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Eelatério Descritivo da Patente de Invengdo para "GENES
QUIMERICOS COMPREENDENDO UM PROMOTOR ESPECIFICO PARA
CELULA DE FIBRA, USO DO REFERIDO PROMOTOR E METODOS PA-
RA EXPRESSAR UM RNA BIOLOGICAMENTE ATIVO"™.

Campo da Invencao

A presente invengdo refere-se ao campo da agricultura, mais
especificamente dirigida ao uso de técnicas de biologia molecular para alte-
rar plantas gue produzem fibras, particularmente plantas de algodao efou
para acelerar a reproducio de tais plantas gue contém fibras. Sao providos
meétodos e meios para alterar a qualidade das fibras tais como aumentar o
comprimento das fibras, particularmente o comprimento das fibras em plu-
mas ou para diminuir o comprimento de fibras distorcidas. Tambem sao pro-
vidos meétodos para identificar marcadores moleculares associados com ©
comprimento da fibra em uma populagio de variedades de algodao e plan-
tas parentais relacionadas. Aléem disso, s&o fornecidas plantas promotoras
com perfil de expressao preferencial para fibra ou seletivo para fibra. Os
promotores também sdo temporariamente regulados.

Antecedentes da Técnica

0O algodao fornece a maior parte da fibra de alta qualidade para
a industria téxtil. A modificagao das caracteristicas das fibras de algodao que
melhor satisfaz as necessidades da industria @ um empenho mais importante
na reprodugéoc tanto por metodos classicos quanto por alterar geneticamente
0 genoma das plantas de algodao.

Cerca de 90% do algodao cultivado mundialmente & Gaossypium
hirsutum L., enquanto que Gossypium barbadense é responsével por cerca
de 8%. Como na maioria das plantas que produzem flores, os genomas de
algodao sao considerados como tendo incorride em um ou mais eventos de
poliploidizagao e terem desenvolvido-se pela uniao de genomas divergentes
em um nuclec comum. O comercio do algodao € dominado por formas aper-
feicoadas de duas especies tetraploides “"AD", Gossypium hirsutum L.
eGossypium barbadense L. Considera-se que algodbes tetraploides tenham
formado-se a cerca de 1-2 milhdes de anos atras, no Novo Mundo, pela hi-

bridizacéo entre o taxon gendmico materno Old World "A" que se assemelha
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ao Gossypium herbaceum e taxon genémico paterno New World "D" que se
assemelha ao Gossypium raimondii ou Gossypium gossypioides. Os taxons
de genoma diploide A selvagem e de Gossypium tetraploide AD produzem
fibras que podem ser tecidas. Uma espécie de genoma diploide A, Gossypi-
um arboreum, permanece intensivamente reproduzida e cultivada na Asia.
Seu ascendente mais proximo e possivel, a espécie de genoma diploide A
G. herbaceum também produz fibra capaz de ser tecida. Embora as semen-
tes de genoma diploide D sejam sexualmente maduras, nenhuma produz
fibras capazes de serem tecidas. Nenhum taxon de outros genomas diploi-
des de Gossypium reconhecidos (B, C, E, F e G) foi domesticado. A selegéo
intensa direcionada por seres humanos tem produzido consistentemente
algoddes tetraploides AD que tém rendimento e/ou caracteristicas de quali-
dade superiores comparados aos cultivares de genoma diploide A. A repro-
dugéo seletiva de G. hirsutum (AADD) tem enfatizado o rendimento maximo,
enquanto que G. barbadense (AADD) é valorizado por suas fibras de com-
primento, resisténcia e pureza superiores (Jiang et al., 1998 — Proc Natl A-
cad Sci USA. 14 de Abril de 1998; 95(8): 4419-4424).

Uma fibra de algoddo é uma célula unica que se inicia na epi-
derme do tegumento externo dos évulos, na antese ou pouco antes. Posteri-
ormente, as fibras alongam-se rapidamente por cerca de 3 semanas antes
delas mudarem para a sintese intensiva de celulose da parede celular se-
cundaria. As células da fibra interligam-se apenas ao revestimento subjacen-
te da semente nas suas extremidades basais e o influxo de solutos, agua e
outras moléculas ocorre através tanto dos plasmodesmos quanto da mem-
brana plasmatica. Ruan et al., 2001 (Plant Cell 13:47-63) demonstraram um
fechamento transitorio dos plasmodesmos durante o alongamento da fibra.
Ruan et al., 2004 (Plant Physiology — Vol 136:pp. 4104-4113) compararam a
duragéo do fechamento de plasmodesmos entre diferentes gendtipos de al-
godao que diferiam no comprimento da fibra e encontraram uma correlagéo
positiva entre a duragdo do fechamento de plasmodesmos e o comprimento
da fibra. Posteriormente, foi apresentada a evidéncia microscopica que mos-

trou deposicdo de calose e degradacgio da base da fibra, que se correlaciona
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com o periodo de fechamento e reabertura de plasmodesmos. Além disso, a
expressdo de um gene de B-1,3-endoglucanase (GhGluc 1) nas fibras, per-
mitindo degradar a calose, correlacionou-se com a reabertura dos plasmo-
desmos na base da fibra.

WO02005/017157 descreve métodos e meios para modular o
comprimento da fibra em plantas que produzem fibras tais como o algodéo,
pela alteracdo da fase de alongamento da fibra como descrito em Ruan et al
2001. A fase de alongamento da fibra pode ser aumentada ou diminuida pe-
la interferéncia com a deposi¢ao de calose nos plasmodesmos na base das
células da fibra.

Além disso, podera ser interessante para a modificagéo de fi-
bras através de manipulagdo genética, possuir promotores que sdo prefe-
rencialmente ou especificamente expressos em células de fibra apenas e/ou
que sao expressos apenas a partir de um estagio particular de desenvolvi-
mento da fibra.

W02004/018620 refere-se a uma molécula de acido nucleico i-
solado que codifica uma quitinase enddgena de algodao e seu promotor, que
séo preferencialmente expressos nas fibras durante a deposicao da parede
secundaria. O polipeptideo codificado pela molécula de acido nucleico, um
construto de DNA que liga a molécula de acido nucleico isolado com um
promotor, o construto de DNA incorporado em um sistema de expresséo,
uma célula hospedeira, uma planta ou uma semente de planta também sao
descritos. O documento também refere-se a um construto de DNA que liga o
promotor isolado com um segundo DNA assim como sistemas de expresséo,
células hospedeiras, plantas ou sementes de plantas que contém o construto
de DNA. Métodos para conferir resisténcia a insetos e fungos, regular o con-
tetido de celulose da fibra e métodos para expressar um gene preferencial-
mente nas fibras durante a deposicdo da parede secundaria também s&o
descritos.

Podera ser (til ter promotores alternativos que dirigirdo a ex-
pressdo de gene preferencialmente e/ou acentuadamente nas fibras durante

a deposicédo da parede secundaria, isto é, acentuadamente e continuamente
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(por exemplo, >50% de sua atividade méaxima), por exemplo, a partir do ini-
cio da deposicao da parede secundaria até seu término ou, por exemplo, a
partir do estagio de maturagdo. O inicio da deposicdo da parede secundaria
é definido como 0 momento em que o peso seco/unidade de comprimento
de uma fibra de algoddo comeca a aumentar ou quando o peso se-
co/unidade de superficie de drea de qualquer célula comega a aumentar a-
través da sintese de parede com novo material que contém mais do que
40% (peso/peso) de celulose. No caso de fibra de algodao de G. hirsutum L.,
isso & esperado ocorrer entre 14-17 DPA quando as plantas de algod&o sdo
cultivadas sob condig¢des tipicas na estufa ou no campo (temperatura diurna
de 26 a 34°C, temperatura noturna de 20 a 26°C, intensidade luminosa maior
ou igual a 1000 einsteins/m?/s, com égUa e nutricdo mineral adequadas). O
final da formagéo da parede celular secundaria e o inicio da fase de matura-
¢ao esta gerélmente em torno de 35 DPA no caso de fibra de algodéo de G.
hirsutum L.

Além disso, podera ser util ter promotores alternativos que dirigi-
réo a expressao de gene apenas ou preferencialmente nas fibras enquanto
excluem ou minimizam a expressao em outros tecidos.

As invengdes descritas a seguir nas diferentes modalidades, e-
xemplos, figuras e reivindicacdbes proveem métodos e meios aperfeigoados
para modulacdo de comprimento de fibra pela diminuicdo ou aumento da
deposi¢cdo de calose na base da célula da fibra em um momento particular.
As invencdes descritas a seguir também proveem promotores especificos
para fibra e/ou preferenciais para fibra e regides promotoras.

Sumario da Invencéo

Em uma modalidade da invencao, € provido um promotor prefe-
rencial para célula de fibra compreendendo uma sequéncia de nucleotideos
selecionada do seguinte grupo de sequéncias de nucleotideo:

a) uma sequéncia de nucleotideos que compreende a sequéncia
de nucleotideos de SEQ ID N° 9 a partir do nucleotideo na posicédo 2149 até
o nucleotideo na posic¢ao 2307,

b) uma sequéncia de nucleotideos que compreende a sequéncia
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de nucleotideos de SEQ ID N° 10 a partir do nucleotideo na posi¢cdo 3109
até o nucleotideo na posicdo 3269;

¢) uma sequéncia de nucleotideos que compreende a sequéncia
de nucleotideos que tem pelo menos 70%, preferivelmente pelo menos 80%,
mais preferivelmente pelo menos 90%, particularmente pelo menos 95% de
identidade de sequéncia ou que &, mais particularmente, idéntica a qualquer
uma das sequéncias de nucleotideos mencionadas sob a) ou b) ou

d) uma sequéncia de nucleotideos que compreende a sequéncia
de nucleotideos de um fragmento de DNA com cerca de 150 bp a cerca de
1000 bp que hibridiza sob condi¢des estringentes com um fragmento de
DNA que tem a sequéncia de nucleotideos mencionada sob a), b) ou c).

O promotor preferencial para célula de fibra pode compreender
a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID N° 9 da posigdo 465 até a posigao
2307; ou a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID N° 9 da posigdo 1374 até
a posigao 2307; a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID N° 9 da posigcéo
1631 até a posi¢ao 2307; ou a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID N° 10
da posicdo 1397 até a posicdo 3269; ou a sequéncia de nucleotideos de
SEQ ID N° 10 da posi¢éo 2371 até a posigao 3269; ou a sequéncia de nu-
cleotideos de SEQ ID N° 10 da posicédo 2718 até a posicéo 3269.

Em outra modalidade, a invengao prové uma regiao promotora
preferencial para célula de fibra que compreende um promotor preferencial
para célula de fibra como aqui descrito, compreendendo ainda a sequéncia
de nucleotideos de SEQ ID N° 9 do nucleotideo da posi¢ao 2308 ao nucleo-
tideo da posigdo 2409 ou o nucleotideo da posigéo 3270 ao nucleotideo da
posicéo 3372. | |

Em outra modalidade da invencao, é provido um gene quimérico
qgue compreende as seguintes regides de DNA operativamente ligadas:

a) um promotor preferencial para célula de fibra como aqui des-
crito;

b) uma regido de DNA heterdlogo que codifica um RNA biologi-
camente ativo de interessé; e

¢) um sinal de término da transcrigcdo e de poliadenilagéo.
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O RNA biologicamente ativo pode codificar uma proteina de in-
teresse, tal como N-acetilglicosamina transferase, preferivelmente uma N-
acetilglicosamina transferase do tipo NodC, uma celulose sintase, uma suca-
rose sintase, preferivelmente uma sucarose sintase do tipo C; uma sucarose
fosfato sintase ou uma B-1,3-endoglucanase. O RNA biologicamente ativo
também pode ser um RNA inibitério ou RNA de silenciamento tal como uma
ribozima, microRNA, RNA em forma de grampo de fita dupla, particularmen-
te marcado para regular negativamente a expressdo de um gene endégeno
de algodao, tal como B-1,3-endoglucanase xilano sintase (cs1F), xiloglicano
sintase (cs1D) ou 1,3-1,4 glicano sintase (cs1C).

Também s&o providas célula de planta e plantas, tais como
plantas de algodéo, e sementes dessa que compreendem tais genes quimé-
ricos. Uma semente de uma planta que compreende em suas células um
gene quimérico de acordo com qualquer uma das reivindicagdes _1 1a15.

A invencgao prové ainda um método para expressar um RNA bio-
logicamente ativo, preferencialmente em uma célula de fibra de uma planta
que produz fibra, tal como uma planta de algodao, o método compreendendo
as etapas de fornecimento de células de planta com um gene quimérico de
acordo com a invengao e cultivo das plantas.

Em outra modalidade, a invengéo € dirigida ao uso de um pro-
motor especifico para fibra e/ou preferencial para fibra de acordo com a in-
vencao para expressdo preferencial de um RNA biologicamente ativo em
células de fibra de uma planta que produz fibra tal como uma planta de algo-
dso. |

A invengdo ainda prové uma molécula de DNA isolado que
compreende uma sequéncia de nucleotideos que codificam uma proteina
que compreende uma sequéncia de aminoacidos que tem pelo menos 95%
de identidade de sequéncia, preferivelmente idéntica, a sequéncia de ami-
noacidos de SEQ ID N° 11 ou SEQ ID N° 12 e que codifica uma p-1,3-
endoglucanase; uma molécula de DNA isolado que compreende a sequéncia
de nucleotideos selecionada do grupo de SEQ ID N° 1; SEQ ID N° 2, SEQ ID

N° 3 e SEQ ID N° 4 ou uma molécula de DNA isolado que compreende uma
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sequéncia de nucleotideos de SEQ ID N° 9 da posigdo 2410 a 2443 e a se-
quéncia de nucleotideos de SEQ ID N° 9 da posi¢do 2556 a 3499 ou se-
quéncia de nucleotideos de SEQ ID N° 10 da posicdo 3373 a 3406 e a se-
quéncia de nucleotideos de SEQ ID N° 10 da posicdo 3501 a 4444. Essas
moléculas de DNA isolado podem ser usadas para o isolamento de um pro-
motor preferencial ou regido promotora para célula de fibra.

A invencdo também prové um método para isolar uma regido
promotora preferencial para célula de fibra, compreendendo as etapas de:

- identificar um fragmento gendmico que codifica um transcrito
de RNA a partir do qual um cDNA pode ser sintetizado, o cDNA compreen-
dendo a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 2, SEQ ID
N° 3 ou SEQ ID N° 4 ou seus equivalentes funcionais;

- isolar uma regido de DNA a montante de uma sequéncia de
nucleotideos que codifica a proteina com as sequéncias de aminoacidos de
SEQ ID N° 11 ou SEQ ID N° 12 ou seus equivalentes funcionais.

Também sdo providos promotores e regides promotoras seleti-
vas para fibra por esse método.

_ De acordo com uma segunda caracteristica da invengéo, é pro-
vido um método para alterar as propriedades de uma fibra em uma planta
que produz fibra, aumentando particularmente o comprimento de uma fibra
de uma planta de algoddo, compreendendo a etapa de introduzir um gene
quimérico em uma célula de planta de algodao, o gene quimeérico compreen-
dendo os seguintes elementos de DNA operativamente ligados:

(a) um promotor que pode ser expresso em planta, preferivel-
mente um promotor que pode ser expresso em planta que controle a trans-
cricdo nas células de fibra tais como o promotor beta-especifico para tubuli-
na de algoddo, o promotor de actina especifico para fibra de algodao, um
promotor especifico para fibra a partir de um gene de proteina de transferén-
cia de lipidio de algoddo, um promotor de um gene de expansina de algodao
ou um promotor de um gene de quitinase no algodao ou um promotor aqui
descrito;

(b) uma regiao de DNA transcrito, que quando transcrito produz
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uma molécula de RNA biologicamente ativo capaz de reduzir a expressao de
um gene enddgeno que codifica B-1,3-endoglucanase para a planta que pro-
duz fibra, a p-1,3-endoglucanase que esta envolvida na remocao de calose
dos plasmodesmos e

(c) uma regido terminal 3' que compreende sinais de término da
transcrigéo e de poliadenilagao que funcionam em células de planta,

caracterizado em que apenas a expressdo de um alelo subge-
némico especifico do gene que codifica B-1,3-endoglucanase endégena é
regulado negativamente. Em uma modalidade preferida, o gene que codifica
B-1,3-endoglucanase esta compreendido dentro do subgenoma D da planta
de algoddo. O gene que codifica -1,3-endoglucanase compreendida dentro
do subgenoma D pode ser caracterizado pela presenga de uma sequéncia
de intron que tem a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID N° 10 da posicdo
3407 a 3500 ou pode ser caracterizado pela presenga de uma sequéncia de
nucleotideos AAGATC cerca de 326 nucleotideos a jusante do cédon de ini-
cio da traducéo (e que nao inclui o cddon de inicio da tradug&o). Convenien-
temente, o gene que codifica p-1,3-endoglucanase compreendido dentro do
subgenoma D pode ser caracterizado pela identificagdo de um fragmento
com cerca de 538 bp e um fragmento com 118 bp apds amplificagéo por
PCR com oligonucleotideos que tém a sequéncia de nucleotideos de SEQ
ID N° 5 e SEQ ID N° 6 seguida pela ‘digestéo com a enzima de restricao
Atwl. O gene que codifica -1,3-endoglucanase também pode estar codifi-
cando uma proteina que compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ
ID N° 12 ou o gene compreende a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID N°
2. A planta de algodao pode ser Gossypium hirsutum.

O RNA biologicamente ativo pode ser um RNA antissense que
compreende pelo menos 19 nucleotideos que tém pelo menos 94% de iden-
tidade de sequéncia com o complemento da sequéncia de nucleotideos de
SEQ ID N° 3 ou um RNA de sense que compreende pelo menos 19 nucleo-
tideos que tém pelo menos 94% de identidade de sequéncia com a sequén-
cia de nucleotideos de SEQ ID N° 3 ou uma molécula de RNA de fita dupla

que compreende pelo menos 19 nucleotideos que tém pelo menos 94% de
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identidade de sequéncia com o complemento da sequéncia de nucleotideos
de SEQ ID N° 3 e uma fita de RNA complementar essencialmente similar ao
complemento de pelo menos 19 nucleotideos. Preferivelmente, os 19 nu-
cleotideos mencionados compreendem pelo menos um nucleotideo especifi-
co para o gene Ghgluc 1 do subgenoma D como indicado na Figura 2. Em
outra modalidade ainda de acordo com a invengdo, o RNA de fita dupla é um
microRNA processado a partir de um pré-microRNA que compreende a se-
quéncia de nucleotideos de SEQ ID N° 15, SEQ ID N° 16, SEQ ID N° 20 ou
SEQ ID N° 21,

A invengdo também prové um método para diminuir 0 compri-
mento de uma fibra de uma planta que produz fibra, compreendendo a etapa
de introduzir um gene quimérico em uma célula da planta que produz fibra,
cujo gene quimérico compreende os seguintes fragmentos de DNA operati-
vamente ligados:

(a) um promotor que pode ser expresso em planta de acordo
com as reivindicagdes 1b, 5, 6 ou 7;

(b) uma regido de DNA que codifica uma proteina $-1,3 endo-
glucanase tal como uma proteina que tem uma sequéncia de aminoacidos
que tem pelo menos 95% de identidade de sequéncia com a sequéncié de
aminoacidos de SEQ ID N° 11 ou SEQ ID N°12; e

(c) uma regido terminal 3' compreendendo sinais de término da
transcri¢do e de poliadenilagdo que funcionam em células da planta.

Ainda uma outra modalidade da inveng&o diz respeito a um ge-
ne quimérico como descrito aqui ou a uma célula de uma planta que produz
fibra ou a uma planta que produz fibra que compreende tal gene quimerico.

Em outra modalidade ainda, a inven¢ao prové fibras produzidas
de acordo com os métodos aqui descritos.

Descricdo resumida das fiquras

Figura 1: alinhamento de regides promotoras do gene de $-1,3
endoglucanase do subgenoma A e do subgenoma D de Gossypium hirsu-
tum. A sequéncia de nucleotideos do promotor do subgenoma A (sequéncia

superior) corresponde a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID N° 9 da posi-
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¢ao 1460 a 2408. A sequéncia de nucleotideos do promotor do subgenoma
D (sequéncia inferior) corresponde a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID
N° 10 da posigdo 2372 a 3372. As diferencas na sequéncia de nucleotideos
sdo indicadas por caixas cinza. Nucleotideos que nido tém um nucleotideo
correspondente na outra regido promotora sdo indicados por tragos na se-
quéncia de nucleotideos que ndo tem os nucleotideos. A homologia total
entre as duas regides promotoras & de cerca de 71% de identidade de se-
quéncia.

Figura 2: alinhamento de regides codificadoras do gene de 3-1,3
endoglucanase (sem intron) do subgenoma A e do subgenoma D de Gossy-
pium hirsutum. A sequéncia de nucleotideos da regido codificadora do alelo
do subgenoma A (sequéncia superior) cbrresponde a sequéncia de nucleoti-
deos de SEQ ID N° 9 da posi¢éo 2410 a posigao 2443 e da posi¢do 2556 a
3499. A sequéncia de nuclectideos da regido codificadora do alelo do sub-
genoma D (sequéncia inferior) corresponde a sequéncia de nucleotideos de
SEQ ID N° 10 da posigdo 3373 a posi¢cao 3406 e da posi¢cdo 3501 a 4444.

As diferengas na sequéncia de nucleotideos sdo indicadas por caixas cinza.

Nucleotideos que ndo tém um nucleotideo correspondente na outra regiao

promotora sao indicados por tracos na sequéncia de nucleotideos que nao
tem os nucleotideos. A homologia total entre as duas regibes promotoras &
de cerca de 97% de identidade de sequéncia.

Figura 3: alinhamento da sequéncia de intron do gene de (3-1,3
endoglucanase do subgenoma A e do subgenoma D de Gossypium hirsu-
tum. A sequéncia superior corresponde a sequéncia de nucleotideos do in-
tron do alelo do subgenoma A, enquanto que a sequéncia inferior corres-
ponde a sequéncia de nucleotideos do intron do alelo do subgenoma D.

Figura 4: alinhamento da sequéncia de aminoacidos de $-1,3
endoglucanase codificada pelo alelo do subgenoma A (sequéncia. superior
que corresponde a SEQ ID N° 11) e pelo alelo do subgenoma D (sequéncia
inferior que corresponde a SEQ 1D N° 12).

Figura 5: alinhamento da sequéncia de nucleotideos de SEQ

IDs 1 a 4 da posigao do nucleotideo 201 a 211. O sitio de reconhecimento
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da enzima de restrigdo Alw1 presente apenas na sequéncia de nucleotideos
do alelo do subgenoma A do gene de B-1,3 endoglucanase esta sublinhado
e representado em italico.

Figura 6: Correlagdo entre a curva de crescimento da fibra (pai-
nel A) e a expresséo do gene de B-1,3 endoglucanase (GhGluc 1) (painel B).
DNA de uma biblioteca de cDNA de fibras (em desenvolvimento) em Gossy-
pium hirsutum foi extraido e equalizado. Os fragmentos de PCR foram ampli-
ficados usando os iniciadores de oligonucleotideo SE002 e SE003 (SEQ ID
N° 5 e 6) e digeridos com Alwl. Um produto de PCR amplificado para a vari-
ante do genoma A rendeu 3 fragmentos (479bp+118bp+59bp), enquanto que
para a variante do genoma D rendeu apenas 2 fragmentos (538bp+118bp).

Figura 7: Analise de expressao de GhGluc 1 em folhas, raizes e
caules de algodao por RT-PCR. O RNA extraido das folhas, raizes e caules
de algodéao foi submetido a analise RT-PCR para detectar a expressao de
glicanase 1 ou da proteina fosfatase 2A (pp2A). A sintese da primeira fita de
cDNA foi realizada usando SuperScript First-Strand Synthesis System de
Invitrogen. Banda 1: marcador biolégico de 100 bp; banda 2: amostra de

RNA de folha de algodao + iniciadores especificos para Gluc 1 + transcripta-

‘se reversa; banda 3: amostra de RNA de folha de algod&o + iniciadores es-

pecificos paré Gluc 1 - transcriptase reversa; banda 4: amostra de RNA de
raiz de algodé&o + iniciadores especificos para Gluc 1 + transcriptase reversa;
banda 5: amostra de RNA de raiz de algodao + iniciadores especificos para
Gluc 1 - transcriptase reversa; banda 6: amostra de RNA de caule de algo-
dao + iniciadores especificos para Gluc 1 + transcriptase reversa; banda 7:
amostra de RNA de caule de algodao + iniciadores especificos para Gluc 1 -
transcriptase reversa; banda 8: DNA gendémico (Fibermax 400 ng) + iniciado-
res especificos para Gluc 1; banda 9: marcador biologico de 100 bp; banda
10: amostra de RNA de folha de algodao + iniciadores especificos para pp2A
+ transcriptase reversa; banda 11: amostra de RNA de folha de algodéo +
iniciadores especificos para pp2A - transcriptase reversa; banda 12: amostra
de RNA de raiz de algodéo + iniciadores especificos para pp2A + transcrip-

tase reversa; banda 13: amostra de RNA de raiz de algod&o + iniciadores
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especificos para pp2A - transcriptase reversa; banda 14: amostra de RNA de
caule de algodao + iniciadores especificos para pp2A + transcriptase rever-
sa; banda 15: amostra de RNA de caule de algod&o + iniciadores especificos
para pp2A - transcriptase reversa; banda 16: marcador biol6gico de 100 bp;
banda 17: RNA de controle positivo (fornecido com o kit).

Modalidades Detalhadas

A presente inveng¢ado € baseada no achado inesperado de que o

momento da expressdo dos alelos especificos dos subgenomas A e D do
gene de B-1,3-endoglucanase especifica para fibra (GhGluc 1) € diferente
pelo menos em Gossypium hirsutum. Enquanto o inicio da expressao do ale-
lo especifico do subgenoma D correlaciona-se com o final da fase de alon-
gamento rapido (cerca de 14 a 17 dias pés-antese, daqui por diante "DPA"),
o inicio da expresséo do subgenoma A é postergado até o inicio da fase de
maturagéo tardia da fibra (cerca de 35 a 40 DPA) dependendo das condi-
¢coes de crescimento.

Consequentemente, em um aspecto, a presente invengao refe-
re-se a identificagdo de novos promotores especificos para fibra que séo
expressos, preferencialmente, em células de fibra tanto no final da fase de
alongamento rapido quanto no inicio da fase de maturacdo da fibra. Tais
promotores tém uma utilidade, por exemplo, na expressao de genes quime-
ricos que expressam uma nova biomolécula nos estagios de desenvolvimen-
to tardio da fibra, por exemplo, XET aumentada, Dominio de Ligagao de Ce-
lulose (CBD), genes mutantes do Inchagco da Raiz (RSW), compodsi-
tos/propriedades de coloragdo, plasticas, de digestibilidade de celulose, de
parede celular nova. Os promotores também podem ser usados para dirigir a
expressdo de gene em fibras com 20, 30, 40 DPA; por exemplo, a produgéo
de quitina nos estagios tardios do desenvolvimento da fibra de algodéo (20,
30, 40 DPA) ou para expressao de gene em 40 DPA em fibras, por exemplo,
producgdo de quitina em estagios muito tardios de desenvolvimento da fibra
(40 DPA). Os promotores de acordo com a invencado também poderiam ser
usados para dirigir a expressdo de genes CesA em 40 DPA para biossintese

intensificada de celulose e propriedades aperfeigoadas da fibra ou para pro-
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duzir RNA biologicamente ativo dirigido ao estagio de silenciamento especi-
fico de genes endégenos de algoddo, tal como o silenciamento de B-1,3-
endoglucanase para um crescimento prolongado da fibra. Os promotores
poderao ser aplicados no estagio de expressao especifica de genes quiméri-
cos que codificam, por exemplo, a calos_e sintase, para alterar as proprieda-
des e qualidade da fibra.

Em outro aspecto, a presente invengdo esta dirigida para o si-
lenciamento da expressdo de um alelo de subgenoma especifico para o ge-
ne de B-1,3-endoglucanase especifica para fibra, particularmente o silencia-
mento do alelo especifico do subgenoma D, para prevenir a degradagdo da
calose e assim aumentar a fase de alongamento rapido da fibra e o compri-
mento da fibra, por exemplo, no algoddo, particularmente em Gossypium
hirsutum.

~ De acordo com uma modalidade do primeiro aspecto da inven-
¢80, a invengao prové um fragmento de promotor especifico para fibra e/ou
preferencial para fibra que pode ser isolado do algoddo, particularmente da
espécie Gossypium hirsutum, e que esta localizado a montante das sequén-
cias de acido nucleico que codificam uma f-1,3-endoglucanase especifica
para fibra, que compreendem a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID 11,
12, 7 ou 8 e suas variantes.

Como usado aqui, a expresséo "promotor" denota qualquer DNA
que é reconhecido e ligado (diretamente ou indiretamente) por uma RNA
polimerase dependente de DNA durante o inicio da transcrigdo. Um promo-
tor inclui um sitio de inicio da transcricdo e sitios de ligagdo para fatores de
inicio da transcrigdo e RNA polimerase e podem compreender varios outros
sitios (por exemplo, intensificadores), nos quais proteinas reguladoras de
expressao d gene podem ligar-se.

O termo "regido reguladora", como usada aqui, significa qual-
quer DNA que esta envolvido no direcionamento da transcrigdo e no controle
(isto &, regulagdo) do momento € do nivel de transcricdo de uma dada se-
guéncia de DNA, tal como um DNA que codifica uma proteina ou polipepti-

deo. Por exemplo, uma regido reguladora 5' (ou "regido promotora") é uma
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sequéncia de DNA localizada a montante (isto €, 5') de uma sequéncia codi-
ficadora e que compreende o promotor e a sequéncia lider 5' ndo-traduzida.
Uma regido reguladora 3' € uma sequéncia de DNA localizada a jusante (isto
¢, 3') da sequéncia codificadora e que compreende sinais de formagao(e/ou
regulagdo) da transcrigdo da terminagdo 3, incluindo um ou mais sinais de
poliadenilagéo.

O termo "gene" significa qualquer fragmento de DNA compreen-
dendo uma regido de DNA (a regido de DNA transcrito) que é transcrito em
uma molécula de RNA (por exemplo, um mRNA) em uma célula sob o con-
trole de regibes reguladoras adequadas, por exemplo, uma regido promotora
que pode ser expressa em planta. Um gene pode, entdo, compreender va-
rios fragmentos de DNA operativamente ligados tal como um promotor, uma
sequéncia lider 5' ndo-traduzida, uma regido codificadora e uma regido 3'
nao-traduzida compreendendo um sitio de poliadenifagdo. Um gene endbge-
no de planta € um gene que é naturalmente encontrado em uma espécie de
planta. Um gene quimérico é qualquer gene que ndo & normalmente encon-
trado em uma espécie de planta ou, alternativamente, qualquer gene no qual
o promotor nao esta associado na natureza com parte ou com toda a regido
de DNA transcrito (uma regido de DNA "heterélogo") ou com pelo menos
uma outra regido reguladora do gene.

O termo "expressdo de gene" refere-se ao processo no qual
uma regido de DNA sob o controle de regides reguladoras, particularmente,
o promotor, é transcrita em um RNA que ¢ biologicamente ativo, isto é, que é
capaz de interagir com outra molécula de acido nucleico ou que é capaz de
ser traduzido em um polipeptideo ou proteina biologicamente ativos. Um ge-
ne € dito codificar um RNA quando o produto final da expressao do gene &
um RNA biologicamente ativo, tal como um RNA antissenso ou uma ribozi-
ma. Um gene é dito codificar uma proteina quando o produto final da ex-
pressdo do gene é uma proteina ou polipeptideo funcionalmente ou biologi-
camente ativos.

O termo "seletivo de fibra" ou "seletivo de célula de fibra" ou

"especifico de célula de fibra", com relacdo a expressdo de um DNA de a-
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cordo com essa invengao, refere-se, para propositos praticos, a expressao
altamente especifica de um DNA em células de fibra de planta, tais como
plantas de algod&o ("seletiva para célula de fibra"). Em outras palavras, os
niveis de transcrito de um DNA em tecidos diferentes de células de fibra es-
tdo abaixo da detecgdo ou sdo muito baixos (menos do que cerca de 0,2
picogramas por micrograma de RNA total).

O termo "preferencial para fibra" ou "preferencial para célula de
fibra" com relagéo a expressdo de um DNA de acordo com essa invengao,
refere-se a um padrdo de expressdo através do qual o DNA é expresso pre-
dominantemente em células de fibra ou fibras, mas a expressdo pode ser
identificada em outros tecidos da planta. Preferivelmente, a expressao em
células de fibra é cerca de 2 a cerca de 10 vezes maior nas células de fibra
do que em outros tecidos.

. As sequéncias de nucleotideos de SEQ ID N°9 e SEQ ID N° 10
representam a sequéncia de nucleotideos de moléculas de DNA gendmico
que codificam, respectivamente, uma B-1,3-endoglucanase seletiva para fi-
bra do subgenoma A e do subgenoma D. O sitio de inicio da transcricdo de
SEQ ID N° 9 foi determinado na posigao 2308, enquanto que o sitio de inicio
da transcricdo de SEQ ID N° 10 foi determinado na posigdo 3270. Assim em
uma modalidade da invenc¢ao, é provido um promotor seletivo para fibra que
tem uma sequéncia de nucleotideos de SEQ ID N° 9 do nucleotideo da posi-
gao 1 até o nucleotideo da posicdo de 2307 ou 2308; em outra modalidade
da invengao, & provido um promotor seletivo para fibra que tem uma se-
quéncia de nucleotideos de SEQ ID N° 10 do nucleotideo da posigao 1 até o
nucleotideo da posigéo de 3269 ou 3270.

O sitio de inicio da tradugdo da sequéncia de nucleotideos de
SEQ ID N° 9 foi determinado como o cédon ATG localizado nas posi¢des
2410 a 2412. A regido 5' ndo-traduzida do promotor seletivo para fibra do
alelo subgenémico A que codifica p-1,3-endoglucanase tem, consequente-
mente, uma sequéncia de nucleotideos de SEQ ID N° 9 do nucleotideo da
posicao 2308 ao nucleotideo da posicdo 2409. Uma regido promotora seleti-

va para fibra do alelo subgendmico A €&, consequentemente, uma regido
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promotora que compreende os nucleotideos 1 a 2409 de SEQ ID N° 9.

Similarmente, o sitio de inicio da traducdo da sequéncia de nu-
cleotideos de SEQ ID N° 10 foi determinado como o cédon ATG localizado
nas posigdes 3373 a 3375. A regido 5' ndo-traduzida do promotor seletivo
para fibra do alelo subgendmico D que codifica B-1,3-endoglucanase tem,
consequentemente, uma sequéncia de nucleotideos de SEQ ID N° 10 do
nucleotideo da posicdo 3270 ao nucleotideo da posigdo 3372. Uma regido
promotora seletiva para fibra do alelo subgendmico D €, consequentemente,
uma regido promotora que compreende 0s nucleotideos 1 a 3372 de SEQ ID
N° 10. '

O alinhamento das regides promotoras seletivas para fibra de
SEQ ID N° 9 e SEQ ID N° 10 (Figura 1) revelou uma homologia de sequén-
cia geral nas sequéncias de nucleotideos cerca de 1000 nucleotideos a
montante do codon de inicio da tradugdo ATG, particularmente na regido a
cerca de 150 nucleotideos a montante do c6don de inicio da tradugéo ATG.
Assim, em outra modalidade da invengao, & provido um promotor seletivo
para fibra que compreende a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID N° 9 do
nucleotideo da posi¢éo 2149 ao nucleotideo da posi¢do 2307 ou que com-
preende a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID N° 10 do nucleotideo da
posi¢ao 3109 ao nucleotideo da posi¢ao 3269. |

E 6bvio que o promotor ou a regido promotora podem estar con-
tidos dentro de sequéncias de nucleotideos maiores. Uma regido promotora
seletiva para célula de fibra pode assim ser determinada como a regiao a
montante (isto &, localizada a 5' de) do cédon codificador para o primeiro
aminoacido da proteina codificada pelo mRNA indicado na SEQ ID N° 9 ou
10. Tal regido promotora pode ter pelo menos cerca de 400 a 500 bp, pelo
menos cerca de 1000 bp, pelo menos 1200 bp, pelo menos cerca de 1300
bp ou pelo menos cerca de 1500 a 2000 bp a montante do cédon de partida.
Por conveniéncia, é preferido que tal regido promotora n&o se prolongue por
mais do que cerca de 3000 a 5000 bp a montante do cédon de partida. O
tamanho do fragmento pode ser determinado parcialmente pela presenca

dos sitios de restrigdo convenientes. Por exemplo, para a regido promotora
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seletiva para fibra do alelo do subgenoma A que codifica B-1,3-
endoglucanase, um fragmento com cerca de 1945 bp (do nucleotideo na
posi¢do 465 ao nucleotideo na posi¢édo 2409 de SEQ ID N° 9) pode ser con-
venientemente clonado. A presenca de enzimas de restricdo adequadas
permite gerar convenientemente regides promotoras com cerca de 1036
bp(do nucleotideo na posi¢do 1374 ao nucleotideo na posigédo 2409 de SEQ
ID N° 9) ou com cerca de 879 np(do nucleotideo na posigao 1531 ao nucleo-
tideo na posigdo 2409 de SEQ ID N° 9). Para a regido promotora seletiva
para fibra do alelo do subgenoma D que codifica §-1,3-endoglucanase, um
fragmento com cerca de 1976 bp (do nucleotideo na posicdo 1397 ao nucle-
otideo na posicao 3372 de SEQ ID N° 10)pode ser convenientemente clona-
do. A presenca de enzimas de restricdo adequadas permite gerar convenien-
temente regides promotoras com cerca de 1002 bp(do nucleotideo na posi-
¢do 1397 ao nucleotideo na posi¢ao 3372 de SEQ ID N° 10) ou com cerca
de 655 np(do nucleotideo na posi¢cdo 2371 ao nucleotideo na posi¢cdo 3372
de SEQ ID N° 10). | |
Sera esclarecido mais tarde que promotores ou regides promo-
toras seletivas para fibra equivalentes podem ser isoladas de outras plantas
de algodao ou de plantas de algod&o parentais. Para essa finalidade, frag-
mentos de promotor podem ser isolados de outras plantas de algodéo, tal
com G. barbadense, incluindo as variedades assim chamadas de PIMA, ou
de outras variedades que usam um fragmento de promotor como descrito
aqui como uma sonda e que identificam sequéncias de nucleotideos dessas
outras plantas que hibridizam sob condicdes estringentes de hibridizagao.
"Condig¢des estringentes de hibridizagao" como usado aqui signi-
fica que a hibridizagdo geralmente ocorrera se houver pelo menos 95% e,
preferivelmente, pelo menos 97% de identidade de sequéncia entre a sonda
e a sequéncia-alvo. Exemplos de condicdes estringentes de hibridizagdo séo
a incubacgao durante uma noite em uma solugao que compreende formamida
50%, 5xSSD (NaCl 150 mM, citrato trissédico 15 mM), fosfato de s6dio 50
mM (pH 7.6), 5 x solugédo de Denhardt, sulfato de dextran 10% e 20 pg/ml de

DNA transportador desnaturado, tal como DNA de esperma de salméo, se-
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guido pela lavagem do suporte de hibridizagdo em 0,1 x SSC em aproxima-
damente 65°C. Outras condicdes de hibridizagdo e lavagem sé&o bém—
conhecidas e estdo exemplificadas em Sambrook et al, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Second Edition, Cold Spring Harbor, NY (1989), particu-
larmente no capitulo 11.

Tais promotores seletivos para fibra equivalentes isolados de
outras plantas de algodado ou de plantas de algodao parentais podem repre-
sentar promotores variantes nos quais um ou mais nucleotideos foram subs-
tituidos por substituicdo, delecdo ou inser¢do. Promotor variante seletivo pa-
ra fibra de acordo com a invengdo também pode ser gerado sinteticamente.
A Figura 1 representa o alinhamento de promotores seletivos para fibra do
subgenoma A e D de G. hirsutum e posi¢des variantes, onde a sequéncia de
nucleotideos pode ser aparentemente alterada sem um efeito significativo
sobre a capacidade de inicio da transcricdo eletiva para fibra, foram indica-
das pelas caixas em cinza. A partir da Figura 1 e de sua legenda, € claro que
a identidade de sequéncia global entre os dois fragmentos de promotor sele-
tivo para fibra exemplificados pode ser tdo baixa quanto 71% de identidade
de sequéncia.

Consequentemente, em outra modalidade da presente inven-
gao, sao providos o promotor e as regides promotoras seletivas para fibra
que compreendem uma sequéncia de nucleotideos que tem pelo menos
70%, pelo menos 80%, pelo menos 90% ou pelo menos 95% de identidade
de sequéncia com os promotores e regides promotoras seletivas para fibra
aqui descritas.

Para o propoésito dessa invencéo, a "identidade de sequéncia”
de duas sequéncias de nucleotideos ou aminoacidos relacionadas, expressa
como uma porcentagem, refere-se ao nimero de posi¢cdes em duas sequén-
cias otimamente alinhadas que tém residuos idénticos (x100) divididas pelo
nimero de posigdes comparadas. Um espaco, isto €, uma posi¢do no ali-
nhamento onde um residuo estd presente em uma sequéncia mas nao na
outra, € considerado como uma posigdo com residuos ndo idénticos. O ali-

nhamento de duas sequéncias € realizado pelo algoritmo de Needleman e
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Wunsch (Needleman e Wunsch 1970). O alinhamento de sequéncia com
ajuda de computador acima, pode ser convenienteménte realizado usando
um programa padronizado tal como ESPACO que é parte de Wisconsin
Package Versao 10.1 (Genetics Computer Group, Madision, Wisconsin, U-
SA) usando a matriz de escore de default com uma penalidade de criagdo de
espacgo de 50 e uma penalidade de extenséo de espacgo de 3.

Sera esclarecido que sempre que sequéncias de nucleotideos
de moléculas de RNA sao definidas por referéncia a uma sequéncia de nu-
cleotideos de moléculas de DNA correspondentes, a timina (T) na sequéncia
de nuclectideos devera ser substituida por uracil (U). Sera esclarecido a par-
tir do contexto do pedido se a referéncia € feita a moléculas de RNA ou
DNA.

A capacidade de expressao seletiva para fibra do promotor ou
regido promotora identificados ou gerados pode ser testada, conveniente-
mente, pela ligagdo operativa de tais moléculas de DNA com uma regiéo
codificadora que codifique um marcador facilmente contavel, por exemplo,
um gene de B-glicuronidase, introduzindo tal gene quimérico em uma planta
que produz fibra e analisando o padrdo de expressdo do marcador em célu-
las de fibra (preferivelmente durante o desenvolvimento da fibra) em compa-
ragao com o padrdo de expressdo do marcador em outras partes das plan-
tas.

E 6bvio que os promotores e regides promotoras da inveng&o
podem também compreender elementos adicionais conhecidos por melhorar
a eficiéncia da transcrig&o tais como intensificadores, introns, etc.

Além disso, as sequéncias 5'UTR exemplificadas das regides
promotoras seletivas para fibra exemplificadas sdo particularmente similares
na sequéncia de nucleotideos e espera-se que as sequéncias 5'UTR sejam
intercambiaveis.

A invencao inclui ainda moléculas de DNA que compreendem os
promotores ou regides promotoras seletivas para fibra da invengéao operati-
vamente ligadas a uma ou mais regides heterélogas que codificam um RNA

biologicamente ativo, peptideo ou proteina. Os promotores da invencdo po-
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dem ser usados para expressar qualquer regido codificadora heterdloga de-
sejada.

Exemplos de moléculas de DNA que codificam outras proteinas
que podem ser expressas usando o promotor da presente invengao incluem,
mas nao séo limitados a celuloses sintases (genes CesA) homélogas e hete-
rologas, ambas na forma normal e mutada (Arioli ef al.,"Molecular Analysis of
Cellulose Biosynthesis in Arabidopsis," Science, 279: 717-720 (1998); Hol-
land et al.,"A Comparative Analysis of the Plant Cellulose Synthase (CesA)
Gene Family,"Plant Physio., 123: 1313—1324 (2000)); genes que podem mo-
dular o fracionamento de carbono para celulose (Delmer, "Cellulose Biosyn-
thesis in Developing Cotton Fibers"in: A. S. Basra(ed.), Cotton Fibers: Deve-
lopmental Biology Quality Improvement, and Textile Processing, The Hawor-
th Press, New York, pp. 85-112 (1999)) tal como sucarose sintase (Amor et
al.,"A Membrane-Associated Form of Sucarose Synthase and Its Potential
Role Synthesis of Cellulose and Callose in Plants," Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 92: 9353-9357 (1995), sucarose fosfato sintase (Haigler ef al., "Trans-
genic Cotton Over-Expressing Sucarose Phosphate Synthase Produces Hi-
gher Quality Fibers with Increased Cellulose Content and Has Enhanced Se-
ed Cotton Yield"Abstract 477. In: Proceedings of Plant Biology 2000, July 15-
19, San Diego, CA. American Society of Plant Physiologists, Rockville, MD,
(2000), UDPG-pirofosforilase (Waffler and Meier, "Enzyme Activities in Deve-
loping Cotton Fibers, "Plant Phvsiol. Biochem. 32: 697-702 (1994), pirofos-
fosfatase inorganica (Geigenberger et al., "Overexpression of Pyrophospha-
tase Leads to increased Sucarose Degradation and Starch Synthesis, Incre-
ased Activities of Enzymes for Sucarose-Starch Interconversions, and Incre-
ased Levels of Nucleotides in Growing Potato Tubers," Planta, 205:428-437
(1998)), hexoquinases (Smeekens, "Sugar Regulation of Gene Expression”
Curr. Op. Plant Biol., 1: 230-234 (1998), e invertases (Sturm and Tang, "The
Sucarose-Cleaving Enzymes of Plants are Crucial for Development, Growth,
and Carbon Partitioning,"Trends Plant Sci., 4: 401-407 (1999)); genes que
podem afetar as propriedades moleculares e biofisicas da celulose incluindo

o grau de polimerizagéo, grau de cristalinidade, tamanho da crisalita e orien-
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tagéo de microfibrila (isto €, genes para codificar proteinas, incluindo polime-
ros de proteinas cocristalizada ou dominios de ligagéo de celulose e a sinte-
se de polissacarideos e outras enzimas) (Delmer, "Cellulose Biosynthesis:
Exciting Times for a Difficult Field of Study, "Ann. Rev. Plant Physio. Mol.
Biol. 50: 245- 276 (1999); Delmer, "Cellulose Biosynthesis in Developing Cot-
ton Fibers. In: A. S. Basra(ed.), Cotton Fibers: Developmental Biology, Qua-
lity Improvement, and Textile Processing, The Haworth Press, New York,
pp.85-112 (1999); Hsieh, "Structural Development of Cotton Fibers. In: A. S.
Basra(ed.), Cotton Fibers: Developmental Biology, Quality Improvement, and
Textile Processing, The Haworth Press, New York, pp. 137-166 (1999)); fato-

- res de transcrigéo tais como genes MYB que podem prolongar o periodo de

alongamento e/ou alterar o momento ou a extensao da deposicao da parede
secundaria (Wilkins and Jernstedt,"Molecular Genetics of Developing Cotton
Fibers. In: A. S. Basra(ed.), Cotton Fibers: Developmental Biology. Quality
Improvement, and Textile Processing, The Haworth Press, New York, pp.
231-270 (1999)); genes para éfetar a sintese de horménios de planta e alte-
rar as propriedades da fibra (John, "Genetic Engineering Strategies for Cot-
ton Fiber Modification. In: A. S. Basra(ed.), Cotton Fibers: Developmental
Biology, Quality Improvement, and Textile Processing, The Haworth Press,
New York, pp. 271-289 (1999)); genes para elementos citoesqueléticos ou
proteinas associadas ao citoesqueleto que podem afetar as propriedades da
fibra (Seagull, "Cytoskeletal Involvement in‘Cotton Fiber Growth and Deve-
lopment," Micron, 24: 643-660 (1993)); genes para sintetizar lipideo ou modi-
ficar enzimas que podem alterar as propriedades da membrana e melhorar.
dessa maneira a qualidade da fibra, inclusive sob condi¢gbes ambientais es-
tressantes (Haigler,"The Crystallinity of Cotton Cellulose in Relation to Cotton
Improvement, "Proc. Cotton Fiber Cellulose: Structure. Function and Utiliza-
tion Conference, National Cotton Council of America: Memphis, TN., p. 211-
225 (1992)); enzimas tais como xiloglicano endotransferase, peroxidase, ex-
pansina, ou ATPase vacuolar que podem, através da atividade aumentada
ou diminuida, prolongar ou aumentar o crescimento da extensdo durante a

deposigcao da parede secundaria (Wilkins and Jernstedt, "Molecular Genetics
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of Developing Cotton Fibers. In: A. S. Basra(ed.), Cotton Fibers: Develop-
mental Biology Quality Improvement, and Textile Processing, The Haworth
Press, New York, pp. 231-270 (1999); genes para proteina ou polimeros
plasticos que podem estar retidos na luz da fibra ou integrados na parede
celular para aumentar a resisténcia da fibra ou alterar suas propriedades
téxteis (John, "Genetic Engineering Strategies for Cotton Fiber Modification,
“In: A. S. Basra(ed.), Cotton Fibers: Developmental Biology. Quality Impro-
vement, and Textile Processing, The Haworth Press, New York, pp. 271-289
(1999); Guda et al., "Hyperexpression of an Environmentally Friendly Synthe-
tic PolymerGene, "BiotechnologY Letters, 17: 745-750 (1995)); genes para
enzimas biossintéticas da matriz da parede celular de planta ou suas protei-
nas reguladoras tal que outros carboidratos possam ser integrados na pare-
de celular e alterar as propriedades da fibra (Haigler, "The Relationship Bet-
ween Polymerization and Crystallization in CelluloseBiogenesis," in C. H.
Haigler and P. Weimer, eds., Biosynthesis and Biodegradation of Cellulose,
New York: Marcel Dekker, pp. 99-124 (1991); Andrawis et al.,"Cotton Fiber
Annexins: A Potential Role in the Regulation of Callose Synthase, "Plant J.,
3: 763-772 (1993); genes para moléculas tais como taninas, suberinas ou
pigmentos que podem conferir cor valiosa as fibras (Ryser, "Cotton Fiber
Initiation and Histodifferentiation, "In: A. S. Basra(ed.), Cotton Fi-
bers:Developmental Biology. Quality Improvement, and Textile Processing,
The Haworth Press, New York, pp. 1-46 (1999); genes para moléculas tais
como cutina, suberina ou cera que podem alterar a absorvéncia e resisténcia
de fibras de algodao (May,"Genetic Variation in Fiber Quality, "In: A. S. Basra
(ed. ), Cotton Fibers: Developmental Biology, Quality Improvement, and Tex-
tile Processing, The Haworth Press, New York, pp. 183-230 (1999); Ryser,
"Cotton Fiber Initiation and Histodifferentiation, "In: A. S. Basra(ed.), Cotton
Fibers: Developmental Biology. Quality Improvement, and Textile Proces-
sing, The Haworth Press, New York, pp. 1--46 (1999); e genes para molécu-
las de sinal de transdugao tal como Rac que pode regular mudangas entre
estagios de desenvolvimento da fibra (Delmer et al.,"Genes Encoding Small

GTP- Binding Proteins Analogous to Mammalian rac are Preferentially Ex-
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pressed in Developing Cotton Fibers, "Mol. Gen. Genet., 248: 43-51 (1 995).

Regides codificadoras de proteina particularmente preferidas
sdo as regides codificadoras de N-acetilglicosamina sintase como descritas,
por exemplo, em WO02006/136351 ou genes de sucarose sintase como des-
critos em W02002/45485 ou EP06015433.3 (incorporadas aqui por referén-
cia).

RNA biologicamente ativo também pode codificar o assim cha-
mado RNA antissenso, RNA sense, RNA de fita dupla como descrito em
WQ099/53053 ou moléculas sintéticas de microRNA determinadas, de acordo
com regras bem conhecidas na técnica, para regular negativamente a ex-
pressdo de outros genes compreendidos dentro da célula das plantas que
produzem fibra ou até de genes compreendidos dentro de um patégeno ou
praga que se alimenta da planta que produz fibra.

Também sdo providos métodos para expressar uma proteina ou
RNA biologicamente ativo especificamente em células de fibra de uma plan-
ta que produz fibra, compreendendo a etapa de introduzir uma molécula de
DNA que-compreende um promotor ou regido promotora seletivos para fibra
como aqui descrito, operativamente ligados a uma regiao de DNA transcrito
que codifica a molécula de RNA biologicamente ativa nas células da fibra de
plantas que produzem fibra.

Em um segundo aspecto da presente invengdo, & provido um
método para alterar o comprimento da fibra em uma planta que produz fibra,
péla alteracao especificamente da expressdo de um dos alelos subgendmi-
cos que codificam uma B-1,3-endoglucanase seletiva para fibra. Como indi-
cado acima, tal alteracdo da expressdo pode prevenir ou intensificar a de-
gradacgdo da calose que obstrui os plasmodesmos na base da célula de fibra
e assim aumentar ou diminuir a fase de alongamento rapido da fibra e o
comprimento da fibra, por exemplo, no algoddo, particularmente em Gossy-
pium hirsutum. A modulagéo do comprimento da fibra também pode impactar
a resisténcia e outras qualidades ou propriedades da fibra. Consequente-
mente, a invengdo também esté direcionada para a alteragéo de proprieda-

des da fibra ou qualidades da fibra pelos métodos aqui descritos.
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Em uma modalidade do segundo aspecto da invengao, é provi-
do um meétodo para aumentar o comprimento de uma fibra em uma planta de
algodéao, particularmente uma planta Gossypium hirsutum, pela introdugéo
de um gene quimérico nas células da dita planta de algodao, o gene quimé-
rico compreendendo os seguintes elementos operativamente ligados ao
DNA:

a. um promotor que pode ser expresso em planta

b. uma regido de DNA transcrito que quando transcrita rende
uma molécula de RNA biologicamente ativo capaz de reduzir a expresséao de
uma B-1,3-endoglucanase seletiva para fibra compreendida dentro do geno-
maDe

c. uma regiao 3' terminal cdmpreendendo sinais de término da
transcricdo e de poliadenilagdo que funcionam em células da dita planta.

Como foi descoberto pelos presentes inventores, a expressao
aumentada de B-1,3-endoglucanase nas células da fibra de uma planta de
algodao previamente descrita, esta correlacionada com a reabertura dos
plasmodesmos e marca o final da fase de alongamento rapido da fibra e é
devida, especificamente, ao inicio da expresséo do alelo especifico do sub-
genoma D nesse momento, enquanto que o alelo especifico do subgenoma
A é expresso apenas nos estagios tardios do desenvolvimento da fibra, pelo
menos no Gossypium hirsutum. Consequentemente, os métodos como des-
critos em W02005/017157 podem ser ainda aperfei(;bados, pelo menos para
Gossypium hirsutum, pela alteracdo especifica do padrao de expresséo de
um alelo subgendmico particular que codifica a -1,3-endoglucanase seletiva
para fibra.

Como descrito aqui, um alelo especifico do subgenoma D que
codifica uma B-1,3-endoglucanase seletiva para fibra pode ser reconhecido
de varias maneiras. O isolamento do acido nucleico (gendmico) que codifica
uma B-1,3-endoglucanase seletiva para fibra do subgenoma D de diferentes
plantas de algodao, assim como de plantas de algoddo diploides parentais
com um genoma similar a D, revelou que o intron no alelo subgendmico A

tem uma insergdo de cerca de 18 nt de comprimento na sequéncia de intron
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(vide figura 3) que esta ausente na sequéncia de intron do alelo subgenémi-
co D.

Além disso, a comparagdo das sequéncias de nucleotideos da
regido codificadora (cDNA; figura 2) sequéncias de aminoacidos codificadas
(figura 4) revelou varias diferengas caracteristicas entre os alelos subgené-
micos A e D e proteinas codificadas, indicadas nas figuras pelas caixas em
cinza.

Muito convenientemente, os alelos subgenémicos A e D podem
ser distinguidos por um polimorfismo que resulta da presencga de um sitio de
reconhecimento de enzima de restrigdo A1wl, cerca de 326 nucleotideos a
jusante do cddon de inicio da tradug¢do no clone genémico do alelo subge-
noémico A, que estd ausente nos alelos subgendmicos D que codificam a p-
1,3-endoglucanase seletiva para fibra. Um método possivel para distinguir
alelos subgendmicos A e D, ambos a nfvel de DNA gendmico ou cDNA, é a
amplificacdo por PCR usando cDNA ou DNA génc“)mico como modelo e os
oligonucleotideos que tém a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID N°5¢e 6
como iniciadores, seguido pela digestao do produto de PCR amplificado com
a enzima de restricdo A1wl. O produto de PCR gerado, que tem cerca de
656 bp para ambos os alelos subgendmicos, é clivado em um fragmento de
538 e 118 bp quando o produto de PCR é gerado a partir de um modelo de
alelo subgenémico D, enquanto que o produto de PCR gerado amplificado a
partir do modelo de alelo subgenémico A é clivado em trés fragmentos de

476 bp, 118 bp e 59 bp, respectivamente. A presenga de 118 bp serve como

‘um controle interno para o funcionamento apropriado da reagéo da enzima

de restrigao.

Varios métodos estdo disponiveis na técnica para produzir uma
molécula de RNA de silenciamento, isto &€, uma molécula de RNA que quan-
do expressa reduz a expressdo de um gene particular ou grupo de genes,
incluindo as assim chamadas tecnologias de RNA "sense" ou "antissenso”.

Assim, em uma modalidade, um gene quimérico que codifica a
molécula de RNA inibitério &€ baseado na assim chamada tecnologia antis-

senso. Em outras palavras, a regido codificadora do gene quimérico com-
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preende uma sequéncia de nucleotideos de pelo menos 19 ou 20 nucleoti-
deos consecutivos do complemento da sequéncia de nucleotideos da $-1,3-
endoglucanase seletiva para fibra. Tal gene quimérico pode ser construido
pela ligagdo operativa de um fragmento de DNA que compreende pelo me-
nos 19 ou 20 nucleotideos do gene que codifica a §-1,3-endoglucanase sele-
tiva para fibra, isolada ou identificada como descrito nesse pedido em outro
lugar, em orientagéo inversa para um promotor que pode ser expresso em
planta e para uma regido de formagao da terminagéo 3' envolvida no término
da transcri¢do e na poliadenilagao.

Em outra modalidade, o gene quimérico que codifica uma molé-
cula de RNA inibitério esta baseado na assim chamada tecnologia de cossu-
pressao. Em outras palavras, a regiado codificadora do gene quimérico com-
preende uma sequéncia de nucleotideos de pelo menos 19 ou 20 nucleoti-
deos consecutivos da sequéncia de nucleotideos do gene da f-1,3-
endoglucanase seletiva para fibra. Tal gene quimérico pode ser construido
pela ligagdo operativa de um fragmento de DNA que compreende pelo me-
nos 19 ou 20 nucleotideos do gene de B-1,3-endoglucanase seletiva para
fibra, em orientacdo direta para um promotor que pode ser expresso em
planta e para uma regido de formacgéao da terminagao 3' envolvida no término
da transcri¢gdo e na poliadenilagao.

A eficiéncia dos genes quiméricos acima mencionados em redu-
zir a expressao do gene de B-1,3-endoglucanase seletiva para fibra pode ser
ainda intensificada pela inclusdo de elemento de DNA que resulta em ex-
pressdo de moléculas de RNA inibitério aberrante, ndo-poliadenilado ou re-
sulta na retengéo das moléculas de RNA inibitério no nucleo das células. Um
de tais elementos de DNA adequados para o propdsito € uma regido de DNA
que codifica uma ribozima autocombinada, como descrito em WO 00/01133
(incorporado por referéncia). Outro de tal elemento de DNA adequado para
esse propodsito € uma regido de DNA que codifica um sinal de localizagéo
nuclear ou de retengdo de RNA, como descrito em PCT/AU03/00292 publi-
cado como WO03/076619 (incorporado por referéncia).

Um meio conveniente e muito eficiente de regular negativamen-
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te a expressdo de um gene de interesse usa o assim chamado RNA de fita
dupla (dsRNA) ou RNA de interferéncia (RNAi), como descrito, por exemplo,
em W099/53050 (incorporado por referéncia). Nessa tecnologia, uma molé-
cula de RNA é introduzida em uma célula de planta e dessa maneira a molé-
cula de RNA é capaz de formar uma regido de RNA de fita dupla sobre pelo
menos cerca de 19 a cerca de 21 nucleotideos, e dessa maneira uma das
fitas dessa regido de RNA de fita dupla é quase idéntica em sequéncia de
nucleotideos ao gene-alvo ("regido sense"), enquanto que a outra fita é qua-
se idéntica em sequéncia de nucleotideos ao complemento do gene-alvo ou
a regido sense ("regido antissenso"). E esperado que para o silenciamento
da expressao do gene-alvo, a sequéncia de nucleotideos das sequéncias de
19 nucleotideos consecutivos pode ter um nado-pareamento ou a regido sen-
se e a regido antissenso podem diferir em um nucleotideo. Para se obter a
construgcdo de tais moléculas de RNA ou dos genes quiméricos codificado-
res, pode ser feito 0 uso do vetor como descrito em WO 02/059294.

Assim, em uma modalidade da invengédo, € provido um método
para aumentar o comprimento de uma fibra de uma planta que produz fibra,
tal como algod&o, compreendendo a etapa de introduzir um gene quimérico
em uma célula da planta que produz fibra, cujo gene quimérico compreende
os seguintes elementos de DNA operativamente ligados:

(a) um promotor que pode ser expresso em planta, preferivel-
mente um promotor que pode ser expresso em planta que controle a trans-
cricdo preferencialmente nas células de fibra;

(b) uma regido de DNA transcrito, que quando transcrita rende
uma molécula de RNA de fita dupla capaz de reduzir especificamente a ex-
pressdo de um alelo subgendémico de -1,3-endoglucanase seletiva para
fibra e a molécula de RNA compreendendo uma primeira e uma segunda
regido de RNA em que

i) a primeira regido de RNA compreende uma sequéncia de nu-
cleotideos de pelo menos 19 nucleotideos consecutivos que tem pelo menos
cerca de 94% de identidade de sequéncia com a sequéncia de nucleotideos

do alelo subgenémico;
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ii) a segunda regido de RNA compreende uma sequéncia de nu-
cleotideos complementar aos pelo menos 19 nucleotideos consecutivos da
primeira regido de RNA;

iii) a primeira e a segunda regido de RNA sdo capazes de pare-
ar para formar uma molécula de RNA de fita dupla entre pelo menos 19 nu-
cleotideos consecutivos da primeira e segunda regides; e

c) a regido 3' terminal compreendendo sinais de término da
transcrigéo e poliadenilagdo que funcionam em células de planta.

O comprimento da primeira e segunda regides de RNA (regiao
sense ou antissenso) pode variar entre cerca de 19 nucleotideos (nt) até um
comprimento correspondente ao comprimento (em nucleotideos) do gene
endogeno envolvido na remogao da calose. O comprimento total da sequén-
cia de nucleotideos sense e antissenso pode ser, entdo, pelo menos de 25
nt, ou pelo menos de cerca de 50 nt, ou pelo menos cerca de 100 nt, ou pelo
menos de cerca de 150 nt, ou pelo menos de cerca de 200 nt, ou pelo me-
nos de cerca de 500 nt. E esperado que ndo haja limite superior no compri-
mento total da sequéncia de nucleotideos sense ou antissenso. Entretanto,
por razdes praticas (tais como, por exemplo, estabilidade de genes quiméri-
cos) é esperado que o comprimento da sequéncia de nucleotideos sense ou
antissenso ndo deve exceder 5000 nt, particularmente nao deve exceder
2000 nt e pode estar limitado a cerca de 1000 nt.

Seréa avaliado gue quanto mais longo o comprimento total da re-
gido sense ou antissenso, menos estringentes os requisitos para identidade
de sequéncia entre essas regides e a sequéncia correspondente no gene de
B-1,3-endoglucanase seletiva para fibra ou seu complemento. Preferivelmen-
te, o acido nucleico de interesse deve ter uma identidade de sequéncia de
pelo menos cerca de 75% com a sequéncia-alvo correspondente, particu-
larmente pelo menos cerca de 80%, mais particularmente pelo menos cerca
de 85%, muito particularmente cerca de 90%, especialmente cerca de 95%,
mais especialmente cerca de 100%, muito especialmente ser idéntica a par-
te correspondente da sequéncia-alvo ou seu complemento. Entretanto, é

preferido que o acido nucleico de interesse sempre inclua uma sequéncia
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com cerca de 19 nucleotideos consecutivos, particularmente cerca de 25 nt,
mais particularmente cerca de 50 nt, especialmente cerca de 100 nt, muito
especialmente cerca de 150 nt com 100% de identidade de sequéncia com a
parte correspondente dp acido nucleico alvo. Preferivelmente, para calcular
a identidade de sequéncia e determinar a sequéncia sense e antissenso cor-
respondentes, o nimero de espagos deve ser minimizado, particularmente
para sequéncias sense mais curtas.

Genes quiméricos codificando dsRNA de acordo com a inven-
¢do podem compreender um intron, tal como um intron heterdlogo, localiza-
do, por exemplo, na sequéncia espagadora entre as regides sense e antis-
senso de RNA de acordo com a descrigdo de WO 99/563050 (incorporado
aqui por referéncia).

E preferido para a presente invencéo que a sequéncia do gene
alvo especifico incluida na molécula de RNA antissenso, sense ou de fita
dupla compreenda pelo menos um nucleotideo e preferivelmente mais de
um nucleotideo, que sdo especificos para o alelo subgendémico cuja expres-
s&0 & para ser regulada negativamente. Tais nucleotideos especificos estéo
indicados pelo menos na figura 2 por caixas em cinza.

Em uma modalidade preferida, o RNA biologicamente ativo esta
adaptado especialmente para regular negativamente o alelo subgenémico D
do gene que codifica a B-1,3-endoglucanase seletiva para fibra (GhGluc1).
Em outra modalidade preferida, 0 RNA biologicamente ativo esta especial-
mente adaptado para regular negativamente o alelo subgendmico A do gene
que codifica a B-1,3-endoglucanase seletiva para fibra (GhGluc 1).

O uso de micro-RNAs sintéticos para regular negativamente a
expressaoc de um gene particular em uma célula de planta, possibilita especi-
ficidade de sequéncia do gene-alvo muito grande e assim permite discrimi-
nar convenientemente entre alelos intimamente relacionados como genes-
alvo qual expressao deve ser regulada negativamente.

Assim, em outra modalidade da inveng&o, 0 RNA biologicamen-
te ativo ou RNA de silenciamento ou molécula de RNA inibitério pode ser

uma molécula de microRNA, determinada, sintetizada e/ou modulada para
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atingir e causar a clivagem de alelos especificos de subgenoma, preferivel-
mente o alelo subgendmico D do gene de B-1,3-endoglucanase seletiva para
fibra em plantas que produzem fibra, tal como uma planta de algodao. Varios
métodos tém sido descritos para gerar e usar miRNAs para um gene-alvo
especifico (incluindo mas néo limitado a Schwab et al. (2006, Plant Cell,
18(5):1121-1133), W0O2006/44322, WO 2005/047505, EP 06009836, incor-
poradas por referéncia). Geralmente, um arcabougo de miRNA existente &
modificado na porgdo de reconhecimento do gene-alvo tal que o miRNA ge-
rado guia agora o complexo RISC para clivar as moléculas de RNA transcri-
tas a partir do acido nucleico alvo. Arcabougos de miRNA podem ser modifi-
cados ou sintetizados tal que o miRNA compreenda agora 21 nucleotideos
consecutivos de um dos alelos subgendmicos da sequéncia de nuclectideos
que codifica -1,3-endoglucanase seletiva para fibra, tal como as sequéncias
representadas na Listagem de Sequéncias e permitindo ndo-pareamentos
de acordo com as regras aqui descritas abaixo.

Assim, em uma modalidade, a invengéo prové um método para
regular negativamente a expresséo de ou aumentar a resisténcia de plantas
a condi¢bes de crescimento adversas, compreendendo as etapas de:

a. Introduzir um gene quimérico nas células da dita planta, o dito
gene quimérico compreendendo as seguintes regides de DNA operativamen-
te ligadas:

i. Um promotor que pode ser expresso em planta;

ii. Uma regido de DNA que ap6s a introdugéo e transcricdo em
uma célula de planta € processada em um miRNA, de acordo com o que o
miRNA é capaz de reconhecer e conduzir a clivagem do mRNA de um alelo
subgendmico de um gene que codifica pB-1,3-endoglucanase seletiva para
fibra da planta mas ndo de outro alelo subgendmico; e

iii. opcionalmente, uma regido 3' de DNA envolvida no término
da transcrigéo e na poliadenilaggo.

A regido de DNA mencionada processada em um miRNA pode
compreender uma sequéncia de nucleotideos que é essencialmente com-

plementar a sequéncia de nucleotideos dos pelo menos 21 nucleotideos
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consecutivos de um gene que codifica B-1,3-endoglucanase seletiva para
fibra, desde que um ou mais dos seguintes nio-pareamentos sejam permiti-
dos:

a. Um nao-pareamento entre o nucleotideo na terminacgao 5' do
miRNA e a sequéncia de nucleotideos correspondente na molécula de RNA;

b. Um n&do-pareamento entre qualquer um dos nucleotideos na
posicédo 1 a posicdo 9 do miRNA e a sequéncia de nucleotideos correspon-
dente na molécula de RNA;

c. Trés nado-pareamentos entre qualquer um dos nucleotideos
na posi¢do 12 a posigédo 21 do miRNA e a sequéncia de nucleotideos cor-
respondente na molécula de RNA, desde que nao haja mais do que dois
ndo-pareamentos consecutivos.

Como usado aqui, um "miRNA" € uma molécula de RNA com
cerca de 20 a 22 nucleotideos de comprimento que pode ser carregada em |
um complexo RISC e direcionar a clivagem de outra molécula de RNA, em
que a outra moléecula de RNA compreenda uma sequéncia de nucleotideos
essencialmente complementar a sequéncia de nucleotideos da molécula de
miRNA de acordo com o que um ou mais dos seguintes nao-pareamentos
pode ocorrer:

a. Um ndo-pareamento entre o nucleotideo na terminacgéo 5' do
dito miRNA e a sequéncia de nucleotideos correspondente na molécula de
RNA-alvo;

b. Um n&o-pareamento entre qualquer um dos nucleotideos na
posicédo 1 a posicdo 9 do dito miRNA e a sequéncia de nucleotideos corres-
pondente na molécula de RNA-alvo;

c. Trés ndo-pareamentos entre qualquer um dos nucleotideos
na posi¢do 12 a posicdo 21 do dito miRNA e a sequéncia de nucleotideos
correspondente na molécula de RNA-alvo, desde que ndo haja mais do que
dois nao-pareamentos consecutivos.

d. Nenhum n&o-pareamento é permitido nas posi¢oes 10 e 11
do miRNA (todas as posi¢cdes de miRNA séo indicadas comegando da ter-

minagado 5' da molécula de miRNA).
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Um miRNA é processado a partir de uma molécula de "pré-
miRNA" por proteinas, tais como proteinas DCL, presentes em qualquer cé-
lula.de planta e carregadas dentro de um complexo RISC onde elas podem
conduzir a clivagem das moléculas de RNA-alvo.

Como usado aqui, uma molécula de "pré-miRNA" &€ uma moleé-
cula de RNA com cerca de 100 a cerca de 200 nucleotideos, preferivelmente
cerca de 100 a cerca de 130 nucleotideos que pode adotar uma estrutura
secundaria que compreende um tronco de RNA de fita dupla e uma alga de
RNA de fita simples e que compreende ainda a sequéncia de nucleotideos
do miRNA (e sua sequéncia complementar) no tronco de RNA de fita dupla.
Preferivelrhente, o miRNA e seu complemento estéo localizados a cerca de
10 a cerca de 20 nucleotideos das extremidades livres do tronco de miRNA
de fita dupla. O comprimento e a sequéncia da regido de alga da fita simples
ndo sao criticos e podem variar consideravelmente, por exemplo, entre 30 e
50 nt de comprimento. Um exemplo de um pré-miRNA sintético esta repre-
sentado na Figura 1. Preferivelmente, a diferenca de energia livre entre es-
truturas de RNA nédo-pareada e pareada esta entre -20 a -60 kcal/mol, parti-
cularmente em torno de -40 kcal/mol. A complementaridade entre o miRNA e
o miRNA* ndo precisa ser perfeita e cerca de 1 a 3 projegdées de nucleoti-
deos ndo-pareados podem ser toleradas. A estrutura secundaria adotada por
uma molécula de RNA pode ser predita por algoritmos de computador con-
vencionais na técnica tal como mFOLD. A fita particular do tronco de RNA de
fita dupla do pré-miRNA que é liberada pela atividade de DCL e carregada
sobre o complexo RISC é determinada pelo grau de complementaridade na
extremidade 5', de acofdo com o que a fita que esta menos envolvida em
sua terminagéo 5' com pontes de hidrogénio entre os nucleotideos de fitas
diferentes do tronco de dsRNA clivado é carregada sobre o complexo RISC
e determinara a especificidade de sequéncia da degradag&o da molécula do
RNA-alvo. Entretanto, se empiricamente a molécula de miRNA de uma mo-
lécula sintética de pré-miRNA particular nao é funcional (por que a fita "erra-
da" foi carregada sobre o complexo RISC) ficard imediatamente claro que

esse problema pode ser solucionado pela alteragdo de posigdo da molécula
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de miRNA e seu complemento sobre as respectivas fitas do tronco de dsR-
NA da molécula de pré-miRNA. Como é conhecido na técnica, a ligagao en-
tre A e U que envolve duas ligacdes de hidrogénio ou entre G e U que en-
volve duas ligagdes de hidrogénio sdo menos fortes do que entre G e C que
envolve trés ligacdes de hidrogénio.

Moléculas de miRNA que ocorrem naturaimente podem estar
compreendidas dentro de suas moléculas de pré-miRNA que ocorrem natu-
ralmente, mas elas também podem ser introduzidas em arcabougos existen-
tes de molécula de miRNA pela substituicdo da sequéncia de nucleotideos
da molécula de miRNA processada normaimente a partir de tal molécula de
prée-miRNA existente pela sequéncia de nucleotideos de outro miRNA de
interesse. Igualmente, moléculas sintéticas de miRNA podem estar compre-
endidas dentro e processadas a partir de arcabougos de molécula de pré-
mMiRNA existentes ou arcabougos de pré-miRNA sintético.

As moléculas de pré-miRNA (e consequentemente também as
moléculas de miRNA) podem ser convenientemente introduzidas em uma
célula de planta pelo provimento das células de planta com um gene que
compreende um promotor que pode ser expresso em planta operativamente
ligado a uma regido de DNA, que quando transcrita rende a molécula de pré-
miRNA. O promotor que pode ser expresso em planta pode ser o promotor
naturalmente associado com a molécula de pré-miRNA ou pode ser um
promotor heterélogo.

| Moléculas adequadas de miRNA e pré-microRNA para a regula-
¢do negativa da expressao do alelo subgendmico D do gene GhGluc 1 estéo
descritas nas entradas da listagem de sequéncia de SEQ ID N° 15, 16, 20 e
21.

Moléculas adequadas de miRNA e pré-microRNA para a regula-
¢30 negativa da expressao do alelo subgendmico A do gene GhGluc 1 estéo
descritas nas entradas da listagem de sequéncia de SEQ ID N° 13, 13, 17,
18 e 19.

Como usado aqui, a expressao "promotor que pode ser expres-

so em planta" significa uma sequéncia de DNA que é capaz de controlar (ini-
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ciar) a transcrigdo em uma célula de planta. Isso inclui qualquer promotor
originado de planta, mas também qualquer promotor ndo-originado em plan-
ta que € capaz de direcionar a transcricio em uma célula de planta, isto é,
certos promotores de origem viral ou bacteriana tais como CaMV35S, o
promotor N° 4 ou N° 7 do virus do trevo subterraneo ou genes-promotores
de T-DNA e similares.

Um promotor que pode ser expresso em planta que controle o
inicio e a manuteng&o da transcrigéo, preferencialmente em células de fibra,
€ um promotor que conduz a transcricdo da regido de DNA operativamente
ligado em um nivel mais elevado nas células de fibra e nas células da epi-
derme subjacente do que em outras células ou tecidos da planta. Tais pro-
motores incluem o promotor para algodao do gene de B-tubulina especifico
para fibra (como descrito em W00210377), o promotor para algodao do ge-
ne de actina especifico para fibra (como descrito em W00210413), o promo-
tor de um gene de proteina de transferéncia de lipideo especifica para fibra
de algod&o (descrito em US5792933), o promotor para um gene de expansi-
na de algodéao (WO9830698) ou um promotor de um gene de quitinase no
algodéo (US2003106097) ou os promotores dos genes especificos para fibra
descritos em US6259003 ou US6166294. Promotores seletivos para fibra
como descritos aqui também podem ser usados.

Para algumas aplicagbes, pode ser benéfico diminuir o compri-
mento da fibra em uma planta que produz fibra, tal como uma planta de al-
godao. Por exemplo, pode ser benéfico diminuir a quantidade de fibra distor-
cida em uma planta de algod&o, deixando assim mais energia e material pa-
ra incorporagdo na fibra em plumas em plantas de algod&o. Isso pode ser
obtido convenientemente pela (super)expressdo de uma B-1,3-endogluca-
nase em células de fibra em um estagio precoce do desenvolvimento de
uma célula de fibra, por exemplo, usando um promotor seletivo para fibra
como aqui descrito que € expresso no final da fase de alongamento rapido.

A invencdo também abrange os genes quimeéricos aqui descri-

tos, assim como as plantas, sementes, tecidos que compreendem esses ge-

‘nes quiméricos e fibras produzidas a partir de tais plantas.
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O comprimento da fibra ou outras propriedades da fibra e a qua-
lidade da fibra no algodédo também podem ser aumentadas ou alteradas pelo
isolamento de variantes alélicas do subgenoma D que ndo codificam mais
uma B-1,3-endoglucanase funcional ou que codificam uma proteina variante
com atividade enzimética fraca.

Os métodos para transformacao de plantas sdo bem conhecidos
na técnica e sdo de pouca relevancia para a presente invengao. Métodos
para transformar plantas de algoddo também s&o bem conhecidos na técni-
ca. A transformagéo do algoddo mediada por Agrobactéria foi descrita, por
exemplo, na patente U.S. 5.004.863 ou na patente U.S. 6.483.013 e a trans-
formagao do algodao pelo bombardeio de particula esta descrito, por exem-
plo, em WO 92/15675.

Os genes quiméricos de acordo com a inven¢ao podem ser in-
troduzidos nas plantas de uma maneira estavel ou de uma maneira transitd-
ria usando métodos bem conhecidos na técnica. Os genes quiméricos po-
‘dem ser introduzidos nas plantas ou podem ser gerados dentro da célula da
planta como descrito, por exemplo, em EP 1339859.

Os genes quiméricos podem ser introduzidos pela transforma-
¢ado em plantas de algodao a partir das quais os calos embriogénicos podem
ser derivados, tais como Coker 312, Coker310, Coker 5Acala SJ-5,
GSC25110, FIBERMAX 819, Siokra 1-3, T25, GSA75, Acala SJ2, Acala SJ4,
Acala SJ5, Acala SJ-C1, Acala B1644, Acala B1654-26, Acala B1654-43,
Acala B3991, Acala GC356, Acala GC510, Acala GAM1, Acala C1, Acala
Royale, Acala Maxxa, Acala Prema, Acala B638, Acala B1810, Acala B2724,
Acala B4894, Acala B5002, non Acala "picker" Siokra, variedade "stripper"
FC2017, Coker 315, STONEVILLE 506, STONEVILLE 825, DP50, DP61,
DP90, DP77, DES119, McN235, HBX87, HBX191, HBX107, FC 3027,
CHEMBRED A1, CHEMBRED A2, CHEMBRED A3, CHEMBRED A4,
CHEMBRED B1, CHEMBRED B2, CHEMBRED B3, CHEMBRED C1,
CHEMBRED C2, CHEMBRED C3, CHEMBRED C4, PAYMASTER 145,
HS26, HS46, SICALA, PIMA S6 ORO BLANCO PIMA, FIBERMAX FM5013,
FIBERMAX FM5015, FIBERMAX FM5017, FIBERMAX FM989, FIBERMAX
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FM832, FIBERMAX FM966, FIBERMAX FM958, FIBERMAX FM989, FI-
BERMAX FMS58, FIBERMAX FM832, FIBERMAX FM991, FIBERMAX
FM819, FIBERMAX FM800, FIBERMAX FM960, FIBERMAX FM966, FI-
BERMAX FM981, FIBERMAX FM5035, FIBERMAX FM5044, FIBERMAX
FM5045, FIBERMAX FM5013, FIBERMAX FM5015, FIBERMAX FM5017 ou
FIBERMAX FM5024 e plantas com genoétipos derivados dessas.

"Algodao” como usado aqui inclui Gossypium hirsutum ou
Gossypium barbadense. "Plantas de algodao parentais” incluem Gossypium
arboretum, Gossypium herbaceum e Gossypium raimondii € Gossypium lon-
gicalyx.

Os métodos e meios da presente invengéo também podem ser
empregados para outras espécies de planta tais como canhamo, juta, linho e
plantas lenhosas, incluindo mas nao limitado a Pinus spp., Populus spp.,
Picea spp., Eucalyptus spp. efc.

A planta transformada obtida pode ser usada em um esquema
de reprodugdo convencional para produzir mais plantas transformadas com
as mesmas caracteristicas ou para introduzir o gene quimérico de acordo
com a invengdo em outras variedades da mesma espécie ou de espécies de
planta relacionadas ou em plantas hibridas. As sementes obtidas das plan-
tas transformadas contém o gene quimérico da invengdo como um inserto
gendmico estavel e sdo também abrangidas pela invencgao.

Em outra modalidade da invengao, sdo providos anticorpos sur-
gidos contra as proteinas f3-1,3-endoglucanase, particularmente anticorpos
que reconhecem proteinas B-1,3-endoglucanase que tém sequéncias de a-
minoéacidos de SEQ ID N° 11 e 12.

Como usado aqui, "compreendendo" deve ser interpretado co-
mo especificando a presenga dos aspectos estabelecidos, numeros inteiros,
etapas ou componentes como referidos, mas ndo excluindo a presenca ou
adicdo de um ou mais aspectos, numeros inteiros, etapas ou componentes
ou seus grupos. Assim, por exemplo, um &cido nucleico ou proteina que
compreende uma sequéncia de nucleotideos ou aminoacidos, pode compre-

ender mais nucleotideos ou aminoacidos do que aqueles realmente citados,
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isto &, estar embebidos em um acido nucleico ou proteina maiores. Um gene
quimérico que compreende uma regido de DNA, que esta funcionalmente ou
estruturalmente definida, pode compreender regides de DNA adicionais, etc.

Os seguintes Exemplos nao-limitantes descrevem a identifica-
¢ao de duas f-1,3-endoglucanases do subtipo A e D no algodao assim como
suas regides promotoras e a analise do momento de expressao e envolvi-
mento na sintese da parede celular secundaria. Também s&o descritos ge-
nes quimeéricos para alteragédo das caracteristicas da fibra, para expresséo
preferencial em fibra e especifica para fibra em plantas que produzem fibra
tais como o algodao e seus usos. A menos que estabelecido de outra manei-
ra nos Exemplos, todas as técnicas de DNA recombinante sio realizadas de
acordo com protocolos padronizados como descrito em Sambrook et al.
(1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, NY e nos Volumes 1 ¢ 2 de Ausubel ef al. (1994)
Current Protocols in Molecular Biology, Current Protocols, USA. Materiais e
métodos padronizados para o trabalho molecular em planta estao descritos
em Plant Molecular Biology Labfax (1993) by R.D.D. Croy, conjuntamente
publicado por BIOS Scientific Publications Ltd (UK) e Blackwell Scientific Pu-
blications, UK.

Através da descricdo e dos Exemplos, é feita referéncia as se-
guintes sequéncias representadas na listagem de sequéncias:

SEQ ID N° 1: fragmento gendmico amplificado de $-1,3-endo-
glucanase de Gossypium hirsutum Fiber Max966, subtipo A

SEQ ID N° 2: fragmento gendmico amplificado de $-1,3-endo-
glucanase de Gossypium hirsutum Fiber Max966, subtipo D

SEQ ID Ne° 3: fragmento gendémico amplificado de B-1,3-endo-
glucanase de Gossypium arborefum

SEQ ID Ne° 4: fragmento gendmico amplificado de B-1,3-endo-
glucanase de Gossypium raimondii

SEQ ID N° 5: iniciador em sentido reverso (SE002) para amplifi-
cagao de fragmento genémico de B-1,3-endoglucanase

SEQ ID N° 6: iniciador em sentido direto (SE003) para amplifi-
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cagao de fragmento genémico de p-1,3-endoglucanase

SEQ ID N° 7: sequéncia de aminoacidos codificada pelo frag-
mento gendémico amplificado de B-1,3-endoglucanase de Gossypium hirsu-
tum Fiber Max966, subtipo A

SEQ ID N° 8: sequéncia de aminoacidos codificada pelo frag-
mento gendmico amplificado de B-1,3-endoglucanase de Gossypium hirsu-
tum Fiber Max966, subtipo D

SEQ ID N° 9: sequéncia de nucleotideos do clone gendmico
completo de B-1,3-endoglucanase de Gossypium hirsutum Fiber Max966,
subtipo A, incluindo a sequéncia promotora

SEQ ID N° 10: sequéncia de nucleotideos do clone gendmico
completo de B-1,3-endoglucanase de Gossypium hirsutum Fiber Max966,
subtipo D, incluindo a sequéncia promotora

SEQ ID N° 11: sequéncia de aminoacidos de $-1,3-endogluca-
nase completa de Gossypium hirsutum Fiber Max966, subtipo A

SEQ ID N° 12: sequéncia de aminoacidos de B-1,3-endogluca-
nase completa de Gossypium hirsutum Fiber Max966, subtipo D

SEQ ID N° 13: sequéncia de nucleotideos de pré-miRNA1

SEQ ID N° 14: sequéncia de nucleotideos de pré-miRNA1 com
sitios de clonagem

SEQ ID N° 15: sequéncia de nucleotideos de pré-miRD1

SEQ ID N° 16: sequéncia de nucleotideos de pré-miRD1 com si-
tios de clonagem

SEQ ID N° 17: sequéncia de nucleotideos de pré-miRA2

SEQ ID N° 18: sequéncia de nucleotideos de pré-miRA2aa

SEQ ID N° 19: sequéncia de nucleotideos de pré-miRA2aa com
sitios de clonagem

SEQ ID N° 20: sequéncia de nuclectideos de pré-miRD2

SEQ ID N° 21: sequéncia de nucleotideos de pré-miRD2 com si-
tios de clonagem

Exemplo 1: Identificacdo de alelos especificos subgendmicos A e D que co-

dificam uma p-1,3-endoglucanase seletiva para fibra em plantas de algodao
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e plantas de algodao parentais.

Foi proposto que a calose esta envolvida no processo de manu-
tencdo da turgéncia em células de fibra em crescimento. A remogéo da calo-
se na base das estruturas de ligagdo entre células de fibra e néo fibra de
algodéo, conhecidas como plasmodesmos, dissipa a pressédo de turgéncia.
Isso resulta no término do alongamento rapido da fibra. Portanto, pelo retar-
damento da remogéao da calose, o comprimento da fibra deve ser aumenta-
do.

A enzima B-1,3-endoglucanase catalisa a hidrolise das ligagdes
-1,3-D-glicosidicas em B-1,3-D-glicano (calose). Um géne de p-1,3-endoglu-
canase especifica para fibra codificado por GhGluc 1 ndo foi detectado
quando a calose foi depositada na base da fibra, mas tornou-se evidente no
momento da degradag&o da calose.

Em resumo, o fechamento dos plasmodesmos parece desem-
penhar um papel importante no alongamento das fibras de algodao. A depo-
sicdo e a degradagao da calose devem estar envolvidas no fechamento e
reabertura dos plasmodesmos, respectivamente. A expressdo de GhGluc 1
pode desempenhar um papel nesse processo pela degradacdo da calose,
reabrindo assim os plasmodesmos. (Ruan et al., 2004, Plant Physiology —
136:4104-4113).

Baseado na sequéncia de nucleotideos de GhGluc 1 ( numero
de acesso EMBL D88416) descrita em Ruan et al., 2004, Plant Physiology —
136:4104-4113, 2 iniciadores (SE002: ggccgaagcecgatcttatctagg (iniciador em
sentido reverso; SEQ ID N° 5) e SE003: cggcaacaatcttccatctccag (iniciador
em sentido direto, SEQ ID N° 6)) foram determinados para amplificar frag-
mentos gendmicos de DNA de G. hirsutum (genoma AD), G. arboreum (ge-
noma A) e G.raimondii (genoma D). Esses fragmentos foram seqUenciados
(vide SEQ ID N° 1 a 4). Para G. hirsutum foram derivadas 2 sequéncias de
consenso, para G. arboreum foi derivada 1 sequéncia de consenso € para
G.raimondii foi derivada 1 sequéncia de consenso.

Sintese dos polimorfismos entre as duas sequéncias de G. hir-

sutum e as duas sequéncias diploides:



4]

S | E

00505704126501490977508624591
SIS RS2 |eIEIR[RIRIRICIRINININIZIRIZIS 88852 2(2/8|5

O

C
~ | 2D
g |8 |
mwm>>-o>>oooo>ooo._.OOOQOOOO40®>O
S| ¢

O
<
O | £
D | 2
w..m>oaoo>>ooo>>mooqooooooooqoo\yo
2 | 5
o
O
O | E
212
m g ADIA|C|IC|G|C|G|A|A|C|G|A|G|G|C|TI|I/T|IA|/A|C|T|T|G|C|G|T|G|T
o

wm
5|8 |
® .mU,>OO®OO>>OO>>®O._.4>>OO._.>OO._.O._.
G | = |

Q)

ov



10

15

20

41

Consequentemente, um tipo da sequéncia corresponde a se-
quéncia do genoma A e o outro tipo corresponde ao genoma D.

Usando um digesto Alw/ (sitio de reconhecimento = GGATC)
sobre o fragmento amplificado por PCR, ambas as variantes subgendmicas
dentro de hirsutum ou do genoma podem ser distinguidas (vide figura 5).
Assim o seguinte protocolo pode ser usado para distinguir os alelos do sub-
genoma A e D de GhGluc 1. Os iniciadores usados sdo:

a. SE002: GGCCGAAGCCGATCTTATCTAGG (SEQ ID N° 5)

b. SE003: CGGCAACAATCTTCCATCTCCAG (SEQ ID N° 6)

O comprimento do produto de PCR esperado € de 655 bp.
Condigbes de PCR:

1x
DNA_Padréo (200ng/pl) 1 pl
Tampao 5 x GreenGoTaq 5ul
SE002 (10uM) 0,75 ul
SEQ03 (10uM) 0,75 pl
dNTP's (20 mM) 0,5 ul
GoTaq polYmerase 0,25 pl
AguaMQ 16,75
25 pl
Perfil de PR
95°C — 5 min
95°C ~ 1 min )
58°C — 1 min T 5 x
72°C — 2 min )
93°C-30s )
58°C-30s » 25x
72°C —1 min |
72°C - 10 min

Apds a amplificagdo por PCR, o fragmento de PCR é digerido
com o digesto Alwl (3 h de incubagdo @ 37°C) usando 10 pl de padrao; 1 pl
de enzima Alwl; 2 pl de tampé&o de restricdo NEB 4, 7 pl de agua MQ. Os
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fragmentos resultantes sdo analisados sobre gel TAE 1,5% corado com
EtBr.

Os tamanhos esperados das bandas para o fragmento de PCR
especificos para o alelo do subgenoma A sio: 479+118+59 bp. Os tama-
nhos esperados das bandas para o fragmento de PCR especificos para o
alelo do subgenoma D sdo: 53+118 bp.

Exemplo 2: Expressio diferencial de alelos especificos dos subgenomas A e

D gue codificam uma (3-1,3-endoglucanase seletiva para fibra e correlacdo

com os estagios de desenvolvimento da fibra em Gossypium hirsutum.

A expressdo alélica especifica através do perfil de crescimen-
to/desenvolvimento da fibra foi analisada para G. hirsutum. DNA de bibliote-
cas de cDNA criadas a partir de células de fibra e semente com 5DPA e a
partir de células de fibra com 10, 15, 20 e 40 DPA foi extraido, a concentra-
¢do foi equalizada e a amplificacdo por PCR mencionada acima foi realiza-
da. As diferengas nas intensidades das bandas correspondem a diferencas
relativas na expressao (Figura 6, banda 2, 4, 6, 8 e 10. Um controle positivo
(DNA gendmico) foi incluido (Figura 6, banda 12). Uma digestao com Alwl foi
realizada como descrito no Exemplo 1 para distinguir entre os 2 alelos sub-
gendmicos dos genes GhGluc 1 (Figura 6, bandas 3, 5,7, 9, 11 e 13).

O perfil de expressao pode ser resumido como se segue:

5 dpa 10 dpa 15 dpa 20 dpa 30 dpa 40 dpa
/ / D D AeD AeD

Durante a fase de alongamento rapido no desenvolvimento da
fibra (5 € 10 dpa), ndo ha expressdo de GhGluc 1. Portanto, o tampao de
calose nado é degradado; a turgéncia na celula nao é liberada e o alonga-
mento continua. Acredita-SE que a banda mais fraca com 5 dpa indica al-
guma expressao na semente (ndo na fibra). Na transi¢do durante a fase de
alongamento e a fase de formagéo da parede secundaria (15 DPA), GhGluc
1 é expresso. Isso libera a turgéncia na célula e o alongamento rapido ces-
sa. Apenas a variante similar ao genoma D do gene GhGluc 1 é expressa.
Com 20 DPA ha mais expressdo do que com 15 DPA (banda mais intensa).

A variante similar ao genoma A n&o & expressa com 15 e 20 DPA. A variante
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similar ao genoma A, assim como a variante similar ao genoma D, € expres-
sa com 30 e 40 DPA e possivelmente desempenha um papel na maturagdo
ou outras propriedades da fibra.

Exemplo 3: Isolamento e identificacio de regido promotora de alelos especi-

ficos dos subgenomas A e D que codificam uma B-1,3-endoglucanase seleti-

va para fibra.
Um fragmento de PCR que compreende a sequéncia de nucleo-

tideos dos alelos especificos subgendmicos A e D de GhGluc 1 foi usado
para rastrear uma biblioteca BAC que contém clones de DNA gendmico da
variedade de Gossypium hirsutum. 4 clones diferentes foram identificados, 2
para cada variante subgendmica. A sequéncia de nucleotideos dos fragmen-
tos gendmicos para cada uma das variantes alélicas foi identificada e esta
representada na SEQ ID N° 9 (genoma A) e SEQ ID N° 10 (genoma D).

 Para a variante do genoma A, um TATA box pode ser identifica-
do nas posicdes 2278 a 2281; um sitio de inicio da transcrigdo na posigao
2308. A lider 5' ndo-traduzida se estende do nucleotideo 2308 a 2409; o c6-
don de inicio da tradugao esta localizado nas posigoes 2410 a 2412. A se-
quéncia codificadora consiste em dois éxons (nt 2410 a 2443 e nt 2556 a
3499) separada por uma sequéncia de intron (2444 a 2555). O cbédon de
parada da tradugdo esta localizado na posi¢do 3497 a 3499 e o sitio de poli-
adenilagéo esté localizado na posigéo 3624.

Para a variante do genoma D, um TATA box pode ser identifica-
do nas posicdes 3242 a 3245; um sitio de inicio da transcricdo na posi¢éo
3270. A lider 5' ndo-traduzida se estende do nucleotideo 3270 a 3372; o co-
don de inicio da tradugéo esté localizado nas posi¢oes 3373 a 3375. A se-
quéncia codificadora consiste em dois éxons (nt 3373 a 3406 e nt 3501 a
4444) separada por uma sequéncia de intron (nt 3407 a 3500). O cddon de
parada da traducgdo esta localizado na posicéo 4442 a 4444 e o sitio de poli-
adenilagéo esta localizado na posicao 4566.

A sequéncia de nucleotideos das regides codificadoras fundidas
foi alinhada (Figura 2)e as diferencas estdo indicadas; similarmente, as se-

guéncias de nucleotideos dos introns foram alinhadas (Figura 3). A Figura 4
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mostra um alinhamento das proteinas codificadas, enquanto que a figura 1
mostra um alinhamento das sequéncias de nucleotideos localizadas a mon-
tante da regido codificadora.

Exemplo 4: Construtos de gene quimérico que compreendem regides promo-

toras seletivas para fibra diferentes operativamente ligadas a um gene mar-

cador.

Os seguintes fragmentos de DNA foram operativamente ligados
usando técnicas recombinantes padronizadas:

a. A sequéncia de nucleotideos do promotor especifico do alelo
A compreendendo a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID N° 9 do nucleoti-
deo 465 ao nucleotideo 2409.

b. Uma regido codificadora de p-glicuronidase (GUS)

c. Um fragmento que compreende um sinal de término da trans-
cricao e de poliadenilagdo (CaMV) 3' 35S (indicado daqui por diante como
Gluc1-SGA (A1.9)) e

d. A sequéncia de nucleotideos do promotor especifico para o
alelo A que compreende a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID N° 9 do
nucleotideo 1374 ao nucleotideo 2409.

e. Uma regido codificadora de B-glicuronidase (GUS)

f. Um fragmento que compreende um sinal de término da trans-
crigéo e de poliadenilagéo (CaMV) 3' 35S

e

g. A sequéncia de nucleotideos do promotor especifico para o
alelo A que compreende a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID N° 9 do
nucleotideo 1531 ao nucleotideo 2409.

h. Uma regido codificadora de B-glicuronidase (GUS)

i. Um fragmento que compreende um sinal de término da trans-
cricdo e de poliadenilagdo (CaMV) 3' 35S

e

j- A sequéncia de nucleotideos do promotor especifico para o
alelo D que compreende a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID N° 10 do

nucleotideo 1397 ao nucleotideo 3372. (indicado daqui por diante como



10

15

20

25

30

45

Gluc1-SGD (D2.0))

k. Uma regido codificadora de B-glicuronidése (GUS)

[. Um fragmento que compreende um sinal de término da trans-
cricdo e de poliadenilagao (CaMV) 3' 35S

e

m. A sequéncia de nucleotideos do promotor especifico para o
alelo D que compreende a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID N° 10 do
nucleotideo‘ 2371 ao nucleotideo 3372.

n. Uma regido codificadora de B-glicuronidase (GUS)

Um fragmento que compreende um sinal de término da transcri-
¢ao e de poliadenilagéo (CaMV) 3' 35S

ou

0. A sequéncia de nucleotideos do promotor especifico para o
alelo D que compreende a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID N° 10 do
nucleotideo 2718 ao nucleotideo 3372.

p. Uma regido codificadora de B-glicuronidase (GUS)

g. Um fragmento que compreende um sinal de término da trans-
cri¢do e de poliadenilagéo (CaMV) 3 35S

Os genes quiméricos acima foram clonados separadamente em
um vetor de T-DNA, na presenca de um gene marcador quimeérico selecio-
nado e introduzidos na cepa de Agrobacterium tumefasciens que compreen-
de um plasmideo Ti auxiliar desarmado. As cepas de Agrobacterium foram
usadas para gerar plantas dre algodao transgénicas de acordo com o método
descrito em WOO00/71733. As células de fibra e outros tecidos dessas plan-
tas foram corados histoquimicame’nte.

A expressdo dos construtos quiméricos diferentes & predomi-
nantemente observada nas células de fibra e fibras.

Exemplo 5: Construtos de gene quimérico compreendendo regibes promoto-

ras seletivas para fibra diferentes operativamente ligadas a regido codifica-

dora de N-acetilglicosamina transferase

Construtos similares aos construtos do Exemplo 4, mas em que

a regido codificadora de GUS foi substituida por uma regido codificadora de
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NodC (vide W0O2006/136531, especificamente as SEQ ID 1 a 9, incorpora-
das por referéncia) precedida por uma sequéncia lider ndo-traduzida Cab22,
que foram reunidas usando técnicas comuns de DNA recombinante.

Esses genes quiméricos sdo clonados separadamente em um
vetor de T-DNA na presenga de um gene marcador quimérico selecionado e
introduzidos na cepa de Agrobacterium tumefasciens que compreende um
plasmideo Ti auxiliar desarmado. As cepas de Agrobacterium foram usadas
para gerar plantas de algodo transgénicas de acordo com o método descri-

to em WOO00/71733. As células de fibra e outros tecidos dessas plantas s&o

analisados quanto a presenca de oligossacarideos positivamente carregados

como descrito em WQ2006/136531.

Exemplo 6: Aumento do comprimento da fibra em Gossypium hirsutum pela

requlacdo negativa de alelos especificos do subgenoma D que codificam

uma B-1,3-glicanase seletiva para fibra.

Pré-microRNAs sintéticos especificos para a variante alélica
subgendmica A ou D de GhGluc 1 foram planejados usando regras de plane-
jamento disponiveis na técnica.

Moléculas adequadas de miRNA e pré-microRNA para a regula-
¢a0 negativa especifica da expressdo do alelo subgenémico D de GhGluc 1
estao descritas nas entradas da listagem de sequéncia de SEQ ID N° 15, 16,
20 e 21.

Moléculas adeqguadas de miRNA e pré-microRNA para a regula-
cao negativa especifica da expressédo do alelo subgendmico A de GhGluc 1
estdo descritas nas entradas da listagem de sequéncia de SEQ ID N° 13, 14,
17,18 e 19.

As sequéncias de nucleotideos que codificam o pré-microRNA
séo clonadas sob o controle de um promotor CaMV 35S ou sob o controle de
um promotor especifico para fibra e/ou preferencial para fibra como descrito
no Exemplo 4.

Esses genes q'uiméricos sdo clonados separadamente em um
vetor de T-DNA na presenca de um gene marcador quimerico selecionado e

introduzidos na cepa de Agrobacterium tumefasciens que compreende um
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plasmideo Ti auxiliar desarmado. As cepas de Agrobacterium foram usadas
para gerar plantas de algodao transgénicas de acordo com o método descri-
to em WOO00/71733. As fibras de tais plantas ou de sua progénie séo anali-
sadas quanto ao comprimento da fibra aumentado.

Exemplo 7: Andlise da especificidade de promotores gluc1 para fibras.

RNA foi isolado de folhas, raizes e caules de algodao e analisa-
do para a expressao de genes gluc1 e para o gene da proteina fosfatase 2A
(uma Serina/Treonina fosfatase abundante e conservada com ampla especi-
ficidade pelo substrato e fungdes celulares diversas). A sintese da primeira
fita de cDNA foi realizada usando o sistema SuperScript First Strand Synthe-
sis para RT-PCR (Invitrogen), apés o que os iniciadores especificos para
gluct ou pp2A foram adicionados e a regcao de RT-PCR foi realizada. Os
resultados sdo visualizados na Figura 7. O resultado positivo na banda 17
indica que a sintese da primeira fita foi obtida com sucesso. Os resultados
positivos nas bandas 10, 12, 14 usando iniciadores especificos para pp2A
em amostras de RNA de folha, raiz e caule indicaram especificamente que a
sintese da primeira fita na amostra de folha, raiz e caule funcionou. As ban-
das 11, 13 e 15 sdo controles negativos que omitem a transcriptase reversa
da reagdo. A banda 8 € um controle positivo que consiste em DNA gendmico
para verificar a exatiddo da reagdo de PCR especifica para gluc1. Nas ban-
das 2, 4, 6 nenhum sinal pode ser detectado indicando a auséncia da ex-
pressdo de Gluc1 em folhas, raizes e caules de algoddo. As bandas 3, 5e 7
sao controles negativos que omitem a transcriptase reversa.

Em conclusao, nenhuma expressao de Gluc1 pode ser detecta-
da na folha, raiz e tecido do caule de algodéo.

Exemplo 8: Transformacéo de 6vulo de algodao com cepas de Agrobacteti-

um contendo

~ Ovulos de flores de algodéao foram isolados com ODPA, 1DPA e
2DPA e usados para experimentos de cultura de 6vulo (como descrito, por
exemplo, por Feng e Brown, 2000, In vitro Cellular & Developmental Biology,
Volume 36, NUmero 4, paginas 293 a 299) apds a transformagao com Agro-

bacterium tumefasciens que carrega o promotor quimérico diferente de
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gluct::genes de fusdo de GUS indicados no Exemplo 4 como Gluci-
SGA(A1.9) e Gluc1-SGD(D2.0). As células de fibra/fibras iniciais foram ana-
lisadas histoquimicamente para a expressdo de GUS apos 1 semana, 2 se-
manas, 3 semanas, 4 semanas ou 5 semanas. Como um controle positivo,
ovulos cultivados foram incluidos que tinham sido infectados com uma cepa
de Agrobacterium abrigando um promotor quimérico CaMV35::gene de fusédo
de GUS. Observe que a regiao codificadora de GUS usada continha uma
sequéncia de intron para evitar a expressdo acidental de GUS nas Agrobac-
térias infectantes. Os resultados estdo resumidos na Tabela 1.

Tabela 1: Andlise histoquimica de GUS dos 6vulos de algodao cultivados e

transfectados
7DPA | 14DPA | 21DPA | 28DPA | 35DPA
CaMV35S-gus + + + + +
Gluc1-SGA-gus - - - - +
Gluc1-SGD-gus - + + + -

Esses dados corroboram os perfis de expressao deduzidos para
os promotores dos diferentes alelos subgendémicos para GhGluc 1 a partir

dos dados do Exemplo 2.
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REIVINDICAGOES

1. Gene quimérico, caracterizado pelo fato de que compreende
as seguintes regides de DNA operacionalmente ligadas:

a) um promotor especifico para célula de fibra que promove a
expressao do gene além de 30 DPA compreendendo a sequéncia de nucleo-
tideos de SEQ ID NO: 9, a partir da posi¢ao de nucleotideo 465 até a posi-
¢ao de nucleotideo 2307;

b) uma regido de DNA heterdloga que codifica um RNA de inte-
resse biologicamente ativo; e

¢) um sinal de terminagao de transcrigdo e de poliadenilagao.

2. Gene quimérico de acordo com a reivindicagao 1, caracteri-
zado pelo fato de que o referido RNA biologicamente ativo codifica uma pro-
teina de interesse.

3. Gene quimérico de acordo com a reivindicagéo 2, caracteri-
zado pelo fato de que a dita regido de DNA heterdlogo codifica uma molécu-
la selecionada dentre uma N-acetilglicosamina transferase, preferivelmente
uma N-acetilglicosamina transferase do tipo NodC, uma celulose sintase,
uma sacarose sintase, preferivelmente uma sacarose sintase do tipo C; uma
sacarose fosfato sintase; uma -1,3-endoglucanase, xilano sintase (cs1F),
xiloglicano sintase (cs1D) e 1,3-1,4 glicano sintase (cs1C).

4. Gene quimérico de acordo com a reivindicagao 1, caracteri-
zado pelo fato de que o referido RNA biologicamente ativo € uma ribozima,
microRNA, RNA de fita dupla em forma de grampo.

5. Gene quimérico de acordo com a reivindicagéo 2, caracteri-
zado pelo fato de que o referido RNA biologicamente ativo regula negativa-
mente a expressdao de um gene enddgeno de algodao, tal como B-1,3-
endoglucanase.

6. Gene quimérico de acordo com a reivindicagao 1, caracteriza-
do pelo fato de que o dito promotor especifico para célula de fibra compre-
ende ainda a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 9, a partir da posi-
¢ao de nucleotideo 2308 até a posicao de nucleotideo 2409.

7. Método para expressar um RNA biologicamente ativo prefe-
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rencialmente em uma célula de fibra de uma planta que produz fibra, tal co-
mo uma planta de algodao, caracterizado pelo fato de que compreende:

a) fornecer as células da referida planta com um gene quimérico
como definido em qualquer uma das reivindicagées 1 a 5; e

b) cultivar as referidas plantas.

8. Método de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado pelo
fato de que a referida planta é uma planta de algodéo.

9. Uso de um promotor especifico para fibra no gene quimérico
como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 5, caracterizado pelo
fato de que é para expressao preferencial de um RNA biologicamente ativo
em células de fibra de uma planta que produz fibra.

10. Uso de acordo com a reivindicagao 9, caracterizado pelo fa-

to de que a referida planta é uma planta de algodao.
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—————————————————————————————————— ttaaattataaattaatttaaagtaaaattacattttaacctaaaaaaa-gagaaaagtatatcta
gtccttgaccctaatggaaaaattgttatgttgattaaattataaattaatttaaggtaaaattatattttgacctaaaaaaatgaaaaaaatatatcta

atttcttcgaaaatggaaagaaaattataaatt---—~-~-----——-—~ tatggcatttctaaaaaaattctgaatteget-------- actaaaagatg
gtttcttcgaaaatgaaaagaaaataataaattgatacattataaaatttatggcatttctaaaaaaattctgaatttgatgaaattataataaaaaaaa

A= T e T e e e e e e e aattata----—---—----—-~--- aaatccgaagcattaccagaagatggatcaccaaatcaca
agtttaaaaacatatagatttcaagaatagtgggaaaattatatttgaacaacactgaagaaatccaaagcattagcagaaaatggatcaccaaatcaca

aacaatcaatgaaaagtaatgataattaattgaaagtgagcatttaattttgatagccatatacttcectgetgaatttataggttctecattaatgecaatt
aacaatcagtgaaaagtaatgataattaattgaaagtgagcatttaaatttgatageccatatacttcectgctgaatttataggttctcattaatgcaatt

aaattatattcgacaccttttgaatgaaataaaatgacacaagaggaaagacggttcatctatttttt--ctttcaategeccatcaaaataccaaaaat
aaattatatttgtcactttttgaatgaaata-aatgacaca--~------=-- gttcatctattttttttetttcaatcgeccatcaaaataccgaaaat

gtaactacatgcaaaaa—atcaaatatgaaaaatattcatattttgatattttaatatattgtgtgttcaaaacgtaaatgtattgaaaaattatgatgg
gtaactacattaaaaaagatc-~---- gaaaaatattcatattttgatattttaatagattgtgtgttcaaggegta-atgtactaaaaaattatgatgg

tgttgttgctgtatgtecataaaattcaatgtactcacatttatcaaatgtatactttgagagaagttattttgataatactcaagttttttttatagat
tgttgtecgetgtatgteccataaaattcaatgtattegecatgtatcaaatgtaaattttgacacaagttattctaataataatcaagttatttttatacat

gggaaaattttttaaattattttttgattttgatgaaatgtatatataaattttaattcgatacatataaatatatatgtaaattttaaatttaaattta
gagatacatctcaaaattattttt--—-------ommmmmme e atatatccgaaaa-------------~---

ataatatacaattaagaaaataatttataaatattttccgattaaaaataaatctggaaagaagaaatgtcaacactttttcattaaatacaattaggat
———————————————— atcataacgta-----------cgatcaaa-------ctagaaagaggaagtgtcaaaacctattcattatatgcaaatatgat

gggacacgataccttcatgcattgatatctcaggtggtccaaaaactcggaatcctttttgaaaaaaaac--ttccagagagagtatataaatccageag
gggacacgataccctcatgcattgatatctcatattgtccaaaaactcagaatcctttttgaaaaaaaaaaattecagagagagtgtataaatccageag

taggcacaagaaacgagcaccagttattgactttcctttgtaaaaaaaaaaagt-getgagatcaagaaatatagtgaaatatgggtccaagattttetg
tgtgcacaagaaacgagcaccagttattgacattcctttgtaaaaaaaaaaagaagctgagatcaagaaatatagtgaaatatgggtccaacattttetg

ggtttttaétctaagca
ggtttttaatctcagca

Fig. 1
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atgctgtttttaactcaactectetetctaacagatggeccgtgatattggtgtttgetatggtttgaacggcaacaatetteccateteccaggagatgtta
atggtgtttttaactcaactcectctctctaacagatggeegtgatattggtgtttgetatggtttgaacggecaacaatecttecatetecaggagatgtta

ttaatcttttcaaaactagtggcataaacaatatcaggctctaccagecttacectgaagtgetecgaagecagcaaggggatecgggaatatecectetegat
ttaatctttacaaaactagtggcataaacaatatcaggctctaccageccttacecctgaagtgetecgaagecagcaaggggategggaatatceetetegat

gagtacgacaaacgaggacatacaaagcctcgcaacggatcaaagtgcagecgatgecatgggttaacaccaacategtececttataaggaagatgttcecaa
gggtccgagaaacgaggacatacaaagcctecgcaaaagatcaaagtgcageccgatgcatgggttaacaccaacategteccttataaggacgatgttecag

ttcaggttcatcatcattgggaatgaagccattccaggacagtcaagetcttacattectggtgeccatgaacaacataatgaactegetggectecatttg
ttcaagttgatcactattgggaatgaagccatttcaggacaatcaagetcttacattcecectgatgecatgaacaacataatgaactcgectecgecttatttg

ggctaggcacgacgaaggttacgacegtggtecegatgaatgecetaagtacetegtaccetecttecagacggegettttggaagegatataacatecgat
ggttaggcacgacgaaggttacgacegtggteccgatgaatgeectaagtacctegtaccectecttcagacggegettttggaagecgatataacatcgat

catgactagtatcatggccattctggttcgacaggattcgeccecctectgatcaatgtgtacecttattttgectatgectecagacececactcatatttece
catgactagtatcatggccattctggetgtacaggattegecectectgatcaatgtgtacecttattttgectatgectcagacceccactcatatttee

ctcaactacgccttgttcacctcgaccgcaccggtggtggtcgaccaaggcttggaatactacaacctctttgacggcatggtcgatgctttcaatgccg
ctcgattacgecttgttcacctecgacegecaceggtggtggtegaccaaggettggaatactacaacctetttgacggecatggtegatgetttecaatgeeg

ccctagataagatcggetteggecaaattactetcattgtagecgaaactggatggecgaccgecggtaacgagecttacacgagtgtegegaacgetes
ccctagataagatcggettcggecaaattactetcattgtageecgaaactggatggecgaccgeeggtaacgageettacacgagtgtegegaacgetes

aacttataacaagaacttgttgaatcatgtgacgcagaaagggactccgaaaagacctgaatatataatgecgacgtttttettegagatgttcaacgag
aacttataacaagaacttgttaaatcatgtgacgcagaaggggactccgaaaagacctgaatatataatgecgacgtttttettcgagatgttcaacgag

aacttgaagcaacccacagttgagcagaatttcggattcttettceccccaatatgaaccectgtttatecattttggtga
gatttgaagcaacccacagttgagcagaattteggattcttettececcaatatgaaccectgtttatccattttggtga

Fig. 2
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1 gtaaaacaaacttctctacagtgattttacagtaaatatggctttgaaaaatatacaacaaaacatttatcttcaatccattttaattactgatctacta

1 gtaaaacaaacttctctacagtgattttacggtaagtatggctttgaaaaatatacaacaaaacattta-~-—-—------—-vc-—---- tactgatctacca

101 tatatgttgcag
83 tatatgttgcag

Fig. 3
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mlfltqllsltdgrdigvcyglngnnlpspgdvinlfktsginnirlyqgpypevlieaargsgislsmsttnedigslatdgsaadawvntnivpykedvg
mviltqllsltdgrdigveyglngnnlpspgdvinlyktsginnirlygpypevleaargsgislsmgprnedigslakdgsaadawvntnivpykddvg

frfiiigneaipggsssyipgamnnimnslasfglgttkvttvvpmnalstsyppsdgafgsditsimtsimailvrqgdspllinvypyfayasdpthis
fklitigneaisggsssyipdamnnimnslalfglgttkvttvvpmnalstsyppsdgafgsditsimtsimailavqgdspllinvypyfayasdpthis

lnyalftstapvvvdggleyynlfdgmvdafnaaldkigfgqgitlivaetgwptagnepytsvanagtynknllnhvtgkgtpkrpeyimptfffemfne
ldyalftstapvvvdggleyynlfdgmvdafnaaldkigfggitlivaetgwptagnepytsvanaqtynknllnhvtgkgtpkrpeyimptfffemfne

nlkgptvegnfgfffpnmnpvypfw
dlkgptveqnigfffpnmnpvypfw

Fig. 4

GaGlucl#-#Garbf#leaves$gDNA CGGATCAAAGT

GhGluclSGA#FiberMax966#Ghir{#leaves#gDNA CGGATCAAAGT
GhGluclSGD#FiberMax966#Ghir#leaves#gDNA AAGATCAAAGT

GrGlucl#-#Graiffleaves#gDNA AAGATCAAAGT

Fig. 5
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Comprimento da fibra (cm)

=

Curva de crescimento de FM966
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