa de co-cultivo). Os embrides imaturos podem ser
cultivados em meio sdélido apds a etapa de infeccd3o. Na
sequéncia deste periodo de co-cultivo uma etapa de descanso
"opcional" é contemplada. Nesta etapa de descanso, os
embrides sdo incubados na presenca de, pelo menos, um
antibidético que inibe o crescimento de Agrobacterium sem a
adicdo de um agente seletivo para plantas transformantes
(Passo 3: etapa de descanso). Os embrides imaturos podem ser
cultivados em meio sélido com antibidtico, mas sem um agente
de selegdo, para a eliminacdo de Agrobacterium e para uma
fase de descanso par as células infectadas. Em seguida, os
embrides inoculados sdo cultivados em meio contendo um agente

seletivo e o calo transformado crescido é recuperado (Passo
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4: a etapa de selecdo). Os embrides imaturos sdo cultivados
em meio sélido com um agente seletivo resultando no
crescimento seletivo das células transformadas. O calo §é,
entdo, regenerado em planta (Passo 5: a etapa de regeneracdo)
e calos cultivados em meio seletivo podem ser cultivados em

meio sdélido para regeneracdo das plantas.

Exemplo 6: Transformagdo de Embrides de Soja

Embrides de soja sdo bombardeados com um plasmideo
contendo a seqiiéncia de nucleotideos de toxina da SEQ ID NO:
1 operacionalmente ligada a um promotor pinII como se segue.
Para se induzir embrides somdticos, cotilédones, 3-5 mm em
comprimento dissecados de sementes imaturas esterilizadas na
superficie, de um cultivar de soja apropriado sdo cultivadas
na luz ou no escuro a 26°C em meio &gar apropriado por seis a
dez semanas. Embrides somaticos produzindo embrides
secunddrios s8o excisados e colocados em um meio liguido
adequado. Apds selecdo repetida para grupos de embrides
somdticos que se multiplicam como embrides prematuros de
estdgio globular, as suspensdes sdo mantidas comoc descrito

abaixo.

Culturas embriogénicas de soja em suspensdo podem ser
mantidas em 35 mL de meio ligquido em um agitador rotativo, a
150 rpm, a 26°C com luzes fluorescentes em uma programacdo de

16:8 horas dia/noite. As culturas sdo repicadas a cada duas
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semanas pela inoculacgdo de aproximadamente 35 mg de tecido em

35 mL de meio liguido.

Culturas embriogénicas de soja em suspensdo podem entdo
ser transformadas pelo método de arma de bombardeamento de
particulas (Klein et al. (1987) Nature (London) 327: 70-73,
U.S. Patent No. 4,945,050). Um instrumento Du Pont Biolistic
PDS1000/HE (retro-ajuste de hélio) pode ser usado para estas

transformacdes.

Um gene marcador de selegcdo que pode ser utilizado para
facilitar a transformacdo de soja é um transgene composto do
promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor (Odell et al.
(1985) Nature 313: 810-812), o gene da higromicina
fosfotransferase do plasmideo pJdR225 (de E. coli, Gritz et
al. (1983) Gene 25: 179-188), e a regido 3' do gene da
nopalina sintase a partir do T-DNA do plasmideo Ti de
Agrobacterium tumefaciens. O cassete de expressdo compreende
uma seqgiiéncia de nucleotideos de toxina (por exemplo, SEQ ID
NO: 1) operacionalmente 1ligada ao promotor pinII pode ser
isolado como um fragmento de restrigdo. Este fragmento pode
ser inserido em um sitio de restric¢do uUnico do vetor portador

do gene marcador.

Para 50 uL de uma suspensdo a 60 mg/mlL de particulas de
ouro de 1 um é acrescentado (em ordem): 5 ulL de DNA (1

ng/uL), 20 uL de espermidina (0,1 M) e 50 uL de CaCly (2,5
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M). A preparagcdo de particulas é, entdo, agitada por trés
minutos, centrifugada em uma microcentrifuga por 10 segundos
e o sobrenadante removido. As particulas revestidas de DNA
sdo entdo lavadas wuma vez em 400 uL de etanol 70% e
ressuspensas em 40 uL de &lcool anidro. A suspenséo
DNA/particulas pode ser sonicada trés vezes por um segundo
cada. Cinco microlitros das particulas de ouro revestidas com

DNA sd8o entdo carregados em cada disco transportador macro.

Cerca de 300-400 mg de uma suspensdo de cultura de duas
semanas é colocado em uma placa de Petri 60 x 15 mm vazia e o
ligquido residual removido do tecido com uma pipeta. Para cada
experimento de transformac¢do, aproximadamente 5-10 placas de
tecidos sdo normalmente bombardeadas. A pressido de ruptura de
membrana € de 1100 psi, e a cémara € evacuada para um VvAaCuo
de 28 polegadas de mercurio. O tecido é colocado cerca de 3,5
centimetros de disténcia da tela de retencdo e bombardeado
trés vezes. Na sequéncia de bombardeamentos, o tecido pode

ser dividido ao meio e colocado de volta em liguido e

cultivado como descrito acima.

Cinco a sete dias apds o bombardeio, o meio liquido pode
ser trocado por novos meios, e onze a doze dias apds o
bombardeio com meios frescos contendo 50 mg /mL de
higromicina. Este meio seletivo pode ser atualizado
semanalmente. Sete a oito semanas apds o bombardeio, o tecido

transformado verde, pode ser observado crescendo de



10

15

20

25

140/140

aglomerados embriogénicos necrdéticos nao transformados.
Isolados de tecido verde sdo removido e inoculado em frascos
individuais para gerar novas culturas de suspensdes
embriogénicas transformadas como propagados clonais. Cada
nova linhagem pode ser tratada como um evento de
transformacdo independente. Estas suspensdes podem ser
repicadas e mantidas como "grupos" de embrides imaturos ou
regenerados em plantas inteiras através da maturacdo e

germinacdo dos embrides somdticos individuais.

Todas as publicac¢des, patentes e pedidos de patentes
mencionados no caderno de especificacdes sdo indicativas do
nivel daqueles hédbeis na arte & qual pertence esta invencédo.
Todas as publica¢Bes, patentes e pedidos de patentes estdo
agqui incorporadas por referéncia, na mesma medida, como se
cada uma das publica¢des individuais, patente ou pedido de
patente fosse especificamente e individualmente indicado para

ser incorporado por referéncia.

Embora a inveng¢do gque precede tenha sido descrita em
algum detalhe a titulo de ilustracdo e exemplo para fins de
clareza de entendimento, seré Sdbvio que determinadas
alteragles e modificacgles podem ser praticadas no ambito dos

melhoramentos.
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REIVINDICAGOES

1. Molécula de &cido nucléico isolada, caracterizada por

ser selecionada do grupo constituido por:

(a) uma molécula de 4&cido nucléico compreendendo a seqgiiéncia
de nucleotideos da SEQ ID NO: 1, ou a seqiéncia complementar

integral da mesma;

(b) uma molécula de &cido nucléico que codifica um
polipeptideo que compreende a seqgiiéncia de aminodcidos da SEQ

ID NO: 2;

(c) uma seqgiiéncia de nucleotideos que tenha pelo menos 80% de

identidade de seqiiéncia com a seqgiiéncia de nucleotideos (a);

(d) uma seqiiéncia de nucleotideos que tenha peloc menos 85% de

identidade de seqiiéncia com a seqiiéncia de nucleotideos (a);

(e) uma seqiéncia de nucleotideos que codifica uma proteina
que compreende uma seqiéncia de aminodcidos caracterizada por
pelo menos 70% de identidade seqiiéncia com uma seqgqliéncia de

aminodcidos de (b);

(f) uma seqiiéncia de nucleotideos que codifica uma proteina
que compreende uma seqiéncia de aminodcidos caracterizada por
pelo menos 75% de identidade de seqgiiéncia com uma seqiéncia

de aminodcidos de (b).

2. Molécula de 4&cido nucléico isolada de acordo com a

reivindicagcdo 1, caracterizada pelo fato de que a dita
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seqiiéncia de nucleotideos é uma seqgliéncia sintética que foi

concebida para a expressdo em uma planta.

3. Construto de DNA caracterizado pelo fato de que compreende

a molécula de Acido nucléico da reivindicacdo 1.

4. Construto de DNA de acordo com a reivindicacdo 3,
caracterizado pelo fato de que inclui ainda uma molécula de

dcido nucléico que codifica um polipeptideo heterdlogo.

5. Célula hospedeira caracterizada pelo fato de que contém o

construto de um DNA da reivindicacdo 3.

6. Célula hospedeira de acordo com a reivindicacdo 5,

caracterizada pelo fato de que é uma célula bacteriana.

7. Célula hospedeira de acordo com a reivindicacdo 5,

caracterizada pelo fato de que é uma célula vegetal.

8. Planta transgénica caracterizada pelo fato de que
compreende a célula hospedeira de acordo com a reivindicacédo

7.



10

15

20

3/8

9. Planta transgénica de acordo com a reivindicacdo 8,
caracterizada pelo fato de que a dita planta é selecionada do
grupo constituido por milho, sorgo, trigo, couve, girassol,
tomate, cruciferas, pimentdo, batata, algoddo, arroz, soja,

beterraba sacarina, cana de acguicar, tabaco, cevada, e colza.

10. Semente transformada da planta de acordo com
reivindicag¢do 9, caracterizada pelo fato de que a semente

compreende o construto de DNA.

11. Polipeptideo isolado com atividade pesticida,
caracterizado por ser selecionado a partir do grupo

constituido por:

(a) um polipeptideo compreendendo a seqiiéncia de aminodcidos

de SEQ ID NO: 2;

(b) um polipeptideo gque ¢é codificado pela seqiéncia de

nucleotideos da SEQ ID NO: 1;

(c) uma seqiiéncia de polipeptideo tendo pelo menos 80% de
identidade de seqgiiéncia com uma seqiiéncia de polipeptideos de

acordo com (a) ou (b);

(d) uma seqiiéncia de polipeptideo tendo pelo menos 85% de
identidade de seqiiéncia com uma seqiiéncia polipeptidica de

acordo com (a) ou (b).
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12. Polipeptideo de acordo com a reivindicacéao 11,
caracterizado por compreender ainda seqiéncias heterdlogas de

aminodcidos.

13. Composicgdo caracterizada por compreender o polipeptideo

de acordo com a reivindicacgdo 11.

14. Composicgédo de acordo com a reivindicacé&o 13,
caracterizada pelo fato de que a dita composigdo é
selecionada a partir do grupo que consiste de um pd, poeira,

pastilhas, granulados, spray, emulsdes, coldides e solucdo.

15. Composicédo de acordo com a reivindicacdo 13,
caracterizada pelo fato de que a dita composigdo é preparada
por secagem, liofilizacé&o, homogeneizacéo, extracédo,
filtracdo, centrifugacdo, decantacdo, ou concentracdo de uma

cultura de células de Bacillus thuringiensis.

16. Composicdo de acordo com a reivindicacédo 13,
caracterizada por compreender de cerca de 1% a cerca de 99%

em peso do referido polipeptideo.

17. Método para controlar wuma populacdo de praga de
lepiddépteros ou de coledpteros, caracterizado pelo fato de

que compreende colocar uma dita populacdo em contato com uma
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quantidade de atividade pesticida eficaz de um polipeptideo

de acordo com a reivindicacdo 11.

18. Método para matar uma praga de lepiddpteros ou
coledpteros, caracterizado pelo fato de que compreende
colocar a dita praga em contato com, ou alimentar a dita
praga com uma quantidade de atividade pesticida eficaz de um

polipeptideo de acordo com a reivindicacdo 11.

19. Método para produzir um polipeptideo com atividade
pesticida, caracterizado por compreender cultivar a célula
hospedeira da reivindicacdo 5, em condi¢Ses em gue uma
molécula de &cido nucléico que codifica o polipeptideo é
expressa, o dito polipeptideo sendo selecionado a partir do

grupo que consiste de:

(a) um polipeptideo compreendendo a seqgqiiéncia de aminodcidos

da SEQ ID NO: 2;

(b) um polipeptideo que ¢é codificado pela seqgiiéncia de

nucleotideos da SEQ ID NO: 1;

(c) uma seqiéncia de polipeptideo tendo pelo menos 80% de
identidade de seqiiéncia com uma seqiiéncia de polipeptideos de

(a) ou (b); e

(d) uma seqiéncia polipeptideo tendo pelo menos 85% de
identidade de seqiéncia com uma seqgiiéncia polipeptidica de

(a) ou (b).
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20. Planta caracterizada por ter estavelmente incorporado em
seu genoma um construto de DNA constituido por uma seqiiéncia
de nucleotideos gque codifica uma proteina com atividade
pesticida, onde a dita seqgliéncia de nucleotideos é

selecionada do grupo constituido por:

(a) uma molécula de A&cido nucléico compreendendo a seqgiiéncia
de nucleotideos da SEQ ID NO: 1, ou a seqiéncia complementar

integral da mesma;

(b) uma molécula de 4&cido nucléico que codifica um

polipeptideo que compreende a seqiiéncia de aminodcidos da SEQ

ID NO: 2;

(c) uma seqiiéncia de nucleotideos tendo pelo menos 80% de
identidade de seqiéncia com uma seqiiéncia de nucleotideos de

(a);

(d) uma seqiiéncia de nucleotideos tendo pelo menos 85% de
identidade de seqiiéncia com uma seqgiiéncia de nucleotideos de

(a);

(e) uma seqiéncia de nucleotideos que codifica uma proteina
que compreende uma seqiiéncia de aminodcidos caracterizada por
pelo menos 70% de identidade de seqiéncia com uma seqiéncia

de aminodcidos de (b); e

(f) uma seqgliéncia de nucleotideos gque codifica uma proteina
que compreende uma seqiiéncia de aminodcidos caracterizada por
pelo menos 75% de identidade de seqiéncia com uma seqgiiéncia

de aminodcidos de (b),



10

15

20

25

7/8

em gque a dita seqgliéncia de nucleotideos é operacionalmente
ligada a um promotor que dirige a expressdo de uma seqiiéncia

de codificac¢do em uma célula vegetal.

21. Planta de acordo com a reivindicacdo 20, caracterizada

pelo fato de que a dita planta € uma célula vegetal.

22. Método para proteger uma planta contra uma praga,
caracterizado pelo fato de que compreende introduzir na dita
planta ou célula vegetal desta, ao menos um vetor de
expressdo que compreende uma seqiiéncia de nucleotideos que
codifica um polipeptideo pesticida, onde a dita seqgliéncia de

nucleotideos é selecionada do grupo constituido por:

(a) uma molécula de &cido nucléico compreendendo a seqiiéncia
de nucleotideos da SEQ ID NO: 1, ou a seqiiéncia complementar

integral da mesma;

b) uma molécula de dcido nucléico que codifica um
polipeptideo que compreende a seqiiéncia de aminodcidos da SEQ

ID NO: 2;

(c) uma seqiéncia de nucleotideos que tenha pelo menos 80% de
identidade de seqliéncia com uma seqgiiéncia de nucleotideos de

(a);

(d) uma sequéncia de nucleotideos que tenha pelo menos 85% de
identidade de seqiéncia com uma seqgiiéncia de nucleotideos de

(a);
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(e) uma seqléncia de nucleotideos que codifica uma proteina
que compreende uma seqiiéncia de aminodcidos caracterizada por
pelo menos 70% de identidade de seqiiéncia com uma seqiiéncia

de aminodcidos de (b);

(f) uma seqgliéncia de nucleotideos que codifica uma proteina
que compreende uma seqiéncia de aminodcidos caracterizada por
pelo menos 75% de identidade de seqgiliéncia com uma seqiéncia

de aminocdcidos de (b).

23. Método de acordo com a reivindicacdo 22, caracterizado
pelo fato de que a dita planta produz um polipeptideo
pesticida tendo atividade pesticida contra pragas de

lepidépteros e coledpteros.
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RESUMO - T

MOLECULA DE ACIDO NUCLEICO ISOLADA, CONSTRUTO DE DNA, CELULA

HOSPEDEIRA, . PLANTA TRANSGENICA, SEMENTE TRANSFORMADA,

 POLIPEPTIDEO ISOLADO COM ATIVIDADE PESTICIDA, COMPOSIGAO,

Mﬁrono PARA CONTROLAR UMA POPULAGAO DE PRAGA DE LEPIDOPTEROS
ou DE COLEGPTEROS, METODO PARA('MATAR UMA PRAGA DE
LEPIDOPTEROS OU COLEOPTEROS, MﬁTond' PARA PRODUZIR UM
POLIPEPTIDEO COM ATIVIDADE PESTICIDA, PLANTA, METODO PARA-

PROTEGER UMA PLANTA CONTRA UMA PRAGA

A invenc¢do fornece 4cidos nucléicos, e .variantes e

fragmentos destes, obtidos a partir. de linhagens de’BaCillus

thuringiensis codificando polipeptideos que tenham atividade_
pesticida contra praéas de insetos, incluindo Lepidéptera;
Concretiza¢®es particulares da invencdo fornecem 4&cidos

nucléicos: isolados que codificam proteinas pesticidas,

_ ~ L . o
~composig¢gdes pesticidas, construtos de DNA, microorganismos e

plantas . transformados ., contendo um 4cido nucléico ° dos

melhoramentos. -Estas composi¢des encontram uso .de métodos

para controlar pragas, especialmente pragas7de plantas.
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