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(57) Resumo: PROMOTORES DE UBIQUITINA
DE MILHO. A presente invengao refere-se ao
promotor Zea mays c¢.v. B73 ubiquitina-1 (Z.
mays cv B73 Ubi-1) que conduzem 0s niveis
elevados de expressao constitutiva do transgene
nas plantas. O uso repetido do mesmo promotor
Z. mays c.v. B73 Ubi-1 nos constructos
multigene podem também levar ao silenciamento
de genes, tornando os produtos transgénicos
menos eficazes. S&o proporcionados elementos
promotores de regulamentagéo de genes, 0s
constructos, e métodos para a expressao de um
transgene em células de plantas e / ou tecidos
de planta usando os elementos de
regulamentacao dos genes a partir do promotor
Ubi-1 de um diferente genotipo Z. mays, Z. mays
cv Hi-1l.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "PRO-
MOTORES DE UBIQUITINA DE MILHO".
REFERENCIA CRUZADA AOS PEDIDOS DE PATENTE RELACIO-
NADOS
[001] A presente invengao reivindica o beneficio ao 35 USC §
119 (e), do Pedido de Patente Provis6rio US N °de Série 61/ 922,526,

depositado em 31 de dezembro de 2013, toda a descricdo da qual &

incorporada na presente invencao por meio de referéncia.
CAMPO DA INVENCAO

[002] A presente invengdo refere-se, de uma maneira geral, ao

campo da biologia molecular de plantas, e , de uma forma mais espe-
cifica, ao campo de expressao de transgenes em plantas.
ANTECEDENTES

[003] Muitas espécies de plantas sao capazes de serem trans-

formadas com os transgenes para introduzir agronomicamente tracos
ou caracteristicas desejaveis. As espécies de plantas sao desenvolvi-
das e / ou modificadas para ter caracteristicas particulares desejaveis.
Geralmente, as caracteristicas desejaveis incluem, por exemplo, a me-
Ihoraria da qualidade de valor nutricional, 0 aumento da producéao, que
confere resisténcia a doengas ou pragas, o aumento da seca e tole-
rancia ao stress, a melhoria das qualidades horticolas (por exemplo,
de pigmentacdo e crescimento), conferindo resisténcia a herbicidas,
permitindo a produ¢ao de compostos e / ou materiais industrialmente
Uteis a partir da planta, e / ou que permitam a producdo de produtos
farmacéuticos.

[004] As espécies de plantas transgénicas que compreende va-
rios transgenes empilhados em um unico local genbmico sao produzi-
das por meio de tecnologias de transformacao de plantas. As tecnolo-
gias de transformacao de plantas resultam na introdugdo de um trans-

gene em uma ceélula de planta, a recuperacado de uma planta transgé-
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nica fértil que contém a cépia integrada de forma estavel do transgene
no genoma da planta, e subsequente a expressao do transgene atra-
vés da transcricdo e da tradugcdo do genoma de plantas resulta em
plantas transgénicas que possuem caracteristicas e fenotipos deseja-
veis. No entanto, os mecanismos que permitem a produgéo de espé-
cies de plantas transgénicas para altamente expressar multiplos trans-
genes manipuladas como uma caracteristica em traco sdo desejaveis.
[005] Da mesma forma, os mecanismos que permitem a expres-
sao de um transgene dentro de determinados tecidos ou 6rgaos de
uma planta sé&o desejaveis. Por exemplo, o aumento da resisténcia de
uma planta a infeccado por meio dos agentes patogénicos nascidos no
solo pode ser realizado por meio da transformacgéo do genoma de uma
planta com um gene de resisténcia ao patégeno de tal forma que a
proteina de resisténcia ao agente patogénico € robustamente expressa
dentro das raizes da planta. De uma forma alternativa, pode ser dese-
javel expressar um transgene em tecidos de plantas que se encontram
em um crescimento ou fase de desenvolvimento em particular, tais
como, por exemplo, divisdo celular ou alongamento.

[006] Séo descritos, na presente invengao, os elementos de regu-
lamentac&o do promotor Ubi-1 Zea mays, incluindo os promotores, 0s
promotores a montante- 5-UTRs, e introns. Além disso, s&o descritos
os constructos e os métodos que utilizam os elementos de regulagao
de genes.

SUMARIO

[007] S&o descritos na presente invencao, promotores, construc-
tos e métodos para a expressédo de um transgene em células de plan-
tas e / ou tecidos de planta. Em uma modalidade, a expressao de um
transgene compreende a utilizagdo de um promotor. Em uma modali-
dade, um promotor compreende uma sequéncia de polinucleotideo.

Em uma modalidade, uma sequéncia de promotor polinucleotideo
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compreende um promotor a montante, uma regido 5' ndo traduzida (5'-
UTR) ou sequéncia lider, e um intron. Em uma modalidade, uma se-
gquéncia de promotor polinucleotideo compreende o gene Ubiquitina-1
(Ubi-1). Em uma modalidade, uma sequéncia de promotor polinucleo-
tideo compreende o gene Ubi-1 de Zea mays (Z. mays).

[008] Em uma modalidade, um constructo inclui um cassete de
expressao de genes que compreende uma sequéncia de polinucleoti-
deo do promotor que foi obtido a partir do gene Ubi-1 de Z. mays. Em
uma modalidade, a sequéncia de promotor polinucleotideo Ubi-1 a par-
tir de Z. mays compreende uma regidao de promotor a montante, 5'-
UTR ou sequéncias de comando, e por um intron. Em uma modalida-
de, um constructo inclui um cassete de expressao de genes que com-
preende uma sequéncia de polinucleotideo do promotor obtido a partir
do gene Ubi-1 de Z. mays fundido para um intron do gene que codifica
para proteina fluorescente amarela a partir das espécies Phialidium
(PhiYFP). Em uma modalidade, um constructo inclui um cassete de
expressao de genes que compreende uma sequéncia de polinucleoti-
deo do promotor obtido a partir do gene Ubi-1 de Z. mays fundido para
um intron do gene que codifica para proteina fluorescente amarela a
partir das espécies Phialidium (PhiYFP), seguido por uma regido néo
traduzida 3' (3'-UTR) do gene 5 de peroxidase Z. mays. (ZmPer5). A
sequéncia de polinucleotideo resultante compreende um elemento de
regulacao do gene promotor romance.

[009] Em uma modalidade, um cassete de expressao do gene
inclui um elemento de regulamentacao do promotor do gene de uma
forma operativa ligado a um transgene ou uma sequéncia de codifica-
¢do heter6loga. Em uma modalidade, um cassete de expressao do
gene inclui, pelo menos, um, dois, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito,
nove, dez, ou mais transgenes.

[0010] Os métodos de crescimento das plantas que expressam um
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transgene, usando os novos elementos de regulamentacdo do promo-
tor de genes (por exemplo, um promotor a montante, 5-UTR, e intron)
séo descritos na presente invengdo. Os métodos de cultura de tecidos
de plantas e de células que expressam um transgene, usando o novo
elemento de regulamentacao do promotor do gene também sao descri-
tos na presente invengcdo. Em uma modalidade, os métodos como
descritos na presente invengao incluem a expressao constitutiva do
gene em folhas de plantas, raizes, caules, e p6len. Os métodos de pu-
rificacdo de uma sequéncia polinucleotidica que compreende o novo
elemento de regulamentacéo do promotor do gene também séo descri-
tos na presente invencgao.

BREVE DESCRICAQ DAS FIGURAS

[0011] A FIGURA 1 mostra um novo promotor esquematico que

compreende o Gene Ubi-1Zea mays cv B73. O promotor é composto
de um elemento a montante, 5'-UTR ou uma sequéncia lider, e um in-
tron. O elemento a montante esta localizado 5' a montante da Local de
Inicio da Transcrigdo (TSS), indicado pela seta longa. O elemento a
montante é composto de elementos de regulamentacdo, tais como
uma caixa TATA, indicada pela seta curta, e um elemento de choque
térmico, indicado pela seta estrela.

[0012] A FIGURA 2 mostra o mapa do plasmideo para o vetor
pDAB105713 que compreende a sequéncia do promotor amplificado
por PCR do Gene Ubi-1Z. mays cv Hi-Il.

[0013] A FIGURA 3 mostra a sequéncia de polinucleotideo do
promotor de controle Z. mays cv B73 Ubi-1 (SEQ ID NO : 1) com a re-
gido a montante do promotor sublinhado, a 5-UTR / sequéncia lider
sombreada, e a regido do intron em letras minusculas.

[0014] A FIGURA 4 mostra a sequéncia de polinucleotideo do
promotor de Z. mays cv Hi-ll Ubi-1 (SEQ ID NO : 2) com a regido a

montante do promotor sublinhado, a 5-UTR / sequéncia lider sombre-
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ada, e a regiao do intron em letras minusculas.

[0015] A FIGURA 5 mostra o alinhamento da sequéncia polinucle-
otidica das regides promotoras a montante de-Z. mays cv Hi-ll (SEQ
ID NO : 4) em comparagdo com a sequéncia a montante do promotor
de Controle Z. mays c.v. B73- (SEQ ID NO : 3).

[0016] A FIGURA 6 mostra o alinhamento da sequéncia polinucle-
otidica das regides lider / 5'-UTR de Z. mays cv Hi-Il (SEQ ID NO : 6)
em comparacao com a sequéncia lider / Z. mays c.v. B73 5-UTR de
Controle (SEQ ID NO : 5).

[0017] A FIGURA 7 mostra o alinhamento da sequéncia polinucle-
otidica das regides de introns de Z. mays cv Hi-ll (SEQ ID NO : 8) em
comparagao com a sequéncia de intron Z. mays c.v. B73 de Controle
(SEQID NO : 7).

[0018] A FIGURA 8 mostra um mapa do vetor do constructo de
expressédo binario, pDAB105748, que compreende o vetor de entrada
de controle, pDAB105742 (Z. mays cv B73), inserido no vetor de desti-
no, pDAB10197.

[0019] A FIGURA 9 mostra um mapa do vetor do constructo de
expressao binario, pDAB105746, que compreende o vetor de entrada,

pDAB105740 (Z. mays cv Hi-ll), inserido no vetor de destino,

pDAB10197.

DESCRICAO DETALHADA

Definigbes

[0020] Tal como usado na presente invencgdo, os artigos, "um",
"uma", "a" e "0" incluem referéncias plurais a menos que o contexto

dite claramente e sem ambiguidade de uma outra maneira.

[0021] Tal como usado na presente invengao, o termo "retrocru-
zamento" refere-se a um processo no qual um criador atravessa a
descendéncia hibrida de volta para um dos pais, por exemplo, um hi-

brido de primeira geracéo F1 com um dos gendtipos do hibrido F1.
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[0022] Tal como usado na presente invencgéo, o termo "intron" re-
fere-se a qualquer sequéncia de acido nucleico compreendida em um
gene (ou sequéncia de nucleotideos de interesse expressa) que €
transcrita, mas ndo traduzida. Os introns incluem a sequéncia nao tra-
duzida de acido nucleico dentro de uma sequéncia de DNA expressa,
bem como uma sequéncia correspondente em moléculas de RNA
transcritas dos mesmos.

[0023] Um constructo descrito na presente invenc¢ao pode também
conter as sequéncias que intensificam a traducao e / ou estabilidade
do mRNA, tais como introns. Um exemplo de um tal intron € o primeiro
intron do gene Il da variante de histona H3 de Arabidopsis thaliana ou
de qualquer outra sequéncia de intron comumente conhecida. Os in-
trons podem ser usados em combinagcao com uma sequéncia de pro-
motor para aumentar a tradugao e / ou estabilidade do mRNA.

[0024] Tal como usado na presente invencgéo, os termos "regiao
nao traduzida 5' " ou "5'-UTR" refere-se a um segmento nao traduzido
no terminal 5' de pré-mRNA ou mRNA maduro. Por exemplo, no mR-
NA maduro, um 5'-UTR tipicamente abriga em sua extremidade 5' uma
tampa 7-metilguanosina e esta envolvido em muitos processos, tais
como fatiamento, poliadenilagdo, mMRNA exporta para o citoplasma, a
identificagcdo do terminal 5' do mRNA pela maquinaria de tradugéo, e
protecdo dos mRNAs contra a degradacao.

[0025] Tal como usado na presente invencgao, o termo "regiao nao
traduzida 3" ou "3-UTR" refere-se a um segmento nado traduzido em
um terminal 3' do pré-mRNA ou mRNA maduro. Por exemplo, no MR-
NA maduro esta regido abriga cauda poli- a (A) e é conhecida por ter
muitos papéis na estabilidade do mRNA, a iniciagcado da tradugéo, e
exportacdo de MRNA.

[0026] Tal como usado na presente invengao, o termo "sinal de

poliadenilagdo” refere-se a uma sequéncia de acido nucleico presente
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em transcritos de MRNA que permite a transcrigdo, quando na presen-
ca de uma poli (A) polimerase, para ser poliadenilada sobre o local de
poliadenilagdo, por exemplo, localizados 10 a 30 bases a jusante do
poli- (A) sinal. Muitos sinais de poliadenilagdo sdo conhecidos na téc-
nica e sédo uteis para a presente invengdo. Uma sequéncia exemplar
inclui AAUAAA e as variantes dos mesmos, como descrito em J. Loke
et al, (2005) Plant Physiology 138 (3). ; 1457 a 1468.

[0027] Tal como usado na presente invencéo, o termo "isolado"
refere-se a um componente biolégico (incluindo um acido nucleico ou
proteina) que foi separado de outros componentes bioldgicos na célula
do organismo em que o componente ocorre naturalmente (isto €, DNA
cromossémico ou extracromossémico).

[0028] Tal como usado na presente invengéao, o termo "purificado”,
em referéncia a moléculas de acido nucleico ndo requer uma pureza
absoluta (tal como uma preparagdo homogénea). Em vez disso, "puri-
ficado" representa uma indicagdo de que a sequéncia é relativamente
mais pura do que no seu ambiente celular nativo. Por exemplo, o nivel
de "purificado" de acidos nucleicos deve ser pelo menos de 2 a 5 ve-
zes maior, em termos de niveis de concentracdo ou de expressao do
gene, em comparagao com o seu nivel natural.

[0029] As moléculas de DNA reivindicadas podem ser obtidas de
uma maneira direta a partir de DNA total ou de RNA total. Além disso,
os clones de cDNA nao ocorrem naturalmente, mas sao de preferéncia
obtidos através da manipulagdo de uma substéncia de ocorréncia na-
tural , parcialmente purificada (RNA mensageiro). O constructo de uma
biblioteca de CDNA a partir de MRNA envolve a criagdo de uma subs-
tancia sintética (cDNA). Os clones de CDNA individuais podem ser pu-
rificados a partir da biblioteca sintética por meio da seleg¢ao clonal das
células que transportam a biblioteca de cDNA. Dessa maneira , o pro-

cesso que inclui o constructo de uma biblioteca de cDNA a partir de
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mMRNA e purificacdo de clones de CDNA distintos origina uma purifica-
cao de aproximadamente 106 vezes da mensagem nativa. Da mesma
forma, uma sequéncia de DNA promotor pode ser clonada em um
plasmideo. Tal clone ndo é de ocorréncia natural, mas sim €& preferen-
cialmente obtido através de manipulagdo de uma substancia que ocor-
re naturalmente, parcialmente purificada, tal como uma biblioteca de
DNA gendmico. Dessa maneira , a purificagdo de pelo menos uma or-
dem de magnitude, de preferéncia duas ou trés ordens, e mais prefe-
rencialmente quatro ou cinco ordens de magnitude, é favorecida nes-
tas técnicas.

[0030] Da mesma forma, a purificagdo representa uma indicagéo
de que uma alteracdo quimica ou funcional na sequéncia de DNA
componente ocorreu. As moléculas de acidos nucleicos e proteinas
que tenham sido "purificadas” incluem as moléculas de acidos nuclei-
cos e de proteinas purificadas por meio dos métodos de purificagéo
convencionais. O termo "purificado" também abrange os acidos nuclei-
cos e proteinas preparadas por meio dos métodos de DNA recombi-
nantes em uma célula hospedeira (por exemplo, células de plantas),
bem como moléculas de acidos nucleicos quimicamente sintetizadas,
proteinas e peptideos.

[0031] O termo "recombinante” significa uma célula ou organismo
em que tenha ocorrido a recombinagcédo genética. Ele também inclui
uma molécula (por exemplo, um vetor, plasmideo, acido nucleico, poli-
peptideo, ou um pequeno RNA) que foi alterado artificialmente ou por
via sintética (isto €, ndo natural) por intervengdo humana. A alteragao
pode ser realizada na molécula dentro de, ou retirada de seu ambiente
ou estado natural.

[0032] Tal como usado na presente invencédo, o termo "expressao”
refere-se ao processo pelo qual um polinucleotideo € transcrito em

MRNA (incluindo as pequenas moléculas de RNA) e / ou o0 processo
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pelo qual o MRNA transcrito (também referido como "transcricéo") &
subsequentemente traduzido em peptideos, polipeptideos, ou protei-
nas. A expressao dos genes pode ser influenciada por meio dos sinais
externos, por exemplo, a exposi¢cado de uma célula, tecido, organismo
ou a um agente que aumenta ou diminui a expressédo do gene. A ex-
pressao de um gene pode também ser regulada em qualquer parte do
percurso a partir de DNA para RNA para a proteina. A regulacéo da
expressédo do gene ocorre, por exemplo, através do controle que atua
sobre a transcricdo, a tradugdo, o transporte e o processamento de
RNA, a degradacdo de moléculas intermediarias, tais como MRNA, ou
através da ativagao ou inativagdo, compartimentalizagao, ou degrada-
¢ao de moléculas proteicas especificas, depois de terem sido feitas, ou
por meio das combina¢cdes dos mesmos. A expressao génica pode ser
medida ao nivel do RNA ou o nivel de proteina por meio de qualquer
meétodo conhecido na técnica, incluindo, sem limitag&o, transferéncia
de Northern, RT-PCR, Western blot, ou ensaio (s) de atividade da pro-
teina in vitro, in situ ou in vivo,

[0033] Tal como usado na presente invencgéo, os termos "silencia-
mento de genes com base em homologia" ou "HBGS" s&o termos ge-
néricos que incluem tanto o silenciamento do gene da transcrigéo
quanto o silenciamento pos-transcricional de genes. O silenciamento
de um local alvo por um local de silenciamento dissociado pode resul-
tar da inibicdo de transcricao (por exemplo, o silenciamento transcri-
cional do gene; TGS) ou a degradagdo de MRNA (por exemplo, o si-
lenciamento pos-transcricional ; PTGS), devido a producao de RNA de
filamento duplo (DsNA) correspondente ao promotor ou sequéncias
transcritas, respectivamente. O envolvimento de componentes celula-
res distintos em cada processo sugere que TGS e PTGS induzidos por
dsRNA provavelmente resultam da diversificacdo de um antigo meca-

nismo comum. No entanto, uma comparacao rigorosa de TGS e PTGS
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tem sido dificil de conseguir, uma vez que geralmente se baseia na
analise dos locais de silenciamento distinosa. Um unico local do trans-
gene pode ser descrito para desencadear tanto TGS quanto PTGS,
devido a produgao de DsNA correspondente ao promotor e sequéncias
transcritas de genes alvo diferentes.

[0034] Tal como usado na presente invengédo, os termos "molécula
de acido nucleico", "acido nucleico" ou "polinucleotideo” (todos os trés
termos sendo sindnimos uns com os outros) referem-se a uma forma
polimérica de nucleotideos, o qual pode incluir tanto os cédons sentido
e antisentido de RNA, cDNA, DNA genbmico, formas sintéticas e poli-
meros, e as misturas dos mesmos. Um "nucleotideo” pode referir-se a
um ribonucleotideo, desoxirribonucleotideo, ou uma forma modificada
de qualquer tipo de nucleotideo. Uma molécula de acido nucleico é
normalmente pelo menos dez bases de comprimento, a menos que
seja especificado de uma outra forma. Os termos podem referir-se a
uma molécula de RNA ou DNA de comprimento indeterminado. Os
termos incluem DNA de filamento simples e de filamento duplo. Uma
molécula de acido nucleico pode incluir um ou ambos os nucleotideos
que ocorrem naturalmente e modificados ligados entre si por meio das
ligagOes nucleotidicas que ocorrem naturalmente e / ou que nao ocor-
rem naturalmente.

[0035] As moléculas de acido nucleico podem ser modificadas
quimicamente ou bioquimicamente ou podem conter bases ndo natu-
rais ou derivados de nucleotideos, tal como sera prontamente aprecia-
do por meio daquelas pessoas que sao videsadas na técnica. Tais
modificagcbes incluem, por exemplo, marcadores, metilacédo, substitui-
¢do de um ou mais dos nucleotideos que ocorrem naturalmente com
um analogo, modificagdes de internucleotideos (por exemplo, ligacdes
sem carga, tais como, os fosfonatos de metila, fosfotriésteres, fosfo-

ramidatos, carbamatos, etc.; ligagdes carregadas, tais como, fosforoti-
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oatos, fosforoditioatos, etc . ; por¢des pendentes, tais como, peptideos
; intercaladores, tais como, acridina, psoraleno, etc . ; quelantes ; alqui-
lantes ; e ligagcdes modificadas, tais como, acidos nucleicos alfa ano-
méricos, etc. ). O termo "molécula de acido nucleico" também inclui
qualquer conformacéo topolégica, incluindo filamento simples, filamen-
to duplo, parcilamente duplex, triplexe, em U, circular, e conformacbes
parcialmente cadeadas.

[0036] A transcricéo procede de 5' para 3' de um modo ao longo
de umo filamento de DNA. Isto significa que o RNA é feita por meio da
adicdo sequencial de ribonucleotideo-5'-trifosfatos para o terminal 3'
do filamento em crescimento, com uma eliminagao do requisito do pi-
rofosfato. Em qualquer molécula de acido nucleico circular ou linear,
os elementos discretos (por exemplo, sequéncias de nucleotideos es-
pecificas) podem ser referidos como sendo "a montante" em relagéo a
um outro elemento, se eles estéo ligados ou seriam ligados a0 mesmo
acido nucleico na direcdo 5' daquele elemento. Da mesma forma, os
elementos discretos podem ser referidos como sendo "a jusante" em
relagcdo a um outro elemento, se eles estao ou podem ser ligados ao
mesmo acido nucleico na direcgéo 3' a partir desse elemento.

[0037] Tal como usado na presente inveng¢ao, o termo "posigéo de
base" refere-se a localizagdo de uma determinada base de residuos
de nucleotideos ou dentro de um acido nucleico designado. Um acido
nucleico designado pode ser definido por meio do alinhamento com
um acido nucleico de referéncia.

[0038] Tal como usado na presente invencéo, o termo "hibridagao"
refere-se a um processo em que os oligonucleotideos e os seus ana-
logos hibridam por meio da ligagao de hidrogénio, que inclui a ligacéo
de hidrogénio Watson-Crick, de Hoogsteen ou de Hoogsteen invertida
entre bases complementares. De um modo geral, as moléculas de aci-

dos nucleicos consistem em bases que sao nitrogenadas ou de pirimi-
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dinas, tais como a citosina (C), uracila (U), e timina (T), ou de purinas,
tais como adenina (A) e guanina (G). As Bases nitrogenadas formam
as ligagdes de hidrogénio entre uma pirimidina e uma purina, e a liga-
¢ao de uma pirimidina de uma purina é referida como "emparelhamen-
to de bases". Mais especificamente, A formara uma ligacéo de hidro-
génio especifica para T ou L, e L se ligara especificamente a C. "Com-
plementar" refere-se ao emparelhamento de bases que ocorre entre
duas sequéncias de acidos nucleicos diferentes, ou duas regides dis-
tintas da mesma sequéncia de acido nucleico.

[0039] Tal como usado na presente invenc¢ao, os termos "hibrida
especificamente” e "complementa especificamente" refere-se a um
grau suficiente de complementaridade tal que estavel e a ligacdo es-
pecifica ocorre entre um oligonucleotideo e um DNA ou RNA alvo . Os
oligonucleotideos precisam ser 100 % complementares para a se-
quéncia alvo para hibridar especificamente. Um oligonucleotideo é es-
pecificamente hibridado quando a ligacao do oligonucleotideo com a
molécula alvo de DNA ou de RNA interfere com a fungdo normal do
DNA ou RNA alvo, e nédo ha grau suficiente de complementaridade pa-
ra evitar a ligacéo nao especifica de um oligonucleotideo para sequén-
cias nao alvo em condicbes em que a ligagao especifica seja deseja-
vel, por exemplo, sob condi¢des fisioldgicas, no caso de ensaios ou
sistemas in vivo. Esta ligagéo é referida como a hibridagao especifica.
As condigbes de hibridac&o, resultando em graus especificos de rigor
irdo variar dependendo da natureza do método de hibridagdo escolhi-
do e da composicédo e do comprimento das sequéncias de acidos nu-
cleicos que hibridam. Geralmente, a temperatura de hibridacao e a for-
¢a ibnica (especialmente concentragdo Na + e / ou Mg2 +) de um tam-
pao de hibridac&o que ira contribuir para o rigor da hibridagao, embora
os tempos de lavagem de restringéncia também influenciam. Os calcu-

los relativos as condi¢bes de hibridagdo necessarios para alcangar
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graus de rigor particulares sao discutidos em Sambrook et al. (ed.),
Molecular Cloning : . A Laboratory Manual, 2a ed, vol. 1 a 3, Cold S-
pring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nova lorque,
1989.

[0040] Tal como usado na presente invengéo, o termo "condigbes
rigorosas" engloba as condi¢gdes em que a hibridagdo apenas ira ocor-
rer se houver menos do que 50 % de incompatibilidade entre a molé-
cula e a hibridacao do DNA alvo. "As condi¢des rigorosas” incluem ou-
tros niveis particulares de rigor. Dessa maneira, tal como usado na
presente invengao, as condi¢cdes de "rigor moderado” sao aquelas sob
as quais as moléculas com mais de 50 % sequéncia de incompatibili-
dade nao irdo hibridar ; as condi¢cdes de "rigor elevado" sdo aquelas
sob as quais as sequéncias com mais de 20 % de incompatibilidade
ndo irdo hibridar ; e as condi¢des de " rigor muito elevado " s&o aque-
las sob as quais as sequéncias com mais de 10 % de incompatibilida-
de ndo irdo hibridar.

[0041] Em modalidades particulares, as condi¢bes rigorosas po-
dem incluir hibridagéo a 65 °C, seguida de lavagens a 65 °C com 0,1x
SSC / SDS a 0,1 % durante 40 minutos. Seguem-se, as condi¢bes de
hibridacao limitantes ndo representativas:

[0042] * Rigor Muito elevado: A hibridagdo em tampao SSC 5x a
65 °C durante 16 horas; lavar duas vezes em tampédo SSC 2x a tem-
peratura ambiente durante 15 minutos cada; e lavar duas vezes em
tampéao SSC 0,5x a 65 °C durante 20 minutos cada.

[0043] « Elevado rigor: A hibridagdo em tampao SSC 5-6x a 65 a
70 °C durante 16 a 20 horas; lavar duas vezes em tampao SSC 2x a
temperatura ambiente durante 5 a 20 minutos cada; e lavar duas ve-
zes em tampé&o SSC 1x a 55 a 70 °C durante 30 minut os cada.

[0044] * Rigor moderado: A hibridagédo em tampé&o de 6x SSC a

temperatura ambiente a 55 °C durante 16 a 20 horas ; lavar, pelo me-
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nos, duas vezes em tampao SSC 2-3x a temperatura ambiente a 55 °
C durante 20 a 30 minutos cada.

[0045] Em uma modalidade, as moléculas de acido nucleico espe-
cificamente hibridizaveis podem permanecer ligadas sob condi¢des de
hibridagdo de muito elevado rigor. Em uma modalidade, as moléculas
de acido nucleico especificamente hibridizaveis podem permanecer
ligadas sob condi¢cdes de hibridagdo de elevado rigor. Em uma moda-
lidade, as moléculas de acido nucleico especificamente hibridizaveis
podem permanecer ligadas sob condi¢gdes de hibridacao de rigor mo-
derado.

[0046] Tal como usado na presente invengéo, o termo "oligonucle-
otideo" refere-se a um polimero de acido nucleico curto. Os oligonu-
cleotideos podem ser formados por meio d clivagem de mais segmen-
tos de acido nucleico ou por meio da polimerizacéo de precursores de
nucleotideos individuais. Os sintetizadores automaticos permitem a
sintese de oligonucleotideos de até varias centenas de pares de bases
de comprimento. Porque os oligonucleotideos podem ligar-se a uma
sequéncia de nucleotideos complementar, os mesmos podem ser u-
sados como sondas para a detecgdo de DNA ou RNA . Os oligonucle-
otideos compostos por DNA (oligodesoxirribonucleotideos) podem ser
usados em Reagdo de cadeia de polimerase, uma técnica para a am-
plificacdo de sequéncias de DNA pequenos. Na Reagéo de cadeia de
polimerase, um oligonucleotideo € tipicamente referido como um "inici-
ador", que permite que uma polimerase de DNA venha a se estender o
oligonucleotideo e replicar o flamento complementar.

[0047] Tal como usado na presente invengao, os termos "Reacé&o
de cadeia de polimerase" ou "PCR" referem-se a um procedimento ou
técnica em que quantidades de acido nucleico, RNA e / ou DNA, sao
amplificadas como descrito na patente US No. 4.683.195. Geralmente,

a informagdo da sequéncia das extremidades da regido de interesse
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ou além precisa estar disponivel, de modo a que os iniciadores oligo-
nucleotidicos podem ser concebidos. Os iniciadores de PCR seréo i-
dénticos ou similares em sequéncia aos filamentos opostos do molde
de acido nucleico a ser amplificado. Os nucleotideos do terminal 5' dos
dois iniciadores podem coincidir com as extremidades do material am-
plificado. PCR pode ser usado para amplificar as sequéncias de RNA
ou as sequéncias de DNA especificas a partir de DNA gendmico total
e CDNA transcrito a partir de RNA celular total, bacteriéfago, ou de
sequéncias plasmidicas, etc. Vide genericamente Mullis et al., Cold
Spring Harbor Symp. Quant. Biol., 51 : 263 (1987) ; Erlich, ed., PCR
Tecnologia, (Stockton Press, Nova lorque, 1989).

[0048] Tal como usado na presente invencéo, o termo "iniciador”
refere-se a um oligonucleotideo capaz de atuar como um ponto de ini-
ciagdo de sintese ao longo de um filamento complementar, quando as
condi¢gbes sdo adequadas para a sintese de um produto de extenséao
do iniciador. As condi¢des de sintese incluem a presenca de quatro
trifosfatos de desoxirribonucleotideo diferentes (isto &, A, T, Ge C) e
pelo menos um agente indutor de polimerizacéo, ou enzima, tais como
transcriptase inversa ou polimerase do DNA. Estes reagentes estao
tipicamente presentes em um tampao adequado, que podem incluir
componentes que sdo cofatores ou 0s quais afetam as condic¢bes, tais
como o pH esimilares , a varias temperaturas adequadas. Um iniciador
é preferivelmente uma sequéncia de cadeia simples, de tal modo que
a eficiéncia de amplificacao € optimizada, mas as sequéncias de fila-
mento duplo podem ser usadas.

[0049] Tal como usado na presente invengéo, o termo "sonda" re-
fere-se a uma sequéncia de oligonucleotideo ou um polinucleotideo
que hibrida com uma sequéncia alvo. No procedimento de ensaio de
estilo TagMan ou TagMan, a sonda hibrida com uma parte do alvo si-

tuado entre o local de hibridagdo dos dois iniciadores. A sonda inclui
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cerca de oito nucleotideos, cerca de dez nucleotideos, cerca de quinze
nucleotideos, cerca de vinte nucleotideos, cerca de trinta nucleotideos,
cerca de quarenta nucleotideos, ou cerca de cinquenta nucleotideos.
Em algumas modalidades, inclui uma sonda a partir de cerca de oito
nucleotideos a cerca de quinze nucleotideos.

[0050] No procedimento de ensaio de Southern blot, a sonda hibri-
da com um fragmento de DNA que esta ligado a uma membrana. A
sonda inclui cerca de dez nucleotideos, cerca de 100 nucleotideos,
cerca de 250 nucleotideos, cerca de 500 nucleotideos, cerca de 1000
nucleotideos, cerca de 2500 nucleotideos, ou cerca de 5000 nucleoti-
deos. Em algumas modalidades, inclui uma sonda a partir de cerca de
500 nucleotideos a cerca de 2.500 nucleotideos.

[0051] Uma sonda pode ainda incluir um marcador detectavel, tal
como, um marcador radioativo, um marcador biotinilado, um fluoréforo
(por exemplo, Texas-RED®, isotiocianato de fluoresceina, etc.,). O
marcador detectavel pode ser ligado covalentemente de uma maneira
direta ao oligonucleotideo da sonda, de tal modo que a etiqueta esta
localizada na extremidade 3' ou 5' da sonda. Uma sonda que compre-
ende um fluoréforo pode também incluir adicionalmente um corante
extintor (por exemplo, Black Hole Quencher ™, lowa Black ™, etc).
[0052] Tal como usado na presente invencéo, os termos "identida-
de de sequéncia” ou "identidade" podem ser usados intermutavelmen-
te e referem-se a residuos de acido nucleico em duas sequéncias que
sao iguais quando alinhadas para correspondéncia maxima sobre uma
janela de comparacao especificada.

[0053] Tal como usado na presente invencgéo, o termo "porcenta-
gem de identidade de sequéncia" ou "porcentagem de homologia de
sequéncia" refere-se a um valor determinado por comparacgéo de duas
sequéncias optimamente alinhadas (por exemplo, sequéncias de aci-

dos nucleicos ou de sequéncias de aminoacidos) ao longo de uma ja-
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nela de comparagédo, em que a porgcédo de uma sequéncia na janela de
comparacao pode compreender adi¢des, substituicdes, desfasamen-
tos, e / ou delegbes (isto é, aberturas) em comparagcdo com uma se-
guéncia de referéncia, a fim de obter um alinhamento éptimo das duas
sequéncias. A porcentagem é calculada determinando o numero de
posicdes em que um residuo de aminoacido ou acido nucleico idénti-
COs ocorre em ambas as sequéncias para obter o numero de posi¢des
correspondentes, dividindo o numero de posi¢des correspondentes
pelo numero total de posi¢cdes na janela de comparagao, e multiplican-
do o resultado por 100 para dar a porcentagem de identidade de se-
quéncia. Os métodos para o alinhamento de sequéncias para compa-
racdo séo bem conhecidos. Bioinformatica ou programas de computa-
dor e algoritmos de alinhamento, tais como ClustalW e Sequencher
Various, sdo também bem conhecidos na técnica e / ou descritos em,
por exemplo : Smith e Waterman (1981) Adv. Appl. Math. 2 : 482 ; Ne-
edleman e Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48 : 443 ; Pearson e Lipman
(1988) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S. A. 85 : 2444 ; Higgins e Sharp
(1988) Gene 73 : 237-44 ; Higgins e Sharp (1989) CABIOS 5 : 151-3 ;
Corpet et al. (1988) Nucleic Acids Res. 16 : 10881-90 ; Huang et al.
(1992) Comp. Appl. Biosci. 8 : 155-65 ; Pearson et al. (1994) Methods
Mol. Biol. 24 : 307-31 ; Tatiana et al. (1999) FEMS Microbiol. Lett. 174 :
247-50.

[0054] O Centro Nacional de Informac¢des sobre Biotecnologia
(NCBI) de Ferramenta de Pesquisa de Alinhamento de Local Basico
(BLAST ™; Altschul et al (1990) J. Mol Biol 215 : 403 a 10) estéa dispo-
nivel a partir de varias fontes, incluindo o Centro Nacional de Informa-
¢Oes sobre Biotecnologia (Bethesda, MD) e na Internet, para usar em
ligacdo com varios programas de analise de sequéncias. Uma descri-
¢édo de como determinar a identidade de sequéncia usando este pro-

grama esta disponivel na internet, na se¢éo "ajuda" para BLAST ™,
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Para comparagbes de sequéncias de acidos nucleicos, a fungcéo de
"sequéncias Blast 2" do programa BLAST ™ (Blastn) podem ser em-
pregues usando os parametros padrédo. As sequéncias de acidos nu-
cleicos com maior semelhanga com as sequéncias de referéncia irdo
indicar o crescimento da porcentagem de identidade quando avaliadas
por meio deste método.

[0055] Tal como usado na presente invencéo, o termo "de uma
forma operativa ligado" refere-se a um &acido nucleico colocado em
uma relagéo funcional com outro acido nucleico. Geralmente, "de uma
forma operativa ligado" pode significar que os acidos nucleicos ligados
séo contiguos. A ligacéo pode ser conseguida por meio da ligacdo em
locais de restrigdo convenientes. Se tais locais ndo existirem, os adap-
tadores ou ligantes oligonucleotidicos sintéticos sao ligados ou recozi-
dos para o acido nucleico e usados para ligar o fragmento polinucleo-
tidico contiguo. No entanto, os elementos precisam ser contiguos para
serem ligados operacionalmente.

[0056] Tal como usado na presente invengdo, o termo "promotor”
refere-se a uma regido de DNA que esta geralmente localizada a mon-
tante de um gene (ou seja, para a extremidade 5' de um gene) e é ne-
cessario para iniciar e dirigir a transcrigdo do gene. Um promotor pode
permitir a ativagdo adequada ou a repressao de um gene que 0 mes-
mo controla. Um promotor pode conter sequéncias especificas que
sao reconhecidas por meio dos fatores de transcricdo. Estes fatores
podem ligar-se a uma sequéncia de DNA do promotor, 0 que resulta
no recrutamento de RNA polimerase, uma enzima que sintetiza RNA a
partir da regido de codificagdo do gene. O promotor refere-se geral-
mente a todos os elementos de regulamentagao do gene localizados a
montante do gene, incluindo, 5-UTR, introns, e sequéncias lider.
[0057] Tal como usado na presente invencgédo, o termo " promotor a

montante" refere-se a uma sequéncia polinucleotidica contigua que é
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suficiente para iniciacao da transcrigéo direta. Tal como usado na pre-
sente invencao, um promotor a montante engloba o local de iniciagéo
da transcricdo com varios motivos de sequéncias, que incluem uma
caixa TATA, sequéncia iniciadors (Intr) , elementos de reconhecimento
TFIIB (BRE), e outros motivos do promotor (Jennifer, EF et al, (2002)
Genes & Dev., 16 : 2583 a 2592). O promotor a montante, fornece o
local de agcdo de RNA polimerase I, uma enzima de subunidades mul-
tiplas com os fatores de transcricéo geral ou basais como, TFIIA, B, D,
E, F, e H. Estes fatores montam em um complexo de pré-iniciacao da
transcri¢do (PIC), que catalisa a sintese de RNA a partir de um molde
de DNA..

[0058] A ativagdo do promotor a montante,é realizada por meio da
adicdo de elementos de sequéncia de DNA de regulagéo para a qual
se ligam varias proteinas e, subsequentemente, interagem com o
complexo de iniciac&do da transcricdo para ativar a expressao do gene.
Estas sequéncias de elemento de regulagdo de gene interagem com
os fatores de ligacao de DNA especificos. Estes motivos de sequéncia
podem, por vezes, ser referidos como elementos cis. Tais elementos
cis, em que os fatores de transcricdo especificos do desenvolvimento
ou especificos de tecidos se ligam, individualmente ou em combina-
¢do, podem determinar o padrédo de expresséo espaco-temporal de um
promotor ao nivel da transcri¢gdo. Estes elementos cis variam muito no
tipo de controle que exercem sobre genes ligados operacionalmente.
Alguns elementos atuam para aumentar a transcricdo de genes liga-
dos operacionalmente em resposta as respostas ambientais (por e-
xemplo, temperatura, umidade, e o ferimento). Outros elementos cis
podem responder a estimulos de desenvolvimento (por exemplo ,
germinacdo, maturacdo das sementes, e floragdo) ou a informagéao
espacial (por exemplo, a especificidade de tecido). Vide , por exemplo,
Langridge et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 86 : 3219 a 23. Es-
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tes elementos cis estédo localizados a uma distancia que varia entre o
ponto de inicio da transcricdo. Alguns elementos cis (chamados ele-
mentos proximais) s&o adjacentes a uma regido promotora minima do
nucleo, enquanto outros elementos podem ser posicionados varios
quilabases 5' a montante ou 3' a jusante do promotor (potenciadores).
[0059] Tal como usado na presente invengao, o termo "transfor-
magao" engloba todas as técnicas em que uma molécula de acido nu-
cleico pode ser introduzida em uma célula. Exemplos incluem, mas
ndo estao limitados a: a transfec¢cao com vetores virals ; transformagéao
com vetores plasmidicos ; eletroporacao ; lipofegcao ; microinjecgéo (
Mueller et al (1978) Cell 15 : 579 a 85) ; Transferéncia mediada por
Agrobacterium ; absor¢éo direta de DNA ; transformagéo mediada por
WHISKERS™ ; e bombardeamento de microprojéteis. Estes podem
ser usados tanto para as técnicas de transformacgéo estaveis quanto a
expressao transiente de uma célula de planta. "Transformacéao estavel”
refere-se a introducao de um fragmento de acido nucleico para dentro
de um genoma de um organismo hospedeiro, resultando em heranca
geneticamente estavel. Uma vez estavelmente transformado, o frag-
mento de acido nucleico é estavelmente integrado no genoma do or-
ganismo hospedeiro e qualquer geragao subsequente. Organismos
hospedeiros contendo os fragmentos de acido nucleico transformados
sao referidos como organismos "transgénicos". "Transformacao transi-
toria" refere-se a introdugao de um fragmento de acido nucleico para o
nucleo ou organelo que contém DNA de um organismo hospedeiro,
resultando na expresséo do gene sem heranca geneticamente estavel.
[0060] Tal como usado na presente invencéo, o termo "traduz" re-
fere-se a um processo onde um virus transfere acido nucleico em uma
célula.

[0061] Tal como usado na presente invengao, o termo "transgene”

refere-se a uma sequéncia de acido nucleico exégeno. Em um exem-
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plo, um transgene é uma sequéncia de genes (por exemplo, um gene
de resisténcia ao herbicida), um gene que codifica um composto indus-
trialmente ou farmaceuticamente util, ou um gene que codifica um tra-
¢o desejavel agricola. Em ainda outro exemplo, um transgene é uma
sequéncia de acido nucleico antisentido, em que a expressao da se-
quéncia de acido nucleico anti-sentido inibe a expressdo de uma se-
guéncia de acido nucleico alvo. Um transgene pode conter sequéncias
de regulacéo de uma forma operativa ligadas ao transgene (por exem-
plo, um promotor, intron, 5-UTR, ou 3-UTR). Em algumas modalida-
des, um acido nucleico de interesse € um transgene. No entanto, em
outras modalidades, um acido nucleico de interesse &€ um acido nuclei-
co enddgeno, em que séo desejadas copias gendmicas adicionais de
acido nucleico enddégeno, ou um acido nucleico que esta na orientagéo
antisentido em relacéo a sequéncia de um acido nucleico alvo em um
organismo hospedeiro.

[0062] Tal como usado na presente invencgéao, o termo "vetor" refe-
re-se a uma molécula de acido nucleico tal como introduzido em uma
célula, produzindo assim uma célula transformada. Um vetor pode in-
cluir as sequéncias de acidos nucleicos que permitem a sua replicagao
na célula hospedeira, tais como uma origem de replicagdo. Exemplos
incluem, mas né&o estao limitados a, um plasmideo, cosmideo, bacteri-
ofago, cromossoma artificial bacteriano (BAC), ou virus que transporta
o DNA exd6geno em uma célula. Um vetor pode também incluir um ou
mais genes, moléculas antisentido, genes marcadores selecionaveis, e
outros elementos genéticos conhecidos na técnica. Um vetor pode
transduzir, transformar, ou infectar uma célula, fazendo assim com que
a célula venha a expressar as moléculas de acido nucleico e / ou pro-
teinas codificadas por meio do vetor. Um vetor pode incluir, opcional-
mente, materiais para auxiliar na obtenc&o de entrada da molécula de

acido nucleico na célula (por exemplo, um lipossoma).
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[0063] Tal como usado na presente invengéo, os termos "cassete”,
"cassete de expressdo” e "cassete de expressao do gene" refere-se a
um segmento de DNA que pode ser inserido um acido nucleico ou po-
linucleotideo em locais de restricdo especificos ou por meio da recom-
binacao homdloga. Um segmento de DNA compreende um polinucleo-
tideo contendo um gene de interesse que codifica para um pequeno
RNA ou um polipeptideo de interesse, e os locais de restricdo e de
cassetes sdo concebidos para assegurar a insercdo da cassete na
grelha de leitura correta para a transcri¢ao e tradugdo. Em uma moda-
lidade, um cassete de expressado pode incluir um polinucleotideo que
codifica um pequeno RNA ou um polipeptideo de interesse e pode ter
elementos em adicao ao polinucleotideo que facilitam a transformacéo
de uma célula hospedeira particular. Em uma modalidade, um cassete
de expressao do gene pode também incluir elementos que permitem a
expressao aumentada de um pequeno RNA ou um polinucleotideo que
codifica um polipeptideo de interesse em uma célula hospedeira. Estes
elementos podem incluir, mas néao estao limitados a : um promotor, um
promotor minimo, um potenciador, um elemento de resposta, um in-
tron, 5-UTR, 3-UTR, uma sequéncia de terminagdo, uma sequéncia
de poliadenilagéo, e similares.

[0064] Tal como usado na presente invencdo, o termo "sequéncia
de codificagdo heterdloga" é usado para indicar qualquer polinucleoti-
deo que codifica para, ou, finalmente codifica, um peptideo ou uma
proteina ou a sua sequéncia de aminoacido equivalente, por exemplo,
uma enzima, que nao esta normalmente presente no hospedeiro orga-
nismo e pode ser expresso na célula hospedeira em condi¢gbes ade-
quadas. Como tal, as "sequéncias de codificagdo heterélogas" podem
incluir uma ou cépias adicionais de sequéncias de codificacdo que nao
estdo normalmente presentes na célula hospedeira, de tal modo que a

célula expressa de copias adicionais de uma sequéncia de codificagao
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gue nao estdo normalmente presentes nas células. As sequéncias de
codificacdo heterélogas podem ser RNA ou qualquer tipo dos mesmos
(por exemplo, mRNA), ou qualquer tipo de DNA da mesma (por exem-
plo, cDNA), ou um hibrido de RNA / DNA . Exemplos de sequéncias de
codificagcdo incluem, mas nao estdo limitadas a, unidades de transcri-
céo de tamanho completo que compreendem tais caracteristicas como
a sequéncia de codificagdo, introns, regides promotoras, 5-UTR, 3'-
UTR, e regides potenciadoras.

[0065] "Sequéncias de codificacao heterélogas" também incluem a
por¢céo codificadora do peptideo ou uma enzima (ou seja, 0 cDNA ou
sequéncia de mRNA), a por¢éo de codificagdo da unidade de transcri-
¢éo de comprimento completo (isto €, o gene que compreende introns
e éxons), "codons optimizados" sequéncias, sequéncias truncadas ou
outras formas de sequéncias alterados que codificam para a enzima
ou codigo para a sua sequéncia de aminoacido equivalente, desde que
a sequéncia de aminoacidos produz uma proteina equivalente funcio-
nal. Tais sequéncias de aminoacidos equivalentes podem ter uma de-
lecdo de um ou mais aminoacidos, com a excluséo de ser Terminal N,
Terminal C ou interna. As formas truncadas s&o previstas, enquanto
elas tém a capacidade catalitica indicada na presente invengéo.

[0066] Tal como usado na presente invengao, o termo "controle"
refere-se a uma amostra usada no procedimento analitico para fins de
comparacgao. Um controle pode ser "positivo" ou "negativo". Por exem-
plo, quando o objetivo € um procedimento analitico para detectar um
transcrito expresso diferencialmente ou do polipeptideo nas células ou
tecidos, é geralmente preferivel incluir um controle positivo, tal como
uma amostra de uma planta conhecida que exibe a expressao deseja-
da, e um sinal negativo de controle, tal como uma amostra de uma
planta conhecida que falta a expressao desejada.

[0067] Tal como usado na presente invencéo, o termo "planta” in-
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clui plantas e partes de plantas incluindo, mas nao se limitando a, célu-
las de plantas e tecidos de plantas, tais como folhas, calos, caules,
raizes, flores, polen e sementes. A classe de plantas que pode ser u-
sada na presente invencéo é geralmente tdo ampla como a classe de
plantas superiores e inferiores passiveis de mutagénese incluindo an-
giospérmicas, gimnospérmicas, samambaias e algas multicelulares.
Dessa maneira, o termo "planta” inclui plantas dicotiledoneas e mono-
cotiledbneas. Exemplos de plantas dicotiledbneas incluem o tabaco, a
Arabidopsis, soja, tomate, papaia, canola, girassol, algodao, alfafa, ba-
tata, videira, ervilha de Angola, ervilha, Brassica, grao de bico, beter-
raba sacarina, colza, melancia, melao, pimenta, amendoim, abébora ,
rabanete, espinafre, abébora, brbcolis, repolho, cenoura, couve-flor,
aipo, couve chinesa, pepino, berinjela, e alface. Exemplos de plantas
monocotiledéneas incluem milho, arroz, trigo, cana de agucar, cevada,
centeio, sorgo, orquideas, bambu, banana, cattails, lirios, aveia, cebo-
la, milho, trigo e triticale.

[0068] Tal como usado na presente invencgao, o termo "material de
planta” refere-se a folhas, calos, caules, raizes, flores ou partes de flo-
res, frutos, polen, células ovo, zigotos, sementes, estacas, culturas de
células ou de tecidos, ou qualquer outra parte ou de produtos uma
planta. Em uma modalidade, o material da planta inclui cotilédone e
folna. Em uma modalidade, o material da planta inclui tecidos da raiz
ou outros tecidos de plantas localizados no subsolo.

[0069] Tal como usado na presente invengao, o termo "gene mar-
cador selecionavel" refere-se a um gene que é opcionalmente usado
na transformagéo de plantas, por exemplo, protegendo as células de
plantas a partir de um agente seletivo, ou fornece resisténcia / toleran-
cia a um agente seletivo. Além disso, o "gene marcador selecionavel"
pretende abranger osgenes reporter. S6 as células ou plantas que re-

cebem um marcador de selec¢do funcional sdo capazes de dividir ou
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cultivar em condi¢gdes com um agente seletivo. Exemplos de agentes
seletivos podem incluir, por exemplo, antibidticos, incluindo a especti-
nomicina, neomicina, canamicina, a paramomicina, a gentamicina, e
higromicina. Estes marcadores selecionaveis incluem fosfotransferase
de neomicina (nptll), que expressam uma enzima que confere resis-
téncia ao antibidtico de canamicina e 0s genes para os antibiéticos re-
lacionados a neomicina, a paromomicina, a gentamicina, e a G418, ou
o gene de fosfotransferase de higromicina (HPT), que expressa uma
enzima que confere resisténcia a higromicina. Outros genes marcado-
res selecionaveis podem incluir genes que codificam resisténcia a her-
bicidas, incluindo bar ou pat (resisténcia contra herbicida glufosinato
de aménio ou fosfinotricina), acetolactato sintase (ALS, a resisténcia
contra inibidores tais como sulfoniluréias (SUS), imidazolinonas (IMIS),
triazolopirimidinas (TPs), oxibenzoatos de pirimidinila (POHs), e sulfo-
nilamino carbonil triazolinonas impedem a primeiro etapa na sintese
dos aminoacidos de cadeia ramificada), glifosato, 2,4-D, e resisténcia
a metais ou sensibilidade. Exemplos de "genes repérter” que podem
ser usados como um gene marcador de seleg&o inclui a observagéo
visual das proteinas expressas de gene reporter, que codificam protei-
nas tais como B-glucuronidase (GUS), luciferase, proteina fluorescente
videde (GFP), proteina fluorescente amarela (YFP), DsRed, B-
galactosidase, cloranfenicol acetiltransferase (CAT), fosfatase alcalina,
esimilares. A expressao "marcador positivo" refere-se a plantas que
foram transformadas de modo a incluir um gene marcador seleciona-
vel.

[0070] Tal como usado na presente invengéo, o termo "marcador
detectavel" refere-se a um marcador capaz de detecgao, tais como,
por exemplo, um radioisétopo, um composto fluorescente, composto
bioluminescente, um composto quimioluminescente, quelante de me-

tais ou enzima. Exemplos de marcadores detectaveis incluem, mas
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nao estao limitados aos seguintes : marcadores fluorescentes (por e-
xemplo, FITC, rodamina, lantanideos fosforescentes), marcadores en-
zimaticos (por exemplo, peroxidase de rabano silvestre, p-
galactosidase, luciferase, fosfatase alcalina), quimioluminescentes,
grupos biotinila , epitopos de polipeptideo predeterminados reconheci-
dos por meio de um reporter secundario (por exemplo, sequéncias de
pares de leucina zipper, locais de ligac&o para anticorpos secundarios,
dominios de ligacado de metal, etiquetas de epitopo). Em uma modali-
dade, um marcador detectavel pode ser ligado por meio de bragos es-
pacadores de varios comprimentos para reduzir o impedimento este-
reoquimico potencial.

[0071] Tal como usado na presente invengdo, o termo "detecgao”
€ usado no sentido mais amplo para incluir tanto as medi¢des qualita-
tivas e quantitativas de uma molécula especifica, por exemplo, medi-
¢bes de um polipeptideo especifico.

[0072] A menos que seja de uma outra forma especificamente ex-
plicado, todos os termos técnicos e cientificos usados na presente in-
vencdo tém o mesmo significado que o normalmente entendido por
meio daqueles que sao videsados na técnica ao qual esta descricéo
pertence. As definicbes dos termos comuns em biologia molecular po-
dem ser encontradas em, por exemplo: Lewin, Genes V, Oxford Uni-
versity Press, 1994 ; Kendrew et al. (eds.), The Encyclopedia of Mole-
cular Biology, Blackwell Science Ltd., 1994 ; e Meyers (ed.), Biologia
Molecular e Biotecnologia : A Comprehensive Desk Reference, VCH
Publishers, Inc., 1995.

Os promotores como elementos de requlamentacao de expressdo do

ene
[0073] Os promotores de plantas usados para aplicagbes de pes-
quisa basica ou biotecnologicas s&o geralmente unidirecionais, co-

mandam a expressao constitutiva de um transgene que foi fundido
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com a sua extremidade 3' (a jusante). Muitas vezes € necessario para
expressar de forma robusta os transgenes dentro das plantas para en-
genharia metabdlica e tragco de empilhamento. Além disso, varios no-
vos promotores sdo normalmente necessarios em culturas transgéni-
cas para conduzir a expressdao de multiplos genes. Descreve-se na
presente invencdo um promotor constitutivo que pode dirigir a expres-
sdo de um transgene que foi fundido na sua extremidade 3'.

[0074] O desenvolvimento de produtos transgénicos esta se tor-
nando cada vez mais complexo, 0 que exige robustamente expressar
os transgenes e empilhar varios transgenes em um unico lugar. Tradi-
cionalmente, cada um transgene requer um unico promotor para ex-
pressao em que varios promotores sao necessarios para expressar 0s
transgenes diferentes dentro de uma pilha de genes. Com um tama-
nho crescente de pilhas de genes, este método conduz frequentemen-
te a utilizacdo repetida do mesmo promotor para obter niveis seme-
Ihantes de diferentes padrdes de expressao de transgenes para ex-
pressao de um unico traco poligénico.

[0075] Os construtos multigenes conduzidos por meio do mesmo
promotor sdo conhecidos por causar o silenciamento do gene, resul-
tando em produtos transgénicos menos eficazes no campo. O excesso
dos locais de ligacao ao fator de transcrigéo (TF) devido a repeticao de
promotor pode causar deplecdo de TFs enddgenos os quais condu-
zem a inativagao transcricional. O silenciamento de transgenes é sus-
ceptivel de afetar indesejavelmente o desempenho de uma planta
transgénica produzida para expressar os transgenes. As sequéncias
repetitivas dentro de um transgene podem levar ao local intra gene de
recombinacao homoéloga resultando em rearranjos de polinucleotideos.
[0076] Além de promotores constitutivos, os promotores especifi-
cos de tecido, ou especificos de 6rgaos conduzem a expressao de ge-

nes em determinados tecidos tais como no nucleo, raiz, folha, calo,
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pélen, tapete ou da planta. Os tecidos e estagios de desenvolvimento
promotores especificos que conduzem a expressao de genes sado ex-
pressos em tecidos especificos ou em determinados periodos de tem-
po durante o desenvolvimento da planta. Os promotores especificos
de tecidos s&o necessarios para certas aplicagbes na industria de
planta transgénica e sdo desejaveis uma vez que permitem a expres-
sdo especifica dos genes heter6logos em um tecido e / ou em uma
fase de desenvolvimento selecionada, indicando a expressédo do gene
heter6logo diferencialmente em varios 6rgéos, tecidos, e / ou em mo-
mentos diferentes, mas ndo outros.

[0077] Por exemplo, o aumento da resisténcia de uma planta a in-
feccao por agentes patogénicos nascidos no solo pode ser realizado
por meio da transformacao do genoma de uma planta com um gene de
resisténcia a patégeno de tal modo que uma proteina de resisténcia ao
agente patogénico é robustamente expressa no interior da planta. De
uma forma alternativa, pode ser desejavel expressar um transgene em
tecidos de plantas que se encontram em particular de crescimento ou
fase de desenvolvimento, tais como, por exemplo, divisdo celular ou
alongamento. Outra aplicagédo € a conveniéncia do uso de promotores
especificos de tecido, de tal modo que os promotores iriam limitar a
expressdo dos transgenes que codifica uma caracteristica agrondmica
no desenvolvimento de partes da planta (isto é, raizes, folhas, caules,
ou polen).

[0078] Os promotores descritos na presente invengao sao ferra-
mentas promissoras para fazer os constructos transgénicos comerciais
contendo varios genes. Estes promotores também fornecem estabili-
dade estrutural em hospedeiros bacterianos e estabilidade funcional
em células de plantas, tais como a redug¢ao do silenciamento do trans-
gene, para permitir a expresséo do transgene. Os promotores com di-

ferentes gamas de expressdo também podem ser obtidos empregando
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os métodos descritos na presente invengdo. Em comparagcéo com os
constructos de transgenes que utilizam um unico promotor de varias
vezes, o0s constructos diversificados do promotor descritos neste pedi-
do s&o mais compativeis para analises moleculares a jusante de acon-
tecimentos transgénicos. Uso dos promotores diversificados descritos
na presente invencdo podem também aliviar rearranjos em locais de
multiplos genes transgénicos durante o direcionamento com tecnologia
de dedo de zinco (SHUKLA et al., 2009).

Promotores Zea mays ubiquitina-1

[0079] O promotor Zea mays Ubi-1 tem sido um padrdo da indus-
tria de biotecnologia, usado predominantemente para alta, estavel ex-
pressao transgénica em milho (CHRISTENSEN e QUAIL 1996 ; C-
HRISTENSEN et al 1992 ; TOKI et al., 1992). Cada transgene geral-
mente requer um promotor especifico para a expressao suficiente. Va-
rios promotores sdao normalmente necessarios para expressar trans-
genes diferentes dentro de uma pilha de genes. Este paradigma fre-
quentemente leva ao uso repetitivo do promotor Z. mays Ubi-1 devido
a seus altos niveis de expresséo da proteina e padrao de expressao
constitutivo desejados.

[0080] No entanto, a introducéo deliberada de sequéncias repetiti-
vas em um local transgénico também pode levar a efeitos negativos
indesejaveis sobre a expressdo do transgene e a estabilidade (Fla-
dung e Kumar 2002 ; Kumar e Fladung 2000a ; 2000b KUMAR e Fla-
dung ; Kumar e Fladung 2001a ; 2001b KUMAR e Fladung ; Kumar e
Fladung 2002 ; METTE et al, 1999 ; MOURRAIN et al 2007). O desafio
de expressao do transgene coordenada multipla pode ser abordado
usando uma abordagem de promotor de diversidade, em que diferen-
tes promotores sdo usados para conduzir os transgenes diferentes
com o mesmo perfil de expressdao (PEREMARTI et al. 2010). Este pe-

dido descreve uma sequéncia promotora Ubi-1 diversificada obtida a-
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través da identificagdo e purificagcdo do novo promotor de diferentes
gendtipos de Zea mays.

[0081] A iniciacdo da transcricdo e a modulacédo da expressao do
gene em genes de plantas sdo dirigidas por meio de uma variedade de
elementos de sequéncia de DNA coletivamente dispostos em uma se-
guéncia maior chamada um promotor. Os promotores eucari6ticos
consistem tipicamente em um promotor minimo do nucleo e as se-
quéncias de regulagado a montante. O promotor nucleo é uma extenséo
minima da sequéncia de DNA contigua que é suficiente para dirigir a
iniciacéo da transcricéo precisas. Os promotores do nucleo em plantas
geralmente compreendem as regides candnicas associadas com a ini-
ciacao da transcricao, tais como caixas CAAT e TATA (sequéncia de
consenso TATAWAW). O elemento da caixa TATA é normalmente lo-
calizado aproximadamente 20 a 35 pares de bases (pb) a montante do
local de inicio da transcricao (SAT). A ativacdo do promotor nucleo é
realizada por meio das sequéncias de regulacao a montante ao qual
se ligam varias proteinas e, subsequentemente, interagem com o
complexo de iniciac&o da transcricdo para ativar a expressao do gene.
Estes elementos de regulamentagao compreendem as sequéncias de
DNA que determinam o padréo de expressao espacial e temporal de
um promotor.

[0082] Com referéncia a FIGURA 1, o promotor do Gene Z. mays
Ubi-1 é derivado do Z. mays consanguineo da linhagem celular B73. O
promotor Z. mays Ubi-1 & composto de aproximadamente 895bp da
sequéncia de DNA localizada a 5' a montante do TSS (isto &, o ele-
mento a montante). Além disso, o Promotor Z. mays Ubi-1 é composto
de cerca de 1093bp de sequéncia de DNA localizada a 3' a jusante do
TSS (vide a Patente US No. 5.510.474). Dessa maneira, o Promotor Z.
mays Ubi-1 é composto por cerca de 2 pares de bases (kb) Kilo de se-

quéncia total de DNA .
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[0083] O elemento a montante da Z. mays Ubi-1 compreende um
promotor caixa TATA localizado aproximadamente 30 pb a 5' a mon-
tante do TSS (FIGURAS. 1 e 3). Além disso, o elemento a montante
compreende dois elementos de consenso de choque térmico que se
sobrepdem localizados imediatamente a 5' a montante do TSS. Um
82bp 5'-UTR ou a sequéncia lider esta localizada imediatamente a 3' a
jusante do TSS e é seguida por um intron que se estende a partir da
base 83 a1093 (FIGURAS 1. e 3).

[0084] Os trabalhos anteriores tém descrito o aumento da expres-
sdo génica de genes e / ou transgenes regulamentados or meio do
Promotor Z. mays Ubi-1. Por exemplo, a fusao de transcrigdo do gene
da cloranfenicol-acetiltransferase (CAT) para o Promotor Z. mays Ubi-
1 produziu mais de 10 vezes superior o nivel de atividade de CAT em
protoplastos de milho do que a expressao conduzida pelo promotor do
virus do mosaico da couve-flor 35S (CHRISTENSEN e QUAIL 1996 ;
Christensen et al 1992)..

[0085] Em adigdo ao Promotor Z. mays Ubi-1 de controle, este pe-
dido descreve um novo Promotor Ubi-1 de milho. Ao contrario do Pro-
motor Ubi-1 de controle derivado a partir de Z. mays genétipo cv B73,
o novo Promotor Ubi-1 foi derivado de Z. mays gendtipo cv Hi-ll. S&o
fornecidos constructos e métodos que utilizam um Promotor Z. mays
Ubi-1 que compreende uma sequéncia polinucleotidica. Em uma mo-
dalidade, um promotor pode compreender uma sequéncia de polinu-
cleotideos a partir de Z. mays cv B73 Gene Ubi-1 como se segue :
GTGCAGCGTGACCCGGTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAATGAGCAT
TGCATGTCTAAGTTATAAAAAATTACCACATATTTTTTTTGTCACAC
TTGTTTGAAGTGCAGTTTATCTATCTTTATACATATATTTAAACTTTA
CTCTACGAATAATATAATCTATAGTACTACAATAATATCAGTGTTTT
AGAGAATCATATAAATGAACAGTTAGACATGGTCTAAAGGACAATT
GAGTATTTTGACAACAGGACTCTACAGTTTTATCTTTTTAGTGTGC
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ATGTGTTCTCCTTTTTTTTTGCAAATAGCTTCACCTATATAATACTT
CATCCATTTTATTAGTACATCCATTTAGGGTTTAGGGTTAATGGTTT
TTATAGACTAATTTTTTTAGTACATCTATTTTATTCTATTTTAGCCTC
TAAATTAAGAAAACTAAAACTCTATTTTAGTTTTTTTATTTAATAGTT
TAGATATAAAATAGAATAAAATAAAGTGACTAAAAATTAAACAAATA
CCCTTTAAGAAATTAAAAAAACTAAGGAAACATTTTTCTTGTTTCGA
GTAGATAATGCCAGCCTGTTAAACGCCGTCGACGAGTCTAACGGA
CACCAACCAGCGAACCAGCAGCGTCGCGTCGGGCCAAGCGAAGC
AGACGGCACGGCATCTCTGTCGCTGCCTCTGGACCCCTCTCGAG
AGTTCCGCTCCACCGTTGGACTTGCTCCGCTGTCGGCATCCAGAA
ATTGCGTGGCGGAGCGGCAGACGTGAGCCGGCACGGCAGGCGG
CCTCCTCCTCCTCTCACGGCACCGGCAGCTACGGGGGATTCCTTT
CCCACCGCTCCTTCGCTTTCCCTTCCTCGCCCGCCGTAATAAATA
GACACCCCCTCCACACCCTCTTTCCCCAACCTCGTGTTGTTCGGA
GCGCACACACACACAACCAGATCTCCCCCAAATCCACCCGTCGG
CACCTCCGCTTCAAGGTACGCCGCTCGTCCTCCCCCCCCCCCCC
CCTCTCTACCTTCTCTAGATCGGCGTTCCGGTCCATGCATGGTTA
GGGCCCGGTAGTTCTACTTCTGTTCATGTTTGTGTTAGATCCGTGT
TTGTGTTAGATCCGTGCTGCTAGCGTTCGTACACGGATGCGACCT
GTACGTCAGACACGTTCTGATTGCTAACTTGCCAGTGTTTCTCTTT
GGGGAATCCTGGGATGGCTCTAGCCGTTCCGCAGACGGGATCGA
TTTCATGATTTTTTTTGTTTCGTTGCATAGGGTTTGGTTTGCCCTTT
TCCTTTATTTCAATATATGCCGTGCACTTGTTTGTCGGGTCATCTTT
TCATGCTTTTTTTTGTCTTGGTTGTGATGATGTGGTCTGGTTGGGC
GGTCGTTCTAGATCGGAGTAGAATTCTGTTTCAAACTACCTGGTG
GATTTATTAATTTTGGATCTGTATGTGTGTGCCATACATATTCATAG
TTACGAATTGAAGATGATGGATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTA
TACATGTTGATGCGGGTTTTACTGATGCATATACAGAGATGCTTTT
TGTTCGCTTGGTTGTGATGATGTGGTGTGGTTGGGCGGTCGTTCA
TTCGTTCTAGATCGGAGTAGAATACTGTTTCAAACTACCTGGTGTA
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TTTATTAATTTTGGAACTGTATGTGTGTGTCATACATCTTCATAGTT
ACGAGTTTAAGATGGATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACAT
GTTGATGTGGGTTTTACTGATGCATATACATGATGGCATATGCAGC
ATCTATTCATATGCTCTAACCTTGAGTACCTATCTATTATAATAAAC
AAGTATGTTTTATAATTATTTCGATCTTGATATACTTGGATGATGGC
ATATGCAGCAGCTATATGTGGATTTTTTTAGCCCTGCCTTCATACG
CTATTTATTTGCTTGGTACTGTTTCTTTTGTCGATGCTCACCCTGTT
GTTTGGTGTTACTTCTGCA (SEQ ID NO : 1)

[0086] Em uma outra modalidade, um promotor pode compreender
uma sequéncia de polinucleotideo a partir de Z. mays c.v. Hi-ll Gene
Ubi-1 como segue :
GACCCGGTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAAAGAGCATTGCATGTCT
AAGTTATAAAAAATTACCACAATTTTTTAAGTGCAGTTTACGTATCT
CTATACATATATTTAAACTTTACTATACGAATAATATAGTTTATAATA
CTAAAATAATATCAGTGTTTTAGAGAATTATATAAATGAACTGCTAG
ACATGGTCTAAATAACAATTGAGTGTTTTGACAACAGGACTCTACA
GTTTTATCTTTTTAGTGTGCATGTGTCCTATTTTTTTTTTGCAAATA
GCTTCACCTATATAATACTTCACCAATTTATTAGTACATCCATTTAG
GGTTTAGGGTTAATGGTTTCTATAGACTAATTTTTAGTACATCTATT
TTATTCTATTTTAGCCTCTAAATTAAGAAAACTAAAACTTTATTTTAG
TTTTTTTAATAATTTAGATATAAATAGAATAAAATAAAGTGACTAAAA
ATTAACTAAATACCTTTTAAAAAAATAAAAAACTAAGGAAACATTTT
TCTTGTTCCGAGTAGATAATGACAGGCTGTTCAACGCCGTCGACG
AGTCTAACGGACACCAACCAGCGAACCAGCAGCGTCGCGTCGGG
CCAAGCGAAGCAGACGGCACGGCATCTCTGTCGCTGCCTCTGGA
CCCCTCTCGAGAGTTCCGCTCCACCGTTGGACTTGCTCCGCTGTC
GGCATCCAGAAATTGCGTGGCGGAGCGGCAGACGTGAGGCGGC
ACGGCAGGCGGCCTCTTCCTCCTCTCACGGCACCGGCAGCTACG
GGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCGCTTTCCCTTCCTCGCCCG
CCGTAATAAATAGACACCCCCTCCACACCCTCTTTCCCCAACCTC
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GTGTTCGTTCGGAGCGCACACACACACAACCAGATCTCCCCCAAA
TCCACCCGTCGGCACCTCCGCTTCAAGGTACGCCGCTCATCCTCC
CCCCCCCCCCCCCTCTCTCTACCTTCTCTAGATCGGCGTTCCGGT
CCATGGTTAGGGCCCGGTAGTTCTACTTCTGTTCATGTTTGTGTTA
GATCCGTGTTTGTGTTAGATCCGTGCTGCTAGCGTTCGTACACGG
ATGCGACCTGTACATCAGACATGTTCTGATTGCTAACTTGCCAGTG
TTTCTCTTTGGGGAATCCTGGGATGGCTCTAGCCGTTCCGCAGAC
GGGATCGATTTCATGATTTTTTTTGTTTCGTTGCATAGGGTTTGGT
TTGCCCTTTTCCTTTATTTCAATATATGCCGTGCACTTGTTTGTCGG
GTCATCTTTTCATGTTTTTTTTTGGCTTGGTTGTGATGATGTGGTCT
GGTTGGGCGGTCGTTCTAGATCGGAGTAGAATACTGTTTCAAACT
ACCTGGTGGATTTATTAAAGGATCTGTATGTATGTGCCATACATCT
TCATAGTTACGAGTTTAAGATGATGGATGGAAATATCGATCTAGGA
TAGGTATACATGTTGATGCGGGTTTTACTGATGCATATACAGAGAT
GCTTTTTTTTTCGCTTGGTTGTGATGATGTGGTCTGGTTGGGCGGT
CGTTCTAGATCGGAGTAGAATACTGTTTCAAACTAACTGGTGGATT
TATTAATTTTGGATCTGTATGTGTGTGCCATACATCTTCATAGTTAC
GAGTTTAAGATGATGGATGGAAGTATCGATCTAGGATAGGTATAC
ATGTTGATGTTGGTTTTACTGATGCATATACATGATGGCATATGCA
GCATCTATTCATTCATATGCTCTAACCTTGAGTACCTATCTATTATA
ATAAACAAGTATGTTTTATAATTATTTTGATCTTGATATACTTGGAT
GATGGCATATGCAGCAGCTATATGTGGATTTTTTTAGCTCTGCCTT
CATACGCTATTTATTTGCTTGGTACTGTTTCTTTTGTCGATGCTCAC
CCTGTTGTTTGGTGTTACTTCTGCAG (SEQ ID NO : 2)

[0087] Os promotores descritos na presente invencao foram carac-

terizados por meio da clonagem de DNA e subsequente analise de
homologia de sequéncia para identificar as regides especificas do
promotor (isto €, a montante do promotor, 5-UTR, e regides de in-
trons). Os constructos e métodos previstos estdo usando um Promotor

Ubi-1 Z. mays constitutivo que compreende as sequéncias polinucleo-
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tidicas de uma regidao de promotor a montante, 5-UTR ou regido lider,
e um intron para expressar os transgenes em plantas. Em uma moda-
lidade, um promotor pode compreender uma sequéncia de polinucleo-
tideo do promotor a montante a partir do Gene Ubi-1 Z. mays cv B73
CcOomo se segue :
GTGCAGCGTGACCCGGTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAATGAGCAT
TGCATGTCTAAGTTATAAAAAATTACCACATATTTTTTTTGTCACAC
TTGTTTGAAGTGCAGTTTATCTATCTTTATACATATATTTAAACTTTA
CTCTACGAATAATATAATCTATAGTACTACAATAATATCAGTGTTTT
AGAGAATCATATAAATGAACAGTTAGACATGGTCTAAAGGACAATT
GAGTATTTTGACAACAGGACTCTACAGTTTTATCTTTTTAGTGTGC
ATGTGTTCTCCTTTTTTTTTGCAAATAGCTTCACCTATATAATACTT
CATCCATTTTATTAGTACATCCATTTAGGGTTTAGGGTTAATGGTTT
TTATAGACTAATTTTTTTAGTACATCTATTTTATTCTATTTTAGCCTC
TAAATTAAGAAAACTAAAACTCTATTTTAGTTTTTTTATTTAATAGTT
TAGATATAAAATAGAATAAAATAAAGTGACTAAAAATTAAACAAATA
CCCTTTAAGAAATTAAAAAAACTAAGGAAACATTTTTCTTGTTTCGA
GTAGATAATGCCAGCCTGTTAAACGCCGTCGACGAGTCTAACGGA
CACCAACCAGCGAACCAGCAGCGTCGCGTCGGGCCAAGCGAAGC
AGACGGCACGGCATCTCTGTCGCTGCCTCTGGACCCCTCTCGAG
AGTTCCGCTCCACCGTTGGACTTGCTCCGCTGTCGGCATCCAGAA
ATTGCGTGGCGGAGCGGCAGACGTGAGCCGGCACGGCAGGCGG
CCTCCTCCTCCTCTCACGGCACCGGCAGCTACGGGGGATTCCTTT
CCCACCGCTCCTTCGCTTTCCCTTCCTCGCCCGCCGTAATAAATA
GACACCCCCTCCACACCCTCTT (SEQ ID NO: 3)

[0088] Em uma outra modalidade, um promotor pode compreender

uma sequéncia de polinucleotideo do promotor a montante a partir do
Gene Ubi-1 Z. mays c.v. Hi-ll como segue :

GACCCGGTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAAAGAGCATTGCATGTCT
AAGTTATAAAAAATTACCACAATTTTTTAAGTGCAGTTTACGTATCT
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CTATACATATATTTAAACTTTACTATACGAATAATATAGTTTATAATA
CTAAAATAATATCAGTGTTTTAGAGAATTATATAAATGAACTGCTAG
ACATGGTCTAAATAACAATTGAGTGTTTTGACAACAGGACTCTACA
GTTTTATCTTTTTAGTGTGCATGTGTCCTATTTTTTTTTTGCAAATA

GCTTCACCTATATAATACTTCACCAATTTATTAGTACATCCATTTAG
GGTTTAGGGTTAATGGTTTCTATAGACTAATTTTTAGTACATCTATT
TTATTCTATTTTAGCCTCTAAATTAAGAAAACTAAAACTTTATTTTAG
TTTTTTTAATAATTTAGATATAAATAGAATAAAATAAAGTGACTAAAA
ATTAACTAAATACCTTTTAAAAAAATAAAAAACTAAGGAAACATTTT

TCTTGTTCCGAGTAGATAATGACAGGCTGTTCAACGCCGTCGACG
AGTCTAACGGACACCAACCAGCGAACCAGCAGCGTCGCGTCGGG
CCAAGCGAAGCAGACGGCACGGCATCTCTGTCGCTGCCTCTGGA
CCCCTCTCGAGAGTTCCGCTCCACCGTTGGACTTGCTCCGCTGTC
GGCATCCAGAAATTGCGTGGCGGAGCGGCAGACGTGAGGCGGC

ACGGCAGGCGGCCTCTTCCTCCTCTCACGGCACCGGCAGCTACG
GGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCGCTTTCCCTTCCTCGCCCG
CCGTAATAAATAGACACCCCCTCCACACCCTCTT (SEQ ID NO : 4)

Elementos de reqgulamentacido dos Genes adicionais

[0089] A expressao de transgenes pode também ser regulada por
uma regiao 5'-UTR e / ou intron localizada 3' a jusante da sequéncia
do promotor a montante. Um promotor que compreende uma regiéo do
promotor a montante operacionalmente ligado a um 5-UTR e / ou in-
tron pode regular a expressdo do transgene. Embora um promotor a
montante seja necessario para dirigir a transcricéo, a presenca de um
5'-UTR e / ou intron pode aumentar os niveis de expressao que resul-
tam na producgdo de mais transcritos de MRNA para traducgao e sintese
de proteinas. A adigdo de um 5-UTR e / ou intron de uma sequéncia
de polinucleotideo do promotor a montante pode auxiliar-expressao
estavel de um transgene.

[0090] Além disso, um promotor constitutivo que compreende uma
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sequéncia de polinucleotideo de promotor a montante pode ser segui-
da por uma 5-UTR ou a regido lider para ajudar na expressao de
transgenes em plantas. Em uma modalidade, um promotor pode com-
preender 5-UTR ou uma sequéncia lider polinucleotideo do Gene Ubi-
1 Z. mays c.v. B73 como se segue :
TCCCCAACCTCGTGTTGTTCGGAGCGCACACACACACAACCAGAT
CTCCCCCAAATCCACCCGTCGGCACCTCCGCTTCAAG (SEQ ID
NO : 5)

[0091] Em uma outra modalidade, um promotor pode compreender
5'-UTR ou uma sequéncia lider do polinucleotideo a partir do Gene U-
bi-1 Z. mays c.v. Hi-ll como se segue :
TCCCCAACCTCGTGTTCGTTCGGAGCGCACACACACACAACCAGA
TCTCCCCCAAATCCACCCGTCGGCACCTCCGCTTCAAG (SEQ ID
NO : 6)

[0092] Além disso, um promotor constitutivo que compreende um
polinucleotideo de promotor a montante seguido de uma sequéncia de
5-UTR ou a regiéao lider também pode ser seguido por um intron para
ajudar na expresséao de transgenes em plantas. Em uma modalidade,
um promotor pode compreender uma sequéncia de polinucleotideos
intrénica a partir do Gene Ubi-1 Z. mays c.v. B73 como se segue :
GTACGCCGCTCGTCCTCCCCCCCCCCCCCCCTCTCTACCTTCTCT
AGATCGGCGTTCCGGTCCATGCATGGTTAGGGCCCGGTAGTTCTA
CTTCTGTTCATGTTTGTGTTAGATCCGTGTTTGTGTTAGATCCGTG
CTGCTAGCGTTCGTACACGGATGCGACCTGTACGTCAGACACGTT
CTGATTGCTAACTTGCCAGTGTTTCTCTTTGGGGAATCCTGGGAT
GGCTCTAGCCGTTCCGCAGACGGGATCGATTTCATGATTTTTTTTG
TTTCGTTGCATAGGGTTTGGTTTGCCCTTTTCCTTTATTTCAATATA
TGCCGTGCACTTGTTTGTCGGGTCATCTTTTCATGCTTTTTTTTGT
CTTGGTTGTGATGATGTGGTCTGGTTGGGCGGTCGTTCTAGATCG
GAGTAGAATTCTGTTTCAAACTACCTGGTGGATTTATTAATTTTGG
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ATCTGTATGTGTGTGCCATACATATTCATAGTTACGAATTGAAGAT
GATGGATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGTTGATGCG
GGTTTTACTGATGCATATACAGAGATGCTTTTTGTTCGCTTGGTTG
TGATGATGTGGTGTGGTTGGGCGGTCGTTCATTCGTTCTAGATCG
GAGTAGAATACTGTTTCAAACTACCTGGTGTATTTATTAATTTTGGA
ACTGTATGTGTGTGTCATACATCTTCATAGTTACGAGTTTAAGATG
GATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGTTGATGTGGGTTT
TACTGATGCATATACATGATGGCATATGCAGCATCTATTCATATGC
TCTAACCTTGAGTACCTATCTATTATAATAAACAAGTATGTTTTATA
ATTATTTCGATCTTGATATACTTGGATGATGGCATATGCAGCAGCT
ATATGTGGATTTTTTTAGCCCTGCCTTCATACGCTATTTATTTGCTT
GGTACTGTTTCTTTTGTCGATGCTC-
CCCTGTTGTTTGGTGTTACTTCTGCA (SEQ ID NO : 7)

[0093] Em uma outra modalidade, um promotor pode compreender
uma sequéncia de polinucleotideo intrénica a partir do Gene Ubi-1 Z.
mays c.v. Hi-ll como se segue :
GTACGCCGCTCATCCTCCCCCCCCCCCCCCCTCTCTCTACCTTCT
CTAGATCGGCGTTCCGGTCCATGGTTAGGGCCCGGTAGTTCTACT
TCTGTTCATGTTTGTGTTAGATCCGTGTTTGTGTTAGATCCGTGCT
GCTAGCGTTCGTACACGGATGCGACCTGTACATCAGACATGTTCT
GATTGCTAACTTGCCAGTGTTTCTCTTTGGGGAATCCTGGGATGG
CTCTAGCCGTTCCGCAGACGGGATCGATTTCATGATTTTTTTTGTT
TCGTTGCATAGGGTTTGGTTTGCCCTTTTCCTTTATTTCAATATATG
CCGTGCACTTGTTTGTCGGGTCATCTTTTCATGTTTTTTTTTGGCTT
GGTTGTGATGATGTGGTCTGGTTGGGCGGTCGTTCTAGATCGGA
GTAGAATACTGTTTCAAACTACCTGGTGGATTTATTAAAGGATCTG
TATGTATGTGCCATACATCTTCATAGTTACGAGTTTAAGATGATGG
ATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGTTGATGCGGGTTTT
ACTGATGCATATACAGAGATGCTTTTTTTTTCGCTTGGTTGTGATG
ATGTGGTCTGGTTGGGCGGTCGTTCTAGATCGGAGTAGAATACTG
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TTTCAAACTAACTGGTGGATTTATTAATTTTGGATCTGTATGTGTGT
GCCATACATCTTCATAGTTACGAGTTTAAGATGATGGATGGAAGTA
TCGATCTAGGATAGGTATACATGTTGATGTTGGTTTTACTGATGCA
TATACATGATGGCATATGCAGCATCTATTCATTCATATGCTCTAAC
CTTGAGTACCTATCTATTATAATAAACAAGTATGTTTTATAATTATTT
TGATCTTGATATACTTGGATGATGGCATATGCAGCAGCTATATGTG
GATTTTTTTAGCTCTGCCTTCATACGCTATTTATTTGCTTGGTACTG
TTTCTTTTGTCGATGCTCACCCTGTTGTTTGGTGTTACTTCTGCAG
(SEQ ID NO: 8)

Cassetes de Expressido do Transgene e Gene Reporter

[0094] A expressao de transgenes pode também ser regulada por
meio de um cassete de expressao do gene. Em uma modalidade, um
cassete de expressdo compreende um promotor do gene. Em uma
modalidade, um cassete de expressao do gene compreende um pro-
motor Ubi-1. Em uma modalidade, um cassete de expresséao do gene
compreende um promotor Ubi-1 a partir de uma planta. Em uma moda-
lidade, um cassete de expressdo do gene compreende um promotor
Ubi-1 a partir de Z. mays cv Hi-Il.

[0095] Em uma modalidade, um cassete de expressao do gene
compreende um Promotor Ubi-1 Z. mays cv Hi-ll, em que o promotor &
pelo menos 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 %, 99,5 %, 99,8 %, ou 100 % idéntico a SEQ ID NO :
2. Em uma modalidade, um cassete de expressao do gene compreen-
de um promotor constitutivo, tal como o Promotor Ubi-1 Z. mays cv Hi-
II, que esta operacionalmente ligado a um gene repérter ou um trans-
gene. Em uma modalidade, um cassete de expressdo do gene com-
preende um promotor constitutivo que é de uma forma operativa ligado
a um transgene, em que o transgene pode ser um transgene de tole-
rancia a inseticida, um transgene de tolerancia a herbicida, um trans-

gene de eficiéncia da utilizagdo de nitrogénio, um transgene de efici-
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éncia de utilizacao de agua, um transgene de qualidade nutricional, um
transgene de ligacdo ao DNA , um transgene de marcador seleciona-
vel, ou as combinacgbes dos mesmos. Em uma modalidade, um casse-
te de expressdo de genes que compreende o promotor constitutivo
pode dirigir a expressdo de um ou mais transgenes ou genes reporter.
Em uma modalidade, um cassete de expressao de genes que com-
preende o promotor constitutivo pode dirigir a expressdo de dois ou
mais transgenes ou genes reporter.

[0096] Em uma modalidade, um cassete de expressao do gene
compreende um Promotor Ubi-1 Z. mays cv Hi-ll, em que a sequéncia
do promotor a montante &, pelo menos, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92
%, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 %, 99,8 %, ou
100 % idéntica a SEQ ID NO : 4. Em uma modalidade, um cassete de
expressao do gene compreende um promotor constitutivo, tal como o
promotor Ubi-1Z. mays cv Hi-ll a montante, que esta operacionalmente
ligada a um gene reporter ou um transgene. Em uma modalidade, um
cassete de expressédo do gene compreende um promotor constitutivo a
montante que esta ligado de uma forma operativa a um transgene, em
que o transgene pode ser um transgene de tolerancia a inseticida, um
transgene de tolerancia a herbicida, um transgene de eficiéncia da uti-
lizacdo de nitrogénio, um transgene de eficiéncia de utilizagdo de a-
gua, uma transgene qualidade nutricional, um transgene de ligacao ao
DNA , um transgene de marcador selecionavel, ou as combinagbes
dos mesmos. Em uma modalidade, um cassete de expressao de ge-
nes que compreende o promotor a montante constitutivo, pode dirigir a
expressao de um ou mais transgenes ou genes reporter. Em uma mo-
dalidade, um cassete de expresséao de genes que compreende o pro-
motor a montante constitutivo pode conduzir a expressao de dois ou
mais transgenes ou genes reporter. Em uma outra modalidade, o pro-

motor a montante pode compreender um intron. Em uma modalidade ,
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o promotor a montante pode compreender uma sequéncia de intron
que esta operacionalmente ligada a um gene repdrter ou transgene.
Em uma outra modalidade o promotor a montante pode compreender
um 5-UTR ou a sequéncia lider. Em uma modalidade , o promotor a
montante pode compreender 5-UTR ou uma sequéncia lider que esta
operacionalmente ligada a um gene repdrter ou transgene. Em ainda
outra modalidade, o promotor a montante pode compreender um 5'-
UTR ou a sequéncia lider e uma sequéncia de intron. Em uma modali-
dade , o promotor a montante pode compreender um 5-UTR ou a se-
quéncia lider e uma sequéncia de intron que esta operacionalmente
ligada a um gene reporter ou transgene.

[0097] Em uma modalidade, um cassete de expressao do gene
compreende um Promotor Ubi-1 Z. mays cv Hi-ll, em que a 5-UTR ou
a sequéncia lider €, pelo menos, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %,
94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 %, 99,8 %, ou 100 % idén-
tica a SEQ ID NO : 6. Em uma modalidade, um cassete de expressao
que compreende um gene ou lider de um gene do milho que codifica
uma ubiquitina-1 de proteina que ligada esta de uma forma operativa a
um promotor, em que o promotor € um Promotor Ubi-1 Z. mays cv Hi-
[I, ou um promotor que se origina a partir de uma planta (por exemplo,
promotor Zea mays da ubiquitina-1), um virus (por exemplo, promotor
do virus do mosaico da veia de mandioca), ou uma bactéria (por e-
xemplo, Agrobacterium tumefaciens delta mas) . Em uma modalidade
ilustrativa, um cassete de expressao do gene compreende um Z. mays
cv Hi-ll 5-UTR ou a sequéncia lider de um gene do milho que codifica
uma proteina de ubiquitina que esta ligada de uma forma operativa a
um transgene, em que o transgene pode ser um transgene de toleran-
cia a inseticida, um transgene de tolerancia a herbicida, um transgene
de eficiéncia da utilizagdo de nitrogénio, uma agua nos transgene de

eficiéncia, um transgene qualidade nutricional, um transgene de liga-
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¢do ao DNA , um transgene de marcador selecionavel, ou as combina-
¢bes dos mesmos.

[0098] Em uma modalidade, um cassete de expressado do gene
compreende um Promotor Ubi-1 Z. mays cv Hi-ll, em que a sequéncia
intrbnica &, pelo menos, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % , 99,5 %, 99,8 %, ou 100 % idéntica a
SEQ ID NO : 8. Em uma modalidade, um cassete de expresséo do ge-
ne compreende um intron de um gene do milho que codifica uma pro-
teina de ubiquitina-1 que esta ligada de uma forma operativa a um
promotor, em que o promotor € um Promotor Ubi-1 Z. mays cv Hi-ll, ou
um promotor que se origina a partir de uma planta (por exemplo, Pro-
motor Zea mays de ubiquitina-1), um virus (por exemplo, promotor do
virus do mosaico da veia de mandioca) ou uma bactéria (por exemplo,
Agrobacterium tumefaciens delta mas). Em uma modalidade ilustrati-
va, um cassete de expressdo do gene compreende um intron de um
gene do milho que codifica uma proteina de ubiquitina que ligada esta
de uma forma operativa a um transgene, em que o transgene pode ser
um transgene de tolerancia a inseticida, um transgene de tolerancia a
herbicida, um transgene de eficiéncia da utilizacao de nitrogénio, uma
regar-nos a eficiéncia do transgene, um transgene de qualidade nutri-
cional, um transgene de ligacdo ao DNA, um transgene de marcador
selecionavel, ou combinag¢des dos mesmos.

[0099] Em uma modalidade, um vetor pode compreender um cas-
sete de expressdo do gene, tal como descrito na presente invencgéo.
Em uma modalidade, um vetor pode ser um plasmideo, um cosmideo,
um cromossoma bacteriano artificial (BAC), um bacteriéfago, um virus,
ou um fragmento de polinucleotideo excisado pelos presentes invento-
res na transformacédo direta ou direcionamento de gene, tal como um
DNA doador.

[00100] Em uma modalidade, uma célula ou planta compreende um
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cassete de expressao do gene, tal como descrito na presente inven-
cao. Em uma modalidade, uma célula ou planta compreende um vetor
que compreende um cassete de expressao de gene tal como descrito
neste pedido. Em uma modalidade, um vetor pode ser um plasmideo,
um cosmideo, um cromossoma bacteriano artificial (BAC), um bacteri-
ofago, ou um virus. Deste modo, uma célula ou planta que compreen-
de um cassete de expressdo do gene € um ou célula transgénica de
uma planta transgénica, respectivamente.

[00101] Em uma modalidade, uma planta transgénica pode ser uma
planta monocotiledénea ou uma planta dicotiledénea. Uma modalidade
de uma planta monocotiledénea transgénica pode ser, mas nao esta
limitado a milho, trigo, arroz, sorgo, aveia, centeio, bananas, cana de
acucar, e milho-miudo. Uma modalidade de uma planta transgénica
dicotiledbnea pode ser, mas nao esta limitada a soja, algodao, giras-
sol, ou canola. Uma modalidade também inclui uma semente transgé-
nica de uma planta transgénica, tal como descrito na presente inven-
céo.

Marcadores selecionaveis

[00102] Varios marcadores selecionaveis, também descritos como
genes reporter, podem ser incorporados em um vetor de expressao
escolhido para permitir a identificacao e sele¢do das plantas transfor-
madas ("transformantes"). Varios métodos estao disponiveis para con-
firmar a expressdo de marcadores selecionaveis em plantas transfor-
madas, incluindo, por exemplo, sequenciagédo de DNA e Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), por Southern blotting, hibridacdo de
RNA, os métodos imunoldgicos para a detecgao de uma proteina ex-
pressa a partir do vetor, tais como, proteina precipitada que medeia a
resisténcia a fosfinotricina, observacao visual ou de outras proteinas,
tais como genes reporter que codificam B-glucuronidase (GUS), lucife-

rase, proteina fluorescente videde (GFP), proteina fluorescente amare-
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la (YFP), DsRed, B-galactosidase, cloranfenicol acetiltransferase
(CAT), a fosfatase alcalina, e semelhantes (Vide Sambrook et al, Mo-
lecular Cloning : . a Laboratory Manual, Third Edition, Cold Spring Har-
bor Press, Nova lorque, 2001, o conteudo é incorporado na presente
invencao por meio da referéncia na sua totalidade).

[00103] Os genes marcadores selecionaveis sao usados para a se-
lecdo de células ou tecidos transformados. Os genes marcadores se-
lecionaveis incluem genes que codificam resisténcia a antibiéticos, tais
como aquelas que codificam a neomicina fosfotransferase Il (NEO) e
higromicina fosfotransferase (HPT), assim como genes que conferem
resisténcia a compostos herbicidas. Os genes de resisténcia a herbici-
das em geral codifica para uma proteina alvo modificada insensivel ao
herbicida ou de uma enzima que degrada ou desintoxica 0 herbicida
na planta antes de poder atuar. Por exemplo, a resisténcia ao glifosato
foi obtida usando genes que codificam enzimas alvo mutantes, sintase
5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato (EPSPS). Os genes e mutantes de
EPSPS s&o bem conhecidoss, e ainda descritos abaixo. Resisténcia
ao herbicida glufosinato de amoénio, bromoxinil, e 24-
diclorofenoxiacetato (2,4-D) tem sido obtida através de genes bacteri-
anos que codificam pat ou DSM-2, um nitrilase, um DAA-1 ou um gene
AAD-12, que desintoxica os respectivos herbicidas.

[00104] Em uma modalidade, os herbicidas podem inibir o ponto ou
meristema em crescimento, incluindo a imidazolinona ou sulfonilureia,
e genes para resisténcia / tolerdncia de aceto-hidroxiacido sintetase
(AHAS) e da acetolactato sintase (ALS). Os genes de resisténcia a gli-
fosato incluem sintase 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato (EPSPS) mu-
tante e dgt-28 genes através da introduc¢do de acidos nucleicos re-
combinantes e / ou varias formas de mutagénese in vivo de genes
EPSPs nativos, os genes aroA e genes de glifosato acetil transferase

(GAT), respectivamente. Genes de resisténcia para outros compostos
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de fosfono incluem genes bar das espécies de Streptomyces, incluindo
Streptomyces hygroscopicus e Streptomyces viridichromogenes e aci-
dos propridnicos piridindxi ou fenoxi e ciclo-hexonas (genes que codifi-
cam o inibidor ACCase). Exemplos de genes que conferem resisténcia
a ciclo-hexanodionas e / ou acido ariloxifenoxipropandico (incluindo
Haloxifope, diclofope, Fenoxyprop, Fluazifop, Quizalofope) incluem os
genes de acetil coenzima A carboxilase (ACCase) - ACC1-S1, S2 e
ACC1-ACC1-S3. Em uma modalidade, os herbicidas podem inibir a
fotossintese, incluindo triazina (+ genes psbA e 1s) ou benzonitrila
(gene de nitrilase).

[00105] Em uma modalidade, os genes marcadores selecionaveis
incluem, mas nao estdo limitados a genes que codificam: neomicina-
fosfotransferase Il ; hidratase cianamida ; aspartato quinase ; sintase
di-hidrodipicolinato ; descarboxilase de triptofano ; sintase di-
hidrodipicolinato e aspartato quinase insensiveis ; gene bar ; descar-
boxilase de ftriptofano ; fosfotransferase de neomicina (NEO) ; fosfo-
transferase higromicina (HPT ou HYG) ; di-hidrofolato redutase (DH-
FR) ; fosfinotricina acetiltransferase ; 2,2-acido dicloropropidnico desa-
logenase ; aceto-hidroxiacido sintase ; 5-enolpiruvil-chiquimato-fosfato
Sintase (aroA) ; haloarilnitrilase ; acetil-coenzima A carboxilase ; di-
hidropteroata sintase (sul 1) ; e 32 kD fotossistema Il polipeptideo (ps-
bA).

[00106] Uma modalidade inclui também genes que codificam resis-
téncia a: cloranfenicol ; metotrexato ; higromicina ; spectinomicina ;
bromoxinil ; glifosato ; e fosfinotricina.

[00107] A lista acima de genes marcadores selecionaveis nao se
destina a ser limitativa. Qualquer gene rep6rter ou marcador selecio-
navel é englobado por meio da presente invencao.

[00108] Os genes marcadores selecionaveis sao sintetizados para

expressao optima na planta. Por exemplo, em uma modalidade, uma



46/75

sequéncia de codificacdo de um gene foi modificada por cédon de op-
timizacado para aumentar a expressao em plantas. Um gene marcador
selecionavel pode ser optimizado para a expressao de uma espécie
particular de planta ou, de uma forma alternativa, pode ser modificado
para expressado Optima em plantas dicotileddbneas ou monocotiled6-
neas. Os coédons de Planta preferidos podem ser determinados a partir
dos coédons de maior frequéncia nas proteinas expressas em maior
quantidade na espécie particular da planta de interesse. Em uma mo-
dalidade, um gene marcador selecionavel &€ desenhado para ser ex-
presso em plantas a um nivel mais elevado resultando em uma maior
eficiéncia de transformacédo. Os métodos para otimizacédo da planta de
genes sédo bem conhecidos. A orientagéo que respeita a optimizagao e
fabricacdo de sequéncias polinucleotidicas sintéticas podem ser en-
contradas em, por exemplo, W0O2013 / 016546, WO2011 / 146524,
WO1997 / 013402, Patente US N ° 6.166.302, e Patente U.S. No.
5.380.831, incorporada na presente invenc¢ao por meio da referéncia.
Transgenes

[00109] Os métodos e composicbes descritos podem ser usados
para expressar as sequéncias de genes de polinucleotideo dentro do
genoma da planta. Por conseguinte, os genes que codificam a toleran-
cia a herbicida, resisténcia a insetos, os nutrientes, os antibidticos, ou
moléculas terapéuticas podem ser expressos pelo novo promotor.
[00110] Em uma modalidade, o elemento de regulamentagdo do
promotor constitutivo da presente descrigdo € combinado ou de uma
forma operativa ligado a um ou mais genes que codificam para se-
quéncias de polinucleotideos que conferem resisténcia ou tolerancia
ao glifosato, 2, 4-D glufosinato, ou outro herbicida, proporciona resis-
téncia a insetos ou seleciona doencas e / ou melhorias nutricionais,
melhores caracteristicas agronémicas, proteinas ou outros produtos

uteis na alimentacao, alimentos, industrial, farmacéutico ou para outros



47175

usos. Os transgenes podem ser "empilhados" com duas ou mais se-
quéncias de acidos nucleicos de interesse no genoma de uma planta.
O empilhamento pode ser conseguido, por exemplo, através de repro-
ducdo de plantas convencionais usando dois ou mais casos de trans-
formacgéo, uma planta com um constructo que contém as sequéncias
de interesse, retransformacéo de uma planta transgénica, ou adigéo
de novas caracteristicas através da integragdo homologa direcionada
através da recombinacéo.

[00111] Tais sequéncias polinucleotidicas de interesse incluem,
mas nao estdo limitadas aos exemplos apresentados a seguir:

1. Genes ou sequéncia de codificacdo (por exemplo, iRNA) que confe-

rem resisténcia a pragas ou Doenca

[00112] (A) Genes de resisténcia a doencgas de Planta. As defesas
das plantas s&o muitas vezes ativadas por meio da interacgédo especi-
fica entre o produto de um gene de resisténcia a doenca (R) na planta
e o produto de um gene de aviruléncia correspondente (AVR) no fungo
patogénico. Uma variedade de planta pode ser transformada com o
gene resistente clonado para engenharia de plantas que sao resisten-
tes aos agentes patogénicos de cepas especificas. Exemplos de tais
genes incluem, o gene Cf-9 de tomate para resisténcia a Cladosporium
fulvum (Jones et al, 1994, Science, 266 : 789), o gene Pto de tomate,
que codifica uma proteina-quinase, para resisténcia a Pseudomonas
syringae pv. tomate (Martin et al, 1993 Science 262 : 1432), e do gene
de Arabidopsis RSSP2 para resisténcia a Pseudomonas syringae
(Mindrinos et al, 1994 celular. 78 : 1089).

[00113] (B) Uma proteina de Bacillus thuringiensis, um derivado do
mesmo, ou um polipeptideo sintético modelado do mesmo, tal como,
uma sequéncia de nucleotideos de um gene Bt &-endotoxina (Geiser
et al, 1986 Gene. 48 : 109), e um gene de inseticida vegetativo (VIP)
(vide , por exemplo, Estruch et al (1996). Proc Natl Acad Sci 93 : 5389
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a 94). Além disso, as moléculas de DNA que codificam os genes de &-
endotoxina podem ser compradas na American Type Culture Colletion
(Rockville, Md.), Sob os numeros de acesso ATCC 40098, 67136,
31995 e 31998.

[00114] (C) Uma lectina, tal como, as sequéncias nucleotidicas de
varios genes de lectina de ligagcdo a manose Clivia miniata (Van Dam-
me et al, 1994 Plant Moles Biol 24 : 825).

[00115] (D) Uma proteina de ligagéo, tais como avidina e homolo-
gos de avidina que sao uteis como larvicidas contra pragas de insetos.
Vide a Patente U.S. N °5.659.026.

[00116] (E) Um inibidor de enzima, por exemplo, um inibidor da pro-
tease ou um inibidor da amilase. Exemplos de tais genes incluem um
inibidor da proteinase de cisteina de arroz (Abe et al, 1987, J. Biol
Chem 262 : 16793), um inibidor de proteinase de tabaco | (Huub et al,
1993 Plant Moles Biol 21 : 985), e um inibidor de a-amilase (Sumitani
et al, 1993 Biosci Biotech Biochem. 57 : 1243).

[00117]  (F) Um horménio especifico de inseto ou feromonas como
um ecdiesterdide e hormdnio juvenil de uma variante do mesmo, um
respectivo mimético com base, ou um antagonista ou um agonista dos
mesmos, tal como a expressao de baculovirus de esterase de hormé-
nio juvenil clonado, um inativador do horménio juvenil (Hammock et al.,
1990 Nature 344 : 458).

[00118] (G) Um peptideo especifico de insetos ou neuropeptideo
que, apds expressdo, perturba a fisiologia da praga afetada (J. Biol
Chem 269: 9). Exemplos de tais genes incluem um receptor de hor-
monio de inseto diurético (Regan, 1994), uma alostatina identificada
em Diploptera punctata (Pratt, 1989), e especifico de inseto, neuroto-
xinas paralisantes (Patente U.S. No. 5.266.361).

[00119] (H) Um veneno especifico de inseto produzido na natureza

por uma cobra, uma vespa, etc, tal como um peptideo insetotdxico de
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escorpido (Pang, 1992 Gene 116 : 165).

[00120] (l) Uma enzima responsavel por uma hiperacumulac¢do do
monoterpeno, um sesquiterpeno, um esterdide, um acido hidroxamico,
um derivado de fenilpropandide ou outra molécula ndo protéica com
atividade inseticida.

[00121] (J) Uma enzima envolvida na modificagao, incluindo a modi-
ficagdo pos-translacional, de uma molécula biologicamente ativa ; por
exemplo, uma enzima glicolitica, uma enzima proteolitica, uma enzima
lipolitica, uma nuclease, uma ciclase, uma transaminase, uma estera-
se, uma hidrolase, uma fosfatase, uma quinase, uma fosforilase, uma
polimerase, uma elastase, quitinase e glucanase, seja natural ou sinté-
tica. Exemplos de tais genes incluem, um gene calas (PCT publicado
WOQO93 / 02197), as sequéncias que codificam quitinases (que podem
ser obtidas, por exemplo, a partir de ATCC sob os numeros de acesso
67152) e 3.999.637, ancilostomo quitinase do tabaco (Kramer et al.,
1993 Inseto Molec Biol. 23 ;: 691), e salsa ubi4-2 gene de poliubiquitina
(Kawalleck et al, 1993 Plant Moles Biol 21 : 673).

[00122] (K) Uma molécula que estimula a transducgéo de sinal. E-
xemplos de tais moléculas incluem as sequéncias de nucleotideos de
clones de cDNA de calmodulina de feijao mung (Garrafa et al, 1994
Plant Moles Biol 24 : 757). E uma sequéncia de nucleotideos de um
clone de cDNA de milho calmodulina (Griess et al, 1994 Plant Physiol
104 : 1467).

[00123] (L) Um peptideo momento hidrofébico. Vide a Patente U.S.
N °s 5.659.026 e 5.607.914. ; este ultimo ensina p eptideos antimicro-
bianos sintéticos que conferem resisténcia a doencgas.

[00124] (M) Um permease da membrana, um canal anterior ou um
bloqueador do canal, tal como um analogo de um peptideo litico ce-
cropina-f (Jaynes et al., 1993 Plant Sei. 89 : 43) que torna as plantas

de tabaco transgénicas resistentes a Pseudomonas solanacearum.
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[00125] (N) Uma proteina viral invasivo ou um complexo de toxina
derivados a partir da mesma. Por exemplo, a acumulagao de proteinas
de revestimento viral em células de planta transformadas confere re-
sisténcia a infecgdo viral e / ou desenvolvimento da doenga efetuada
pelo virus a partir do qual o gene da proteina de revestimento é deri-
vado, bem como pelos virus relacionados. Resisténcia mediada pela
proteina Brasdo foi conferida as plantas transformadas contra virus
mosaico d alfalfa, virus do mosaico do pepino, virus da raia do tabaco,
virus X da batata, virus Y da batata, virus da gravura do tabaco, virus
de chocalho do tabaco e virus do mosaico do tabaco. Vide , por exem-
plo, Beachy et al. (1990) Ann. Rev. Phytopathol. 28 : 451.

[00126] (O) Um anticorpo especifico para o inseto ou uma imunoto-
xina derivada a partir dos mesmos. Dessa maneira, um anticorpo dire-
cionado para uma fungéo metabdlica critica no intestino do inseto pode
inativar uma enzima afetada, matando o inseto. Por exemplo, Taylor et
al. (1994) Abstract # 497, Seventh Intl. Symposium on Molecular
Plant-Microbe Interactions mostra a inativagdo enzimatica em tabaco
transgénico através da produgao de fragmentos de anticorpo de ca-
deia simples.

[00127] (P) Um anticorpo de virus especifico. Vide , por exemplo,
Tavladoraki et al. (1993) Nature 266 : 469, que mostra que as plantas
transgénicas que expressam 0s genes de anticorpos recombinantes
sao protegidas contra o ataque de virus.

[00128] (Q) Uma proteina de desenvolvimental arrestivo produzida
na natureza por um agente patogénico ou um parasita. Dessa maneira
, endo a-1,4-D poligalaturonases fungicas facilitam a libertacéo de nu-
trientes de plantas e colonizagao fungica por meio da solubilizacao da
parede celular de planta homo-a-1,4-D-galaturonase Bio / Technology
10 (Cordeiro et al., 1992) : 1436. A clonagem e caracterizagcao de um

gene que codifica uma proteina de feijao de inibicdo endopoligalaturo-
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nase € descrita por Toubart et al. (1992 Plant J. 2 : 367).

[00129] (R) Uma proteina de desenvolvimental arrestivo produzida
na natureza por uma planta, tal como o gene de inativacdo de ribos-
soma de cevada, que proporciona uma maior resisténcia a doenca
fungica (Longemann et al., 1992). Bio / Technology 10 : 3305.

[00130] (S) RNA de interferéncia em que uma molécula de RNA é
usada para inibir a expressdo de um gene alvo. Uma molécula de RNA
, em um exemplo, é parcialmente ou totalmente de filamento duplo, o
que desencadeia uma resposta de silenciamento, resultando em cliva-
gem do dsRNA em pequenos RNA interferentes, que sdo depois in-
corporados em um complexo alvo que destréi mRNAs homoélogos. Vi-
de , por exemplo, incéndios et al, Patente US N °6 .506.559. ; Graham
et al, Patente U.S. No. 6.573.099.

2. Os genes que conferem resisténcia a um herbicida

[00131] (A) Os genes que codificam a resisténcia ou tolerancia a
um herbicida que inibe o ponto de crescimento ou meristema, tal como
um imidazalinona, sulfonanilida ou herbicida de sulfonilureia. Os genes
exemplares neste codigo de categoria para acetolactato sintase (ALS)
mutante (Lee et al, 1988 EMBOJ. 7 : 1241), também conhecidos como
enzima aceto-hidroxiacido sintase (AHAS) (Miki et al, 1990 Theor Appl
Genet 80 . : 449).

[00132] (B) Um ou mais genes adicionais que codificam resisténcia
ou tolerancia ao glifosato conferida pelos genes de EPSP-sintase e
mutantes aroA, ou através da inativagdo metabdlica por genes, tais
como DGT-28, 2mEPSPS, GAT (glifosato acetiltransferase) ou GOX
(oxidase de glifosato) e outros compostos fosfono como glufosinato
(genes pat, bar, e dsm-2) e acidos ariloxifenoxipropiénicos e ciclo-
hexanodionas (genes de codificagdo do inibidor ACCase). Vide , por
exemplo, Patente US N °4.940.835, que descreve a s equéncia de nu-

cleotideos de uma forma de EPSP que pode conferir resisténcia ao
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glifosato. Uma molécula de DNA que codifica um gene aroA mutante
pode ser obtida na instituicao ATCC com o Numero de Acesso 39256,
e a sequéncia de nucleotideos do gene mutante é descrita na patente
US No. 4.769.061. O Pedido de Patente Europeia N ° 0 333 033 e Pa-
tente US No. 4.975.374 descrevem as sequéncias de nucleotideos dos
genes de glutamina sintetase que conferem resisténcia a herbicidas,
tais como L-fosfinotricina. A sequéncia de nucleotideos de um gene
fosfinothricinacetil-transferase é fornecida no Pedido de Patente Euro-
peia N °0 242 246. De Greef et al. (1989) Bio / Te chnology 7 : 61 des-
crevem a producdo de plantas transgénicas que expressam 0s genes
quiméricos de barras que codificam para a atividade fosfinotricina ace-
til transferase. Exemplos de genes de resisténcia aos acidos ariloxife-
noxipropidénicos e ciclo-hexanodionas, tais como setoxidim e haloxifo-
pe, sdo os genes Accl-S1, Accl- S2 e Accl-S3 descritos por Marshall et
al. (1992) Theor. Appl. Genet. 83 : 435.

[00133] (C) Os genes que codificam a resisténcia ou tolerancia a
um herbicida que inibe a fotossintese, tais como uma triazina (genes
psbA e gs+) e um benzonitrila (gene da nitrilase). Przibilla et al. (1991)
Plant Cell 3 : 169 descrevem a utilizacéo de plasmideos que codificam
0s genes psbA mutantes para transformar Chlamydomonas. As se-
quéncias de nucleotideos para os genes de nitrilase s&o descritas na
Patente U.S. No. 4810648, e as moléculas de DNA que contém estes
genes estao disponiveis na ATCC com os numeros de acesso 53435,
67441 e 67442. A clonagem e expressao de DNA que codifica para
uma glutationa-S-transferase é descrita por Hayes et al. (1992) Bio-
chem. J. 285 : 173.

[00134] (D) Os genes que codificam a resisténcia ou tolerancia a
um herbicida que se liga a dioxigenases hidroxifenilpiruvato (HPPD),
enzimas que catalisam a reagdo em que para-hidroxifenilpiruvato

(HPP) é transformada em homogentisato. Isto inclui herbicidas, tais
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como isoxazb6is (EP418175, EP470856, EP487352, EP527036,
EP560482, EP682659, patente US No. 5.424.276), em particular, iso-
xaflutol, que €& um herbicida seletivo do milho, diketonitrilas
(EP496630, EP496631), em particular, 2-ciano -3-ciclopropil-1- (2-
SO2CH3-4-CF3 fenil) propano-1,3-diona e 2-ciano-3-ciclopropil-1- (2-
SO2CH3-4-2,3CI2 fenil) propano-1, 3-diona, tricetonas (EP625505,
EP625508, Patente US No. 5.506.195), em particular a sulcotriona e
pirazolinatos. Um gene que produz um excesso de HPPD nas plantas
pode proporcionar resisténcia ou tolerancia a esses herbicidas, inclu-
indo, por exemplo, os genes descritos na Patente U.S. Nos. 6.268.549
e 6.245968 e a Publicacado de Pedido de Patente US No.
2003/0066102.

[00135] (E) Os genes que codificam a resisténcia ou tolerancia a
herbicidas fenoxiauxinicos, tais como acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) e que podem também conferir resisténcia ou tolerancia as her-
bicidas de arilaxifenoxipropionato (AOPP). Exemplos de tais genes in-
cluem o gene da enzima dioxigenase dependente de -cetoglutarato
(aad-1) descrito na patente US No. 7.838.733.

[00136] (F) Os genes que codificam a resisténcia ou tolerancia a
herbicidas fenoxiauxinicos, tais como acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) e que também podem conferir resisténcia ou tolerancia a her-
bicidas piridiloxi auxina, tais como fluroxipir ou triclopir. Exemplos de
tais genes incluem o gene da enzima dioxigenase dependente de -
cetoglutarato (aad-12), descrito no documento WO2007 / 053482 A2.
[00137] (G) Os genes que codificam a resisténcia ou tolerancia a
dicamba (vide, por exemplo, Patente U.S. No. de publicagéo
20030135879).

[00138] (H) Os genes que fornecem resisténcia ou tolerancia a her-
bicidas que inibem protoporfirinogénio oxidase (PPO) (vide a Patente
US No. 5.767.373).
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[00139] (I) Os genes proporcionando resisténcia ou tolerancia a
herbicidas de triazina (tal como atrazina) e herbicidas derivados de u-
reia (tal como diuron) que se ligam a proteinas do nucleo dos centros
reacionais de fotossistema Il centros (PS Il) (Vide Brussian et al.,
(1989) EMBO J. 1989, 8 (4) : 1237-1245.

3. genes que conferem ou contribuem para um Trato Agregado de Va-

lor

[00140] (A) O metabolismo de acidos graxos, por exemplo, por
transformagé@o de milho ou Brassica com um gene anti-sentido ou es-
tearoil-ACP dessaturase a aumenta o teor de acido estearico da planta
(Knultzon et al., 1992) Proc. Nat. Acad. Sci. EUA 89 : 2624.

[00141] (B) Diminuicao do teor de fitase

[00142] (1) Introducdo de um gene que codifica fitase, tal como o
gene da fitase de Aspergillus niger (Van Hartingsveldt et al, 1993 Gene
127 : 87), aumenta a desagregacao de fitato, a adi¢gdo de fosfato mais
livre para a planta transformada.

[00143] (2) Um gene pode ser introduzido que reduz o teor de fitato.
No milho, este, por exemplo, pode ser conseguido por meio da clona-
gem e depois reintroduzindo o DNA associado com o unico alelo que é
responsavel por mutantes de milho caracterizados por baixos niveis de
acido fitico (Raboy et al, 1990 Maydica 35 : 383).

[00144] (C) A composicdo de hidratos de carbono de modificagéo
efetuada, por exemplo, pela transformacéo de plantas com um gene
que codifica para uma enzima que altera o padréo de ramificagdo de
amido. Exemplos de tais enzimas incluem, gene da frutosiltransferase
Streptococcus muco (Shiroza et al., 1988) J. Bacteriol. 170 : 810, gene
levansucrase Bacillus subtilis (Steinmetz et al, 1985 Mol Gen. Genel
200 : 220), a-amilase Bacillus licheniformis (Pen et al, 1992 Bio / Te-
chnology 10 : . 292), genes da invertase de tomate (Elliot et al, 1993),
gene da amilase de cevada (Sogaard et al, 1993, J. Biol Chem 268 :
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22480), e enzima de ramificagdo do amido endosperma de milho Il (Fi-
sher et al, 1993 Plant Physiol 102 :10450) .

Transformacéo

[00145] Os métodos adequados para a transformacgédo de plantas
incluem qualquer método em que o DNA pode ser introduzido em uma
célula, por exemplo, e sem limitagéo : eletroporacao (vide , por exem-
plo, Patente US N °5.384.253) ; bombardeamento com micro-projétil
(vide , por exemplo, Patentes US Nos 5.015.580 ; 5.550.318 ;
5.538.880 ; 6.160.208 ; 6.399.861 ; e 6.403.865) ; Transformag¢ao me-
diada por Agrobacterium (vide , por exemplo, Patentes US Nos
5.635.055 ;. 5.824.877 ; 5.591.616 ; 5.981.840 ; e 6.384.301) ; e trans-
formacado de protoplastos (vide , por exemplo, Patente US No.
5.508.184). Estes métodos podem ser usados para transformar de
forma estavel ou transientemente transformar uma planta.

[00146] Um constructo de DNA pode ser introduzido de uma manei-
ra direta no DNA gendmico da célula de planta usando as técnicas tais
como agitacdo com fibras de carboneto de silicio (vide, por exemplo,
Patentes U.S. Nos. 5.302.523 e 5.464.765). Os constructos de DNA
podem ser introduzidos de uma maneira direta no tecido da planta u-
sando métodos biolisticos, tais como bombardeamento de particulas
de DNA (vide, por exemplo, Klein et al, (1987) Nature 327 : 70 a 73).
De uma forma alternativa, os constructos de DNA podem ser introdu-
zidas na célula da planta através de transformacéo de nanoparticulas
(vide , por exemplo, Patente US No. de publicacao 2009 / 0104700,
incorporada na presente invencao por meio de referéncia na sua tota-
lidade).

[00147] Além disso, a transferéncia de genes pode ser conseguida
por meio de bactérias ou virus ndo Agrobacterium, tais como Rhizobi-
um sp. NGR234, Sinorhizoboium melilati, Mesorhizobium Loti, virus X

da batata, virus do mosaico de couve-flor, virus do mosaico da veia de
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mandioca, e / ou o virus do mosaico do tabaco, vide, por exemplo,
Chung et al. (2006) Trends Planta Sci. 11 (1) : 1 a 4.

[00148] Através da aplicagédo de técnicas de transformacéo, as cé-
lulas de praticamente qualquer espécie de planta podem ser transfor-
madas de forma estavel, e estas células podem ser desenvolvidas em
plantas transgénicas por meio das técnicas bem conhecidas. Por e-
xemplo, as técnicas que podem ser particularmente uteis no contexto
de transformacéao de algodao encontram-se descritas nas Patentes US
Nos 5.846.797. ; 5.159.135 ; 5.004.863 ; e 6.624.344 ; sao descritas
técnicas para a transformacgéo de plantas de Brassica, em particular,
por exemplo, na Patente U.S. No. 5.750.871 ; s&do descritas técnicas
para transformagcdo de soja, por exemplo, na Patente U.S. No.
6.384.301 ; e sao descritas técnicas para a transformacao de milho,
por exemplo, nas Patentes U.S. Nos. 7.060.876 e 5.591.616, e Publi-
cacgao Internacional PCT WO95 / 06722.

[00149] Depois de efetuar a entrega de um acido nucleico exdégeno
para uma célula receptora, uma célula transformada & geralmente i-
dentificada para posterior cultura e regeneracao de plantas. A fim de
melhorar a capacidade de identificar transformantes, pode-se desejar
usar um gene marcador de selegdo com o vetor de transformagéo u-
sado para gerar o transformante. Em uma modalidade ilustrativa, uma
populacdo de células transformadas pode ser avaliada por meio da
exposicao das células a um agente seletivo, ou agentes, ou as células
podem ser pesquisadas quanto a caracteristica do gene marcador de-
sejado.

[00150] As células que sobrevivem a exposicéo a um agente seleti-
VO, ou as células que foram marcadas positivamente em um ensaio de
rastreio, podem ser cultivadas em meios que apoiam a regeneragao
das plantas. Em uma modalidade, qualquer meio de cultura de tecido

de planta apropriado pode ser modificado por meio da inclusao de ou-



57175

tras substancias, tais como de regulamentagdo de crescimento. Os
tecidos de plantas podem ser mantidos em um meio basico com os de
regulamentagdo de crescimento até que o tecido seja suficiente dispo-
nivel para iniciar os esforgos de regeneragédo de plantas. De uma for-
ma alternativa, ap6s as rondas de selecao manual repetida, até que a
morfologia do tecido seja adequada para a regeneracgéo (por exemplo,
pelo menos 2 semanas), o tecido pode entdo ser transferido para meio
conducente a formacao de rebentos. As culturas sao transferidass pe-
riodicamente até que a formagdo de brotos tenha ocorrido de forma
suficiente. Uma vez que os brotos sao formados, eles séo transferidos
para meios propicios para a formacgao de raizes. Uma vez que as rai-
zes suficientes sao formadas, as plantas podem ser transferidas para
0 solo para um maior crescimento e maturidade.

[00151] Para confirmar a presenca de um acido nucleico pretendido
que compreende os constructos previstos na regeneragao de plantas,
uma variedade de ensaios pode ser realizada. Tais ensaios podem
incluir: ensaios bioldgicos moleculares, tais como Southern e Northern
blotting e PCR ; ensaios bioquimicos, tais como a deteccéo da presen-
¢a de um produto de proteinas por meios imunoldgicos, tais como E-
LISA, Western blot, e / ou espectrofotometria LC-MS MS) ou por meio
das fungdes enzimaticas, tais como, por parte das plantas, tais como
ensaios de folha, calo, ou ensaios de polen ; e / ou a analise do fenoti-
po da planta inteira regenerada.

[00152] Acontecimentos transgénicos podem ser rastreados, por
exemplo, por meio da amplificagdo por PCR usando iniciadores oligo-
nucleotidicos especificos para as moléculas de acido nucleico de inte-
resse. A genotipagem PCR é entendida como incluindo, mas néo se
limitam a, amplificacdo por PCR de DNA gendmico derivado de isolado
e / ou purificado de tecido da planta hospedeira prevista para conter

uma molécula de acido nucleico de interesse integradas no genoma,
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seguido de clonagem padrao, e a analise da sequéncia de produtos de
amplificacdo de PCR. Os métodos de genotipagem por PCR foram
bem descritos (vide, por exemplo, Rios et al (2002) Plant J. 32 : 243 a
53) e podem ser aplicados a DNA gendémico derivado de qualquer es-
pécie de planta ou tipo de tecido, incluindo as culturas de células.
[00153] As combinacgbes de iniciadores oligonucleotidicos que se
ligam tanto a sequéncia alvo quanto a sequéncia introduzida podem
ser usadas sequencialmente ou multiplexadas em reagdes de amplifi-
cacao de PCR. Os iniciadores oligonucleotidicos concebidos para em-
parelhar com o local alvo, sequéncias de acido nucleico introduzidas, e
/ ou combinacgbes dos dois tipos de sequéncias de 4cidos nucleicos
podem ser produzidos. Dessa maneira, as estratégias de genotipagem
de PCR podem incluir, por exemplo, e sem limitacdo : a amplificagao
de sequéncias especificas no genoma da planta ; amplificacdo de mul-
tiplas sequéncias especificas no genoma da planta ; amplificagéo de
sequéncias nao especificas no genoma da planta ; e combinacgbes de
qualquer um dos precedentes. Uma pessoa que é versada na técnica
pode conceber combinagdes de iniciadores adicionais e reacbes de
amplificacdo para interrogar o genoma. Por exemplo, um conjunto de
iniciadores direto e inverso de oligonucleotideos pode ser desenhado
para hibridar com a (s) sequéncia (s) de acido nucleico especifica (s)
para o alvo fora dos limites da sequéncia de acido nucleico introduzi-
da.

[00154] Os iniciadores oligonucleotidicos Frente e reverso podem
ser concebidos para hibridar especificamente com uma molécula de
acido nucleico introduzido, por exemplo, a uma sequéncia correspon-
dendo a uma regido de codificacédo dentro de uma sequéncia de nu-
cleotideos de interesse ai compreendida, ou outras partes da molécula
de acido nucleico. Os iniciadores podem ser usados em conjunto com

os iniciadores descritos na presente invengdo. Os iniciadores oligonu-
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cleotidicos podem ser sintetizados de acordo com uma sequéncia de-
sejada e estdo comercialmente disponiveis (por exemplo, a partir de
Integrated DNA Technologies, Inc., Coralville, IA). A amplificacdo pode
ser seguida por meio da clonagem e sequenciac&o, ou por meio da
andlise de sequéncia direta dos produtos de amplificacdo. Em uma
modalidade, os iniciadores oligonucleotidicos especificos para o gene
alvo séo empregues em amplificagdes por PCR.

Método de expressar um transgene

[00155] Em uma modalidade, um método de expressédo de pelo
menos um transgene em uma planta compreende o crescimento de
uma planta que compreende um Promotor Ubi-1 Z. mays cv Hi-lla
(SEQ ID NO : 2), operacionalmente ligado a pelo menos um transge-
ne. Em uma modalidade, um método de expressao de pelo menos um
transgene em células de um tecido de planta ou planta compreende a
cultura de uma célula de planta ou tecido de planta que compreende
um Promotor Ubi-1 Z. mays cv Hi-lla (SEQ ID NO : 2), operacional-
mente ligado a pelo menos um transgene.

[00156] Em uma modalidade, um método de expresséo de pelo
menos um transgene em uma planta compreende o crescimento de
uma planta que compreende um cassete de expressao de genes que
compreende um Promotor Ubi-1 Z. mays cv Hi-lla (SEQ ID NO : 2),
operacionalmente ligado a pelo menos um transgene. Em uma outra
modalidade, um método de expressar pelo menos um transgene em
uma célula de planta ou tecido de planta compreende a cultura de um
tecido de planta ou célula de planta que compreende um cassete de
expressao de genes que compreende uma Promotor Ubi-1 Z. mays cv
Hi-lla (SEQ ID NO : 2), operacionalmente ligado a pelo menos um
transgene.

[00157] Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta ou célula

de planta compreende um cassete de expressao de genes que com-
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preende um Promotor Ubi-1 Z. mays cv Hi-lla (SEQ ID NO : 2) ligado
de uma forma operativa a um transgene. Em que, o Promotor Ubi-1a
Z. mays c.v. Hi-ll (SEQ ID NO : 2) é compreendido de um promotor a
montante, (SEQ ID NO : 4), 5-UTR (SEQ ID NO : 6), e por um intron
(SEQ ID NO : 8 ). Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta
ou célula de planta compreende um cassete de expressao de genes
que compreende um Promotor Ubi-1a Z. mays c.v. Hi-ll a montante
(SEQ ID NO : 4), 5-UTR (SEQ ID NO : 6), e por um intron (SEQ ID NO
: 8). Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta ou célula de
planta compreende um cassete de expressao de genes que compre-
ende um Promotor Ubi-1a Z. mays c.v. Hi-Il a montante (SEQ ID NO :
4), 5-UTR (SEQ ID NO : 6), e por um intron (SEQ ID NO : 8) de um
Gene Ubi-1 Z. mays cv Hi-ll. Em uma modalidade, uma planta, tecido
de planta ou célula de planta compreende um cassete de expressao
de genes que compreende um Promotor Ubi-1a Z. mays c.v. Hi-ll a
montante (SEQ ID NO : 4), 5-UTR (SEQ ID NO : 6), e por um intron
(SEQ ID NO : 8) de um Gene Ubi-1 Z. mays cv Hi-Il.

[00158] Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta ou célula
de planta compreende um Promotor Ubi-1 Z. mays cv Hi-ll. Em uma
modalidade, um Promotor Ubi-1 Z. mays cv Hi-Il pode ser a SEQ ID
NO : 2. Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta ou célula de
planta compreende um cassete de expressédo de genes que compre-
ende um promotor, em que o promotor & pelo menos 80 %, 85 %, 90
%, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 %,
99,8 %, ou 100 % idéntica a SEQ ID NO: 2. Em uma modalidade, uma
planta, tecido de planta ou célula de planta compreende um cassete
de expresséo de genes que compreende um Promotor Ubi-1 Z. mays
cv Hi-ll que ligado esta de uma forma operativa a um transgene. Em
uma modalidade ilustrativa, uma planta, tecido de planta ou célula de

planta compreende um cassete de expressao de genes que compre-
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ende um Promotor Ubi-1 Z. mays cv Hi-ll que esta ligado de uma for-
ma operativa a um transgene, em que o transgene pode ser um trans-
gene de tolerancia a inseticida, um transgene de tolerancia a herbici-
da, um transgene de eficiéncia da utilizagdo de nitrogénio, um trans-
gene de utilizacao eficiente da agua, um transgene de qualidade nutri-
cional, um transgene de ligagdo a DNA, um transgene de marcador
selecionavel, ou as combinagdes dos mesmos.

[00159] Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta ou célula
de planta compreende um Promotor Z. mays cv Hi-Il Ubi-1 a montante.
Em uma modalidade, um Promotor Z. mays cv Hi-ll Ubi-1 a montante
pode ser a SEQ ID NO : 4. Em uma modalidade, uma planta, tecido de
planta ou célula de planta compreende um cassete de expressao de
genes que compreende um promotor a montante ea, em que 0 promo-
tor a montante, é pelo menos 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94
%, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 %, 99,8 %, ou 100 % idéntica
a SEQ ID NO : 4. Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta
ou célula de planta compreende um cassete de expressao de genes
que compreende um Promotor Ubi-1a Z. mays c.v. Hi-ll a montante
que esta ligado de uma forma operativa a um transgene. Em uma mo-
dalidade ilustrativa, uma planta, tecido de planta ou célula de planta
compreende um cassete de expressao de genes que compreende um
Promotor Ubi-1a Z. mays c.v. Hi-ll a montante que esta ligado de uma
forma operativa a um transgene, em que o transgene pode ser um
transgene de tolerancia a inseticida, um transgene de tolerancia a her-
bicida, um transgene de eficiéncia da utilizacdo de nitrogénio, um
transgene de utilizagéo eficiente da agua, um transgene de qualidade
nutricional, uma de ligacdo ao DNA do transgene, um transgene de
marcador selecionavel, ou combina¢des dos mesmos.

[00160] Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta ou célula

de planta compreende um Z. mays cv Hi-ll Ubi-1 5'-UTR ou sequéncia
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lider. Em uma modalidade, um Z. mays c.v. Hi-ll Ubi-1 5'-UTR ou a se-
quéncia lider pode ser um polinucleotideo de SEQ ID NO : 6. Em uma
modalidade, uma planta, tecido de planta ou célula de planta compre-
ende um cassete de expressao de genes que compreende uma 5'-
UTR ou sequéncia lider, em que a 5'-UTR ou a sequéncia lider &, pelo
menos, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97
%, 98 %, 99 %, 99,5 %, 99,8 %, ou 100 % idéntica a SEQ ID NO : 6.
Em uma modalidade, um cassete de expressao que compreende um
gene Z. mays cv Hi-ll Ubi-1 , 5-UTR ou sequéncia lider que esta ope-
racionalmente ligada a um promotor, em que o promotor € um promo-
tor da ubiquitina, ou um promotor que se origina a partir de uma planta
(por exemplo, Promotor Zea mays de ubiquitina-1), um virus (por e-
xemplo, promotor do virus do mosaico da veia de mandioca) ou uma
bactéria (por exemplo, Agrobacterium tumefaciens delta mas). Em
uma modalidade, uma planta, tecido de planta ou célula de planta
compreende um cassete de expressao de genes que compreende um
Z. mays cv Hi-Il Ubi-1 , 5-UTR ou sequéncia lider que ligado esta de
uma forma operativa a um transgene. Em uma modalidade ilustrativa,
uma planta, tecido de planta ou uma célula de planta que compreende
um cassete de expressao de genes que compreende um Z. mays cv
Hi-Il Ubi-1 , 5-UTR ou sequéncia lider que esta ligado de uma forma
operativa a um transgene, em que o transgene pode ser um transgene
de tolerancia a inseticida, um transgene de tolerancia a herbicida, um
transgene de eficiéncia da utilizagao de nitrogénio, um transgene de
eficiéncia de utilizacdo de agua, um transgene de qualidade nutricio-
nal, um transgene de ligacdo ao DNA , um transgene de marcador se-
lecionavel, ou as combinagdes dos mesmos.

[00161] Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta ou célula
de planta compreende um Ubi-1 intron. Em uma modalidade, uma

planta, tecido de planta ou célula de planta compreende um intron Z.
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mays cv Hi-Il Ubi-1. Em uma modalidade, um Z. mays c.v. Hi-ll Ubi-1
intron pode ser um polinucleotideo de SEQ ID NO : 8. Em uma moda-
lidade, uma planta, tecido de planta ou célula de planta compreende
um cassete de expressdo de genes que compreende um intron, em
que o intron &, pelo menos, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94
%, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 %, 99,8 %, ou 100 % idéntica
a SEQ ID NO : 8. Em Em uma modalidade, um cassete de expressao
do gene compreende um intron Z. mays cv Hi-Il Ubi-1 que est4 opera-
cionalmente ligado a um promotor, em que o promotor € um promotor
da ubiquitina, ou um promotor que se origina a partir de uma planta
(por exemplo, Promotor Zea mays de ubiquitina-1) (por exemplo, pro-
motor do virus do mosaico da veia de mandioca) ou uma bactéria (por
exemplo, Agrobacterium tumefaciens delta mas). Em uma modalidade,
uma planta, tecido de planta ou célula de planta compreende um cas-
sete de expressdo de genes que compreende uma intron Z. mays cv
Hi-Il Ubi-1 que ligado esta de uma forma operativa a um transgene.
Em uma modalidade ilustrativa, uma planta, tecido de planta ou uma
célula de planta que compreende um cassete de expressédo de genes
que compreende uma intron Z. mays cv Hi-Il Ubi-1 que esta ligado de
uma forma operativa a um transgene, em que o transgene pode ser
um transgene de tolerancia a inseticida, um transgene de toleréancia a
herbicida, um transgene de eficiéncia da utilizacdo de nitrogénio, um
transgene de utilizagéo eficiente da agua, um transgene de qualidade
nutricional, um transgene de ligacdo a DNA, um transgene de marca-
dor selecionavel, ou as combinagcdes dos mesmos.

[00162] Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta ou célula
de planta compreende um cassete de expressao de genes que com-
preende um Promotor Ubi-1a Z. mays c.v. Hi-ll a montante, intron Ubi-
1, e um Ubi-1 5-UTR que esta operacionalmente ligado a um transge-
ne. O Promotor Ubi-1 Z. mays cv Hi-ll, intron Ubi-1, e Ubi-1 5-UTR
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pode ser de uma forma operativa ligado a diferentes transgenes dentro
de um cassete de expressao do gene, quando um cassete de expres-
sao do gene inclui dois ou mais transgenes. Em uma modalidade ilus-
trativa, um cassete de expressdo do gene compreende um Promotor
Ubi-1 Z. mays cv Hi-ll que esta ligado de uma forma operativa a um
transgene, em que o transgene pode ser um transgene de tolerancia a
inseticida, um transgene de tolerancia a herbicida, um transgene de
eficiéncia da utilizacdo de nitrogénio, um agua-nos a eficiéncia do
transgene, um transgene de qualidade nutricional, um transgene de
ligacdo a DNA, um transgene de marcador selecionavel, ou as combi-
nagdes dos mesmos. Em uma modalidade ilustrativa, um cassete de
expressdo do gene compreende um intron Z. mays cv Hi-Il Ubi-1 que
esta ligado de uma forma operativa a um transgene, em que o trans-
gene pode ser um transgene de tolerancia a inseticida, um transgene
de tolerancia a herbicida, um transgene de eficiéncia da utilizagao de
nitrogénio, um agua-nos a eficiéncia do transgene, um transgene de
qualidade nutricional, um transgene de ligacdo a DNA, um transgene
de marcador selecionavel, ou as combinagbes dos mesmos. Em uma
modalidade, um cassete de expressdo do gene compreende um intron
Z. mays cv Hi-ll Ubi-1 que esta operacionalmente ligado a um promo-
tor, em que o promotor € um promotor da ubiquitina, ou um promotor
que se origina a partir de uma planta (por exemplo, Promotor Zea
mays de ubiquitina-1) (por exemplo, promotor do virus do mosaico da
veia de mandioca) ou uma bactéria (por exemplo, Agrobacterium tu-
mefaciens delta mas). Em uma modalidade ilustrativa, um cassete de
expressao do gene compreende um Z. mays cv Hi-ll Ubi-1 5-UTR que
esta ligado de uma forma operativa a um transgene, em que o trans-
gene pode ser um transgene de tolerancia a inseticida, um transgene
de tolerancia a herbicida, um transgene de eficiéncia da utilizagao de

nitrogénio, um transgene de utilizacao eficiente da agua, um transgene
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de qualidade nutricional, transgene um DNA , um transgene de marca-
dor selecionavel, ou combinagdes dos mesmos.

[00163] Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta ou célula
de planta compreende um vetor que compreende um elemento de re-
gulacéo do gene promotor constitutivo, tal como descrito na presente
invencédo. Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta ou célula
de planta compreende um vetor que compreende um elemento de re-
gulacéo do gene promotor constitutivo, tal como descrito na presente
invencgdo, ligado de uma forma operativa a um transgene. Em uma
modalidade, uma planta, tecido de planta ou célula de planta compre-
ende um vetor que compreende um cassete de expresséo do gene, tal
como descrito na presente invencdo. Em uma modalidade, um vetor
pode ser um plasmideo, um cosmideo, um cromossoma bacteriano
artificial (BAC), um bacteriéfago, ou um fragmento de virus.

[00164] Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta, célula
de planta ou, de acordo com os métodos descritos na presente inven-
céo, podem ser monocotiledénea. A planta monocotileddnea, tecido de
planta, célula de planta ou pode ser, mas nao esta limitado a milho,
arroz, trigo, cana de acgucar, cevada, centeio, sorgo, orquideas, bam-
bu, banana, cattails, lirios, aveia, cebola, milho, trigo e triticale . Em
uma outra modalidade, uma planta, tecido de planta, célula de planta
ou, de acordo com os métodos descritos na presente invencéo, podem
ser dicotiledéneas. As plantas dicotiledéneas, tecido de planta, ou cé-
lula de planta podem ser, mas nao estéo limitadas a colza, canola,
mostarda da india, mostarda da Etiopia, soja, girassol e algodao.
[00165] No que diz respeito a produgéo de plantas geneticamente
modificadas, os métodos para a engenharia genética das plantas sao
bem conhecidos na técnica . Por exemplo, tém sido desenvolvidos va-
rios métodos para a transformacéo de plantas, incluindo protocolos de

transformacgédo biologicos e fisicos para plantas dicotiledéneas, assim
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como as plantas monocotiledéneas (por exemplo, Goto-Fumiyuki et al,
Nature Biotech. 17 : 282 a 286 (1999) ; Miki et al ., Methods in Plant
Molecular Biology and Biotechnology, Glick, BR e Thompson, JE Eds.,
CRC Press, Inc., Boca Raton, pp. 67 a 88 (1993)). Em adicao, os veto-
res e metodos da cultura in vitro de células de plantas ou para a trans-
formacao e regeneracédo de tecidos de plantas sao disponiveis, por
exemplo, em Gruber et al., Methods in Plant Molecular Biology and Bi-
otechnology, Glick, BR e Thompson, JE Eds., CRC Press, Inc., Boca
Raton, pp. 89 a 119 (1993).

[00166] Uma pessoa que € versada na técnica reconhecera que
apés a sequéncia exogena ser estavelmente incorporada em plantas
transgénicas e confirmada para ser operavel, pode ser introduzida em
outras plantas por meio do cruzamento sexual. Qualquer de um nume-
ro de técnicas de reproducéo padrédo pode ser usado, dependendo da
espécie a ser cruzada.

[00167] Uma célula de planta, raiz, folha, calo, polen, tecido, ou
uma planta transformada pode ser identificado e isolado por meio do
rastreio de selec&o ou o material de planta engenharia para caracteris-
ticas codificadas por meio dos genes marcadores presentes no DNA
transformador. Por exemplo, a selegcdo pode ser realizada através do
crescimento do material de planta de engenharia em um meio conten-
do uma quantidade inibidora de um antibiético ou herbicida para o qual
o constructo do gene transformado confere resisténcia. Além disso, as
células transformadas também podem ser identificadas por meio do
rastreio para a atividade de quaisquer genes marcadores visiveis (por
exemplo, genes YFP, GFP, B-glucuronidase, luciferase, B ou C1) que
podem estar presentes nos constructos de acido nucleicos recombi-
nantes. Tais metodologias de rastreio e de selecdo sao bem conheci-
dos daquelas pessoas que sao versadas na técnica.

[00168] Os métodos fisicos e bioquimicos também podem ser usa-
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dos para identificar os transformantes de plantas ou células de plantas
que contém constructos de genes inseridos. Estes métodos incluem,
mas nao estéo limitados a : 1) analise de Southern ou amplificacado por
PCR para detectar e determinar a estrutura da insergdo de DNA re-
combinante ; 2) transferéncia de Northern, protecdo de RNase S1, ex-
tensédo de iniciadores, a amplificacdo ou a transcriptase reversa-PCR
para a deteccdo e analise de transcritos de RNA dos constructos de
genes ; 3) ensaios enzimaticos para a detecgcédo de atividade de enzi-
ma ou ribozima, onde tais produtos génicos sédo codificados por meio
do constructo do gene; 4) analise do sequenciamento de proxima ge-
racdo (NGS) ; ou 5) eletroforese em gel de proteinas, as técnicas de
western blot, imunoprecipitacdo, ou ensaio imunoenzimatico de ligagao
a enzima (ELISA), em que os produtos de constructo de gene séo pro-
teinas. Outras técnicas, tais como hibridag&o in situ, de coloracéo en-
zima, e imunocoloragdo, também podem ser usadas para detectar a
presenca ou a expressao do constructo recombinante de 6rgéos e de
tecidos de plantas especificas. Os métodos para fazer todos esses en-
saios séo bem conhecidos por meio daquelas pessoas que sao versa-
das na técnica.

[00169] Efeitos da manipulacdo genética usando os métodos des-
critos na presente invengcdo podem ser observados, por exemplo,
transferéncias de Northern do RNA (por exemplo, mRNA) isolados a
partir dos tecidos de interesse. Tipicamente, se 0 mMRNA esta presente
ou a quantidade de mRNA aumentou, pode ser assumido que o trans-
gene correspondente esta a ser expresso. Podem ser usados outros
métodos de medigéo do gene e / ou a atividade do polipeptideo codifi-
cado. Podem ser usados diferentes tipos de ensaios enzimaticos, de-
pendendo do substrato usado e o método de detecgdo do aumento ou
diminuicdo de um produto da reagdo ou subproduto. Além disso, os

niveis de polipeptideo expressos podem ser medidos imunoquimica-
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mente, empregando ELISA, RIA, EIA, e outros ensaios base de anti-
corpos bem conhecidos por meio daquelas pessoas que sao versadas
na técnica, tais como, por meio dos ensaios de detecgéo de electrofo-
réticas (ou com coloragéo ou western blotting). Como um exemplo nao
limitativo, a detecgdo da AAD-1 (arilaxialcanoato de dioxigenase; vide
WO 2005 / 107437) e proteinas PAT (fosfinotricina-N-acetil-
transferase) usando um ensaio de ELISA é descrito na patente US No.
de publicagdo que 20090093366 € incorporada na presente invencéo
por meio da referéncia na sua totalidade. O transgene pode também
ser expresso seletivamente em alguns tipos de tecidos ou de células
de planta ou em algumas fases de desenvolvimento. O transgene po-
de também ser expresso substancialmente em todos os tecidos da
planta e ao longo de todo o seu ciclo de vida. No entanto, qualquer
modo de expressao combinatéria também é aplicavel.

[00170] A presente descricdo também engloba as sementes de
plantas transgénicas descritas acima, em que a semente compreende
0 gene reporter, transgene, ou a cassete de expressdao do gene. O
presente relatério descritivo abrange ainda a progénie, os clones, as
linhagens celulares, ou células de plantas transgénicas descritas aci-
ma, em que a referida descendéncia, clone, linhagem celular ou célula
compreende o gene reporter, transgene, ou o constructo do gene.
[00171] Embora a presente invengao tenha sido descrita com refe-
réncia a métodos e modalidades especificos, deve ser entendido que
varias modificacoes e alteragcdes podem ser feitas sem sair do ambito
da presente invencéo descrito aqui.

EXEMPLOS

Exemplo 1 : Nova ldentificacdo e isolamento de Promotor

[00172] A nova sequéncia do promotor do gene Ubi-1 de Zea mays
cv Hi-ll foi amplificada usando reagao de polimerase em cadeia (PCR).

Os oligonucleotideos (Tabela 1) usados para amplificar o novo promo-
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tor, Z. mays cv Hi-ll, foram derivados de regides conservadas da se-
quéncia promotora de Z. mays cv B73 Ubi-1, que serviu como controle.
Um produto de PCR foi obtido a partir de Z. mays c.v. Hi-ll e foi carac-
terizado.

[00173] O produto de PCR que compreende o novo promotor foi
clonado em vetores de Topo™ usando o Kit de Clonagem PCR Invi-
trogen Zero Blunt® TOPO® de acordo com as instru¢des do fabrican-
te. Um mapa de vetores, mostrando o plasmideo clonado que compre-
ende o novo produto de promotor de PCR é fornecido. O plasmideo
pDAB105713 corresponde a Z. mays c.v. Hi-ll (FIGURA 2).

Tabela 1 : Iniciadores usados para a Amplificagao PCR de No-
vos Promotores Ubi-1

Seq. ID No:
Iniciador dianteiro : GCTACCGCG- 9
GACCCGGTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAATG
Iniciador Reverso : AGTCAGGTACCCTGCA- 10
GAAGTAACACCAAACAACAG

A sequéncia especifica do promotor dos iniciadores PCR é sub-
linhada. A sequéncia iniciadora localizada 5' a montante da se-
quéncia especifica do promotor é uma sequéncia ligante usada

para a clonagem.
[00174]  Apds clonagem, o promotor inserido contendo o produto de

PCR foi sequenciado usando os métodos conhecidos por meio daque-
las pessoas que sao versadas na técnica . As sequéncias de polinu-
cleotideos do promotor de Z. mays cv Hi-ll (FIGURA 4) foram compu-
tacionalmente alinhadas e analisadas posteriormente por meio da ho-
mologia de sequéncia com a sequéncia de controle Z. mays cv B73
Ubi-1 (FIGURA 3). Os métodos e / ou programas de software Bioin-
formaticos conhecidos por meio daquelas pessoas que sao versadas
na técnica, tais como ClustalW ou Sequencher foram usados para rea-
lizar a analise de homologia de sequéncia.

Exemplo 2 : Nova Caracterizacdo do Promotor
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Tabela 2 : Homologia da sequéncia ( % ) entre o Promotor Z.
mays c.v. B73 Ubi-1 e Novo Promotor Ubi-1

Promo- Total Promo- 5'-UTR/ intron Caixa Elemento

tor tor A lider TATA de cho-
montan- que tér-
te mico
Z . mays | 94.7 93.3 98.8 95.4 100 100
c.v. Hi-ll

[00175] A analise da sequéncia de homologia (FIGURASS3 a 7), in-
cluindo o alinhamento de sequéncia e comparacao com a sequéncia
de controle Z. mays cv B73 Ubi-1 (SEQ ID NO. : 1 ; FIGURA 3) des-
creveu um novo promotor Ubi-1 para posterior caracterizagdo. Obser-
vou-se também que a nova sequéncia do promotor Ubi-1, obtida a par-
tir de Z. mays cv Hi-ll (SEQ ID NO : 2 ; FIGURA 4), compreendia as
sequéncias polinucleotidicas de trés regides distintas ; 1) uma regiao
do promotor a montante (SEQ ID NO : 4), 2) 5-UTR (SEQ ID NO : 6),
e 3) intron (SEQ ID NO : 8). As regides do promotor e os elementos de
promotor especificos de Z. mays cv Hi-ll foram analisadas quanto ho-
mologia de sequéncia com a sequéncia de controle Z. Mays cv. B73
Ubi-1 (FIGURAS 5 a 7). Mais especificamente, o alinhamento da se-
quéncia a montante foi realizado para comparar, independentemente,
o promotor, 5-UTR, e regides intrbnicas, bem como os elementos de
regulamentagdo da caixa TATA e Elemento de Choque Térmico (HSE)
do promotor Z. mays cv Hi-ll para as regides correspondentes da se-
quéncia de controle Z. mays cv B73 Ubi-1 (FIGURAS 5 a 7., Tabela 2).
[00176] A FIGURA 5 mostra o alinhamento de sequéncias das regi-
0es a montante de promotor do-Z. mays cv Hi-ll em comparagao com
o promotor da regido a montante do promotor-Z. mays cv B73 Ubi-1
sequéncia de controle do promotor. A FIGURA 6 mostra o alinhamento
da sequéncia de 5-UTR ou a sequéncia lider do Z. mays cv Hi-ll em
comparagao com o promotor de 5-UTR ou a sequéncia lider do Z.

mays cv B73 Ubi-1 da sequéncia de controle do promotor. A FIGURA
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7 mostra o alinhamento de sequéncias das regides intrbnicas da Z.
mays cv Hi-ll em comparagao com o promotor de sequéncia intrénica
da sequéncia de controle do promotor Z. mays cv B73 Ubi-1.

[00177] Os elementos promotores obtidos a partir de Z. mays c.v.
Hi-Il mostraram 94,7 % de identidade de sequéncia total (Tabela 2)
para a sequéncia Z. mays cv B73 Ubi-1. Caracterizagdo da nova se-
guéncia de promotor Z. mays cv Hi-ll confirmou que a maior parte dos
elementos de regulamentacéo do promotor (isto é, uma caixa TATA ou
do elemento de Choque Térmico) tipicamente encontrada em um pro-
motor funcional, também foi altamente conservada dentro das regides
promotoras do nucleo do promotor Z. mays cv Hi- Il (Tabela 2). Por
exemplo, a FIGURA 5 mostra uma caixa TATA altamente conservada
(pares de bases 861 a 873 em italico e sublinhado) que foi identificada
e encontrada para ser localizada a cerca de 50 pb 5' a montante do
TSS na regido do promotor a montante do novo Promotor Ubi-1 Z.
mays cv Hi-ll. Da mesma forma, a FIGURA 5 mostra duas sequéncias
sobrepostas de Elemento de Choque Térmico (HSE) (pares de bases
454 a 781 mostrados como sublinhado e 479 a 498 mostrados na du-
pla sublinhada, respectivamente) foram bastante conservadas no novo
Promotor Ubi-1 Z. mays cv Hi-ll analisado neste estudo e foram locali-
zadas aproximadamente 200 pb 5’ a montante do TSS.

[00178] Enquanto apenas pequenos niveis de variagdo foram ob-
servados na regido 5-UTR ou a sequéncia lider do novo Promotor Ubi-
1 Z. mays cv Hi-ll que tinha 98,8 % de identidade com a sequéncia de
controle Z. mays cv B73 Ubi-1 (FIGURA 6), as zonas de menor con-
servagéo da sequéncia da regido do promotor a montante (FIGURA 5)
e a regiao do intron (FIGURA 7) também foram identificadas. Por e-
xemplo, um elemento de regulagédo de 10 pb do promotor localizado na
regidao do promotor a montante Ubi-1 Z. mays cv Hi-Il (90 a 100 pares

de bases mostrados sublinhados) nao foi conservado (FIGURA 5). Na
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verdade, a maior parte da variagdo da sequéncia no Promotor Z. mays
cv Hi-ll foi especificamente contribuida por meio das sequéncias pro-
motoras a montante e intron, que mostrou apenas 93,3 % e 95,4 % de
semelhanga de sequéncias para o promotor Z. mays cv B73 Ubi-1 a
montante e as regides intron, respectivamente (FIGURAS 5 e 7, Tabe-
la 2).

[00179] Além disso, outros motivos de regulagdo existem na regiao
do promotor Z. mays Ubi-1 a montante que se estendem 100-200bp 5'
a montante do TSS. Estes motivos ligam os fatores de transcricéo que
interagem com o complexo de iniciacdo da transcricao e facilitam a
sua montagem, melhoram a sua estabilidade, ou aumentam a eficién-
cia do promotor fazendo assim que a maquinaria transcricional desen-
cadeie (PEREMARTI et al. 2010). Dessa maneira, supressdes, substi-
tuicbes, e inadequacdes dentro desta regido de regulagcado poderiam
afetar tanto a for¢ca do promotor quanto a especificidade.

Exemplo 3 : Constructo do Vetor usando novos Promotores de Ex-

pressdo do gene

[00180] A menos que seja indicado de uma outra maneira, as mani-
pulacdes bioquimicas e bioldégicas moleculares descritas neste e nos
Exemplos subsequentes foram realizadas por meio das metodologias
padréo tal como descrito em, por exemplo, Ausubel et al. (1995), e
Sambrook et al. (1989), e as suas atualiza¢des. Os constructos usados
nas experiéncias sao descritos em maior detalhe abaixo (Tabela 3).

[00181] Os promotores Z. mays que compreendem o promotor a
montante , 5-UTR, e regides intrénicas, como descrito anteriormente,
foram extraidos a partir do gene Ubi-1 das espécies Z. mays e os pro-
dutos de amplificagdo de PCR foram purificados em gel usando o kit
de extragdo em gel QIAquick ® (Qiagen Carlsbad, CA). A sequéncia
de polinucleotideo do promotor foi entdo clonada em um Gateway En-

try Vector® (Invitrogen) usando as técnicas de clonagem usuais, co-
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nhecidas na técnica. Gateway Entry Vector® resultante que compre-
ende a sequéncia do promotor Ubi-1 para Z. mays cv Hi-ll foi confir-
mada através de digestdo de restricdo e sequenciamento. A entrada
de controle de vetor que compreende a sequéncia do promotor Z.
mays cv B73 Ubi-1 também foi clonada em um vetor de entrada Gate-
way usando as técnicas de clonagem usuais na técnica .

[00182] Em adic&o as sequéncias de promotor Ubi-1, o vetor de en-
trada também compreendeu o gene repdérter da proteina fluorescente
amarela a partir das espécies Phialidium (PhiYFP ; Shagin, AD, (2004)
Mol Biol Evol 21 ;. 841-50), com um intron ST-LS1 incorporado na se-
quéncia (Vancanneyt, G., (1990) Mol Gen Genet 220 ; 245 a 50) e a
regiao 3-UTR do gene Zea mays 5 peroxidase (ZmPer5 ; Patente U.S.
No. 6.699.984). Os mapas de vetores, mostrando os vetores clonados
de entrada que compreendem cada uma das sequéncias de promotor
sdo fornecidos. O constructo pDAB105742 corresponde ao vetor de
entrada de controle que compreende a sequéncia do promotor Z. mays
cv B73 Ubi-1. O constructo pDAB105740 corresponde ao vetor de en-
trada que compreende a sequéncia do promotor Z. mays Ubi-1 Hi-Il.
Dessa maneira, os vetores de entrada que compreendem o0s cassetes
de expressao de genes que compreende uma Promotor Z. mays Ubi-1,
o gene PhiYFP, e 0 3'-UTR ZmPer5 foram estabelecidos.

[00183] Tal como descrito na Tabela 3, um constructo do vetor de
expressao binario, que compreende o gene reporter PhiYFP impulsio-
nado pela nova sequéncia promotora e terminado pela ZmPer5 3'-
UTR, foi construido. A transformacéo ou os vetores de expressao para
a transformacédo de embrides de milho mediados por Agrobacterium
foram construidos através da utilizacao de métodos de clonagem pa-
dréo e as reagdes de recombinacao Gateway® empregando um vetor
binario de destino padrdo, pDAB101917, e os vetores de entrada que

compreendem os cassetes de expressao de genes, como descrito a-
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cima.

[00184]
gene de tolerancia herbicida, fosfinotricina acetiltransferase (PAT ;
Wehrmann et al, 1996, Nature Biotechnology 14 : 1274 a 1278). No
vetor pDAB101917, a expressédo do gene PAT estava sob o controle
de um Promotor Z. mays Ubi-1, 5'-UTR, e intron. O vetor pDAB101917
também compreendia uma regido 3-UTR do gene da lipase Z. mays
(ZmLip ; Patente U.S. No. 7.179.902). O ZmLip 3'-UTR foi usado para

terminar a transcricdo do MRNA PAT. A reacao de recombinacao Ga-

O vetor binario de destino, pDAB101917, compreendia um

teway® permitiu a inser¢cao de cada vetor de entrada, que compreende
o cassete de expressao do gene (ou seja, um Z. mays cv Hi-ll ou Z.
mays cv B73 Promotor Ubi-1, o gene PhiYFP, e o 3-UTR ZmPer5 )
para o vetor binario pDAB101917 de destino. Os vetores de entrada
foram inseridos no vetor pDAB101917 de destino entre as fronteiras de

T-DNA A e B, e a montante do cassete de expresséo PAT.

Tabela 3 : Constructo do Vetor de Expressdo do Gene Binario

Constructo do vetor de en- Constructo do vetor de des-
trada tino
Constructo Promo- Trans- 3'-UTR | Promo- Gene 3'-UTR | FIGU-
do Vetor Bi- tor gene tor Repor- RA
nario ter
pDAB105748 | Z. mays | PhiYFP | ZmPer5 | Z. mays PAT Zmlip 8
c.v. B73 Ubi-1
Ubi-1
pDAB105746 | Z. mays | PhiYFP | ZmPer5 | Z. mays PAT ZmlLip 9
c.v. Hi-ll Ubi-1
Ubi-1
[00185] Mapas de vetores, mostrando o constructo de expressao

binario, pDAB101917, com os cassetes de expressédo de genes com-
preendem um Promotor Z. mays Ubi-1, o gene PhiYFP, e 3'-UTR Zm-
Perb
pDAB105748, corresponde ao cassete de expressao de genes que
compreende o Promotor Ubi-1 Z. mays cv B73 (FIGURA 8). Além dis-

so, o constructo pDAB105746 corresponde ao cassete de expressao

incorporados, sao fornecidos. Constructo de controle,
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de genes que compreende a sequéncia do promotor Z. mays cv Hi-ll
Ubi-1 (FIGURA 9).

Exemplo 4 : Transformacé&o de Plantas

[00186] Os constructos de vetores binarios, pDAB105748 (Z. mays
cv B73) e pDAB105746 (Z. mays cv Hi-Il), foram, cada uma transfor-

mados na cepa de Agrobacterium tumefaciens, EHA101, usando as
técnicas padréo de transformacgéo conhecidas na técnica . As coldnias
bacterianas foram isoladas e o plasmideo binario de DNA foi extraido,
purificado, e confirmado através de digestdao com enzimas de restri-
céo.

[00187] A transformacao de plantas de milho foi feita de acordo com
o protocolo descrito em Vega et al, 2008, Plant Cell Rep 27 : 297 a
305, que empregue transformacgédo mediada por Agrobacterium e o ge-
ne da fosfinotricina-acetiltransferase (PAT ; Wehrmann et al, 1996, Na-
ture Biotechnology 14 : 127 a 1278) como um marcador selecionavel
da planta. As culturas Agrobacterium tumefaciens que compreendem
os constructos de vetores binarios (descritos acima) foram usadas pa-
ra transformar as Plantas Z. mays cv Hi-ll e produzir a primeira rodada,
TO, casos de milho transgénico. Os embrides zigéticos imaturos foram

produzidos, preparados, e colhidos 2,5 meses ap0s a transformacao.
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REIVINDICAGOES

1. Cassete de expressdo de genes que compreende um
promotor de uma forma operativa ligado a um transgene, caracterizado
pelo fato de que o promotor compreende um polinucleotideo com pelo
menos 90 % de identidade de sequéncia com a SEQ ID NO : 2.

2. Cassete de expressao do gene de acordo com a reivindi-
cagao 1, caracterizado pelo fato de que o promotor hibrida sob condi-
cOes rigorosas com uma sonda de polinucleotideo que compreende
uma identidade de sequéncia de pelo menos 90 % para um comple-
mento de SEQ ID NO : 2.

3. Cassete de expressao do gene de acordo com a reivindi-
cacgao 1, caracterizado pelo fato de que o transgene operacionalmente
ligado codifica um polipeptideo ou RNA pequeno.

4. Cassete de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que o transgene € selecionado a partir do grupo que con-
siste em um transgene de tolerancia a inseticida, um transgene de to-
lerancia a herbicida, um transgene de eficiéncia da utilizagdo de nitro-
génio, um transgene de utilizagado eficiente da agua, um transgene de
qualidade nutricional, um transgene de ligagao ao DNA e um transge-
ne de marcador selecionavel.

5. Cassete de expressao do gene de acordo com a reivindi-
cagao 1, caracterizado pelo fato de que compreende ainda uma regiao
3' ndo traduzida.

6. Vetor recombinante, caracterizado pelo fato de que com-
preende o cassete de expressao do gene como definido na reivindica-
céo 1.

7. Vetor recombinante de acordo com a reivindicagéo 6, ca-
racterizado pelo fato de que o vetor é selecionado de entre o grupo
que consiste em um plasmideo, um cosmideo, um cromossoma bacte-

riano artificial, um virus, e um bacteriéfago.
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8. Célula transgénica, caracterizada pelo fato de que com-
preende o cassete de expressdo do gene como definido na reivindica-
cao 1.

9. Célula transgénica de acordo com a reivindicagéo 8, ca-
racterizada pelo fato de que a célula transgénica é uma célula de plan-
ta transgénica.

10. Planta transgénica, caracterizada pelo fato de que com-
preende a célula de planta transgénica como definida na reivindicagao
9.

11. Planta transgénica de acordo com a reivindicagao 10,
caracterizada pelo fato de que a planta transgénica € uma monocotile-
dbénea ou uma planta dicotiledénea.

12. Planta transgénica de acordo com a reivindicagao 11,
caracterizada pelo fato de que a planta monocotiledénea é seleciona-
do a partir do grupo que consiste em uma planta de milho, uma planta
de arroz, e uma planta de trigo.

13. Semente transgénica, caracterizada pelofato de que é
selecionada a partir da planta transgénica como definida na reivindica-
¢ao 10.

14. Célula transgénica, caracterizada pelo fato de que que
compreende um polinucleotideo sintético com pelo menos 90 % de
identidade de sequéncia com a SEQ ID NO : 2.

15. Célula transgénica de acordo com a reivindicagéo 14,
caracterizada pelo fato de que polinucleotideo sintético hibrida sob
condi¢cbes rigorosas com uma sonda de polinucleotideo que compre-
ende uma identidade de sequéncia de pelo menos 90 % para um
complemento de SEQ ID NO : 2.

16. Célula transgénica de acordo com a reivindicagéo 14,
caracterizada pelo fato de que a célula transgénica € uma célula de

planta transgénica.
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17. Célula transgénica de acordo com a reivindicagao 16,
caracterizada pelo fato de que a célula de planta transgénica é produ-
zida por meio de um método de transformacéo de plantas.

18. Célula transgénica de acordo com a reivindicagéo 17,
caracterizada pelo fato de que o método de transformacao de plantas
€ selecionado a partir do grupo que consiste em um método de trans-
formacao mediado por Agrobacterium, um método de transformacgéo
biolistico, um método de transformagédo de carboneto de silicio, um
método de transformacéo de protoplastos, e um método de transfor-
macéo do lipossoma.

19. Planta transgénica, caracterizada pelo fato de que com-
preende a célula de planta transgénica como definida na reivindicagéo
14.

20. Planta transgénica de acordo com a reivindicagéo 19,
caracterizada pelo fato de que a planta transgénica € uma planta mo-
nocotiledénea.

21. Planta transgénica de acordo com a reivindicagéo 20,
caracterizada pelo fato de que planta monocotiledénea é selecionada
a partir do grupo que consiste em uma planta de milho, uma planta de
arroz, e uma planta de trigo.

22. Semente transgénica caracterizada pelo fato de que é
selecionada a partir da planta transgénica como definida na reivindica-
céo 21.

23. Vetor recombinante, caracterizado pelo fato de que
compreende o cassete de expressao do gene como definido na reivin-
dicacéo 14.

24. Vetor recombinado de acordo com a reivindicagao 23,
caracterizado pelo fato de que o vetor é selecionado entre o grupo que
consiste em um plasmideo, um cosmideo, um cromossoma bacteriano

artificial, um virus, e um bacteriéfago.
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25. Método para a expressédo de uma sequéncia de codifi-
cacao heter6loga em uma planta transgénica, caracterizado pelo fato
de que o método compreende:

a) transformacgé@o de uma célula de planta com um cassete
de expressdo de genes que compreende uma sequéncia polinucleoti-
dica que compreende a SEQ ID NO : 2 operacionalmente ligada a se-
quéncia de codificagdo heteréloga, que esta operacionalmente ligada a
uma regiao nao traduzida 3';

b) isolar a célula de planta transformada que compreende o
cassete de expressao do gene ;

c) regeneragdo da célula de planta transformada em uma
planta transgénica; e,

d) obter a planta transgénica, em que a planta compreende
o cassete de expressao do gene que compreende a sequéncia de po-
linucleotideo que compreende a SEQ ID NO : 2.

26. Método de acordo com a reivindicagao 25, caracteriza-
do pelo fato de que a sequéncia de codificagdo heterdloga é selecio-
nada a partir do grupo que consiste em uma sequéncia que codifica a
tolerancia a inseticida, uma sequéncia que codifica a tolerancia a her-
bicidas, uma sequéncia que codifica a eficiéncia da utilizagao de nitro-
génio, uma sequéncia que codifica a eficiéncia do uso da agua, uma
sequéncia que codifica a qualidade nutricional, uma sequéncia que
codifica a ligagédo ao DNA, e uma sequéncia que codifica o marcador
selecionavel.

27. Método de acordo com a reivindicagédo 25, caracteriza-
do pelo fato de que a transformag¢éo de uma célula de planta é um mé-
todo de transformacéo de plantas.

28. Método de acordo com a reivindicagédo 27, caracteriza-
do pelo fato de que o método de transformacgao de plantas é selecio-

nado a partir do grupo que consiste em um método de transformacao
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mediado por Agrobacterium, um método de transformacéo biolistica,
um método de transformacao de carboneto de silicio, um método de
transformacao de protoplastos, e um método de transformacgéo do li-
possoma.

29. Método de acordo com a reivindicagdo 25, caracteriza-
do pelo fato de que a planta transgénica € uma planta transgénica mo-
nocotiledénea ou dicotiledonea.

30. Método de acordo com a reivindicagao 29, caracteriza-
do pelo fato de que a planta monocotiledénea é selecionada a partir do
grupo que consiste em uma planta de milho, uma planta de trigo, e
uma planta de arroz.

31. Semente transgénica, caracterizada pelo fato de que é
selecionada a partir da planta transgénica como definida na reivindica-
cao 25.

32. Método de acordo com a reivindicag&o 25, caracteriza-
do pelo fato de que a sequéncia de codificagdo heterdloga é expressa
em um tecido de planta transgénico.

33. Método de acordo com a reivindicagao 25, caracteriza-
do pelo fato de que o tecido de planta transgénica é uma planta trans-
génica da raiz, caule, polen ou tecido.

34. Método para o isolamento de uma sequéncia de polinu-
cleotideo que compreende uma identidade de sequéncia de pelo me-
nos 90 % com a SEQ ID NO : 2, caracterizado pelo fato de que o mé-
todo compreende:

a) identificar a sequéncia de polinucleotideo que compre-
ende uma identidade de sequéncia de pelo menos 90 % com a SEQ
ID ;

b) producédo de uma pluralidade de sequéncias de iniciado-
res oligonucleotidicos, em que as sequéncias de iniciadores de oligo-

nucleotideo se ligam a sequéncia polinucleotidica que compreende
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uma identidade de sequéncia de pelo menos 90 % com a SEQ ID ;

c) amplificacdo da sequéncia polinucleotidica que compre-
ende uma identidade de sequéncia de pelo menos 90 % com a SEQ
ID a partir de uma amostra de DNA com sequéncias de oligonucleoti-
deos iniciadores selecionados a partir da pluralidade de sequéncias de
iniciadores de oligonucleotideos ; e,

d) isolar a sequéncia de polinucleotideo que compreende
uma identidade de sequéncia de pelo menos 90 % com a SEQ ID.

35. Método de acordo com a reivindicagédo 34, caracteriza-
do pelo fato de que a sequéncia de polinucleotideo isolado que com-
preende uma identidade de sequéncia de pelo menos 90 % com a
SEQ ID NO : 2 esta ligada de uma forma operativa a um transgene.

36. Método de acordo com a reivindicagéo 35 caracterizado
pelo fato de que o transgene operacionalmente ligado codifica um po-
lipeptideo ou um pequeno RNA.

37. Sequéncia de polinucleotideo purificada que compreen-
de pelo menos 90 % de identidade de sequéncia com a SEQ ID NO :
2, caracterizada pelo fato de que a sequéncia de polinucleotideo purifi-
cado promove a expressao de um transgene.

38. Sequéncia de polinucleotideo purificada de acordo com
a reivindicacao 37, caracterizada pelo fato de que uma sequéncia de
sonda de polinucleotideo que compreende uma identidade de sequén-
cia de pelo menos 90 % com o complemento de SEQ ID NO : 2 hibrida
sob condigbes rigorosas com a sequéncia de polinucleotideo purifica-
do de acordo com a reivindicacéo 37.

39. Sequéncia de polinucleotideo purificada de acordo com
a reivindicacao 37, caracterizada pelo fato de que a sequéncia de poli-
nucleotideo purificada esta ligada de uma forma operativa a um trans-
gene.

40. Transgene operacionalmente ligado como definido na
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reivindicagcéo 39, caracterizada pelo fato de que o transgene operacio-
nalmente ligado codifica um polipeptideo.

41. Cassete de expressado do gene que compreende a se-
guéncia de polinucleotideo purificada operacionalmente ligada ao
transgene como definido na reivindicagdo 37, caracterizada pelo fato
de que esta operacionalmente ligado a uma regi&o 3' ndo traduzida.

42. Cassete de expressao de acordo com a reivindicagéo
41, caracterizado pelo fato de que o transgene é selecionado a partir
do grupo que consiste em um transgene de tolerancia a inseticida, um
transgene de tolerancia a herbicida, um transgene de eficiéncia da uti-
lizac&o de nitrogénio, um transgene de utilizagao eficiente da agua, um
transgene de qualidade nutricional, um transgene de ligagéo ao DNA e
um transgene de marcador selecionavel.

43. Vetor recombinante, caracterizado pelo fato de que
compreende o cassete de expressao do gene como definido na reivin-
dicagao 41.

44. Vetor recombinante de acordo com a reivindicagéo 43,
caracterizado pelo fato de que o vetor & selecionado de entre o grupo
que consiste em um vetor plasmidico, um vetor cosmidico e um vetor
BAC.

45. Célula transgénica, caracterizada pelo fato de que com-
preende a sequéncia de polinucleotideo purificada como definida na
reivindicagéo 37.

46. Célula transgénica de acordo com a reivindicagao 45,
caracterizada pelo fato de que a célula transgénica € uma célula de
planta transgénica.

47. Planta transgénica, caracterizada pelo fato de que com-
preende a célula de planta transgénica como definida na reivindicagéo
46.

48. Planta transgénica de acordo com a reivindicagéo 47,
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caracterizada pelo fato de que a planta € uma planta monocotiledénea.
49. Planta transgénica de acordo com a reivindicagéo 48,
caracterizada pelo fato de que a planta monocotiledénea é seleciona-
da a partir do grupo que consiste em uma planta de milho, uma planta
de trigo, e uma planta de arroz.
50. Semente transgénica, caracterizada pelo fato de que é
selecionada a partir da planta transgénica como definida na reivindica-

cao 49.
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FIG.3

GTGCAGCGTGACCCGGTCOGTGCCCCTCTCTAGAGATAATGAGCATTGCATGTC
TAAGTTATAAAAAATTACCACATATTTTTTITTIGTCACACTTGTTTGAAGTGCA
GTTTATCTATCTTTATACATATATTTAAACTTTACTCTACGAATAATATAATCT
ATAGTACTACAATAATATCAGTGTTTTAGAGAATCATATAAATGAACAGTTA
GACATGGTCTAAAGGACAATTGAGTATTTITGACAACAGGACTCTACAGTTTT
ATCTTTTTAGTGTGCATGTGTITCTCCTTTTITTITTITGCAAATAGCTTCACCTATA
TAATACTTCATCCATTTTATTAGTACATCCATTTAGGGTTTAGGGTTAATGGTT
TTTATAGACTAATTTTTITAGTACATCTATTTTATTCTATTTTAGCCTCTAAATT
AAGAAAACTAAAACTCTATTTTAGTTTTTTITATTTAATAGTTTAGATATAAAA
TAGAATAAAATAAAGTGACTAAAAATTAAACAAATACCCTTTAAGAAATTAA
AAAAACTAAGGAAACATTTTTCTTGTTTCGAGTAGATAATGCCAGCCTGTTAA
ACGCCGTCGACGAGTCTAACGGACACCAACCAGCGAACCAGCAGCGTCGCGT
COGGCCAAGCGAAGCAGACGGCACGGCATCTCTGTCGCTGCCTCTGGACCCC
TCTCGAGAGTTCCGCTCCACCGTTGGACTTGCTCCGCTGTCGGCATCCAGAAA
TTGCGTGGCGGAGCGGCAGACGTGAGCCGGCACGGCAGGCGGCCTCCTCCTC
CTCTCACGGCACCG&CAGCTAC&GGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCGCTT

agatc g gc gttcc g gtcc atgc atg gttag geeeg gtaottctactietgttcat gtttg1 ttagatcc gtgtttgtgttag atce gt
getgetagegitegtacacggatgegacctgtacgicagacac gtictgattgctaactigecagtgttictettiggggaatectgg
gatggetetagecgticogeagacgggategatticatgatttitittgtitcgttgeoatagg gtttg otttococtiticetitatitoaat
atatgeegtgeacttgtttgtegggteatcttttcatgottittitigtotig gttgteat catgtegtotgattgggo gategttctagate
ggagtagaattetgtticaaactacctggtogatitattaatitigoatotgiatgtgtotoccatacatattcatagttacgaatigaag
atgatggatggaaatatcgatctaggataggtatacatgtigatgeggetittactgatgeatatacagagatgettttigticgettg
gttgtoatgatgtogtatootiggocgategticattcgtictagatcggagtagaatactgtticaaactacctggtgtatitattaatt
ttggaactgtatgtgtgtetcatacateticatagttacgagtttaagatgeatggaaatategatctaggataggtatacatgttgatg
tggetittactgatgcatatacatgatggeatatgeageatetattcatatgetctaacctigagtacetatetattataataaacaagta
tgttitataattatttogatottgatatactiggatgat gecatatgeageagcetatatgtggatttttttagecct gecttoatac getattt
atttgettggtactgttictittgte gatgeteacectgttgtttggtottacttctgea
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FIG. 4

GACCCGGTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAAAGAGCATTGCATGTCTAAGTTATA
AAAAATTACCACAATTTTTTAAGTGCAGTTTACGTATCTCTATACATATATTT
AAACTTTACTATACGAATAATATAGTTTATAATACTAAAATAATATCAGTGTT
TTAGAGAATTATATAAATGAACTGCTAGACATGGTCTAAATAACAATTGAGT
GTTTTGACAACAGGACTCTACAGTTTITATCTTTTTAGTGTGCATGTGTCCTATT
TTTTTTITGCAAATAGCTTCACCTATATAATACTTCACCAATTTATTAGTACAT
CCATTTAGGGTTTAGGGTTAATGGTTTCTATAGACTAATTTTTAGTACATCTAT
TTTATTCTATTTTAGCCTCTAAATTAAGAAAACTAAAACTTTATTTTAGTTTTT
TTAATAATTTAGATATAAATAGAATAAAATAAAGTGACTAAAAATTAACTAA
ATACCTTTTAAAAAAATAAAAAACTAAGGAAACATTTTTICTTGITCCGAGTAG
ATAATGACAGGCTGTTCAACGCCGTCGACGAGTCTAACGGACACCAACCAGC
GAACCAGCAGCGTCGCGTCGGGCCAAGCGAAGCAGACGGCACGGCATCTCT
GTCGCTGCCTCTGGACCCCTCTCGAGAGTTCCGCTCCACCGTTGGACTTGCTC
CGCTGTCGGCATCCAGAAATTGCGTGGCGGAGCGGCAGACGTGAGGCGGCA
CGGCAGGCGGCCTCTTCCTCCTCTCACGGCACCGGCAGCTACGU&GGATTCC
i : GCCGTAATAAATAUACAC

tcatc ctccccccoccc ccccctctctctaccttctcta gatc ggegttecg gtcc atg gttaggoccocggtagtictacttetgtica
tgtttgtottagatcegtgtitgtottagateogtaoctgetagogttcgtacacggatgegacetgtacatcagacatgttetgattget
aacttgecagtgtttetettiggggaatectgggatggctetagecgttec geagac gggategatttcatgatttittttgtitc gttge
atagggtitggtttgeccttttcetitatitcaatatat gecegtgeacti gtttgtegg gteatettttcat gtitttttttgoctiggttatoat
gatgtgetctgattogocggtogtictagatcggagtagaatactgtttcaaactacctggtggatitattaaaggatotgtatgtatg
tgccatacatcticatagitacgagtttaagatgatggatggaaatatcgatctaggataggtatacatgttgatgcgggttttactga
tgeatatacagagatgetttttttticgctiggttgtgatgatgtggtctggtigggcggtegtictagateggagtagaatactgtitca
aactaactggtggatttattaattttggatctgtatgtgtgtgccatacateticatagttac gagtttaagatgatggatggaagtate g
atctaggataggtatacatgttgatgtiggtittactgatgeatatacatgatggeatatgeagceatetattcattecatatgetetaaccett
gagtacctatctattataataaacaagtatgtittataattatttigatettgatatactiggatgatggoatatgeageagcetatatgtgg
atttttttagctotgecticatac getatttatttgeottg gtact gttt ttitgtc gatgetcaccct gtigttt g gtgttacttctgeag



4/9

FIG. S
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FIG. 5 cont.

Zea Mays c.v. Hi-ll a jusante
Zea mays c.v. 73 Ubi-1 a jusante
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Zea mays c.v. 73 Ubi-1 a jusante  (571)
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FIG. 6

Zea Mays c.v. Hi-ll lider
Zea mays c.v. 73 Ubi-1 lider

Zea Mays c.v. Hi-ll lider
Zea mays c.v. 73 Ubi-1 lider
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Zea mays c.v. 73 Ubi-1 lider
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RESUMO

Patente de Invencgéo: "PROMOTORES DE UBIQUITINA DE MILHO".

A presente invencao refere-se ao promotor Zea mays c.v.
B73 ubiquitina-1 (Z. mays cv B73 Ubi-1) que conduzem os niveis ele-
vados de expressao constitutiva do transgene nas plantas. O uso repe-
tido do mesmo promotor Z. mays c.v. B73 Ubi-1 nos constructos multi-
gene podem também levar ao silenciamento de genes, tornando os
produtos transgénicos menos eficazes. S&o proporcionados elementos
promotores de regulamentacdo de genes, os constructos, e métodos
para a expressao de um transgene em células de plantas e / ou teci-
dos de planta usando os elementos de regulamentagcédo dos genes a
partir do promotor Ubi-1 de um diferente gendtipo Z. mays, Z. mays cv
Hi-1l.
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