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(57) Resumo: COMPOSIGOES E METODOS PARA DIRECIONAR A
EXPRESSAO DE GENES USANDO O PROMOTOR DO GENE DA
FAMILIA DAS ISOFLAVONAS DE PLANTAS DE CAFE. A presente
invengdo compreende a descrigdo de uma nova seqUéncia regulatéria
provida para direcionar a expressdo de uma sequéncia de nucleotideo,
tal como genes estruturais, em folhas de plantas, incluindo
monocotileddneas e dicotileddneas. Mais especificamente a invengdo
refere-se a sequodncias regulatérias de polinucleotideos isoladas de
plantas de café que sdo capazes de inicial- e acionar a transcricao de
polinucleotideos, e ao uso destas sequéncias regulatdrias no
direcionamento de transcrigdo de polinucleotideos enddgenos e/ou
heterélogos para tecidos foliares e produgdo de polipeptideos. A
invengéo descreve ainda construgdes de DNA que contém o promotor do
gene da familia das isoflavonas de plantas de café que esta
operacionalmente ligado a um gene heterdlogo e/ou enddgeno. Além
disso, a invengdo diz respeito ao uso destas construgdes na forma de
vetores de expressdo, vetores recombinantes e em plantas, células
vegetais ou protoplastos transgénicos. A invengao ainda descreve um
método utilizando tais construgdes contendo o promotor do gene da
familia das isoflavonas de plantas de café para produgdo de plantas,
células vegetais ou protoplastos transgénicos.
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COMPOSICOES E METODOS PARA DIRECIONAR A EXPRESSAO DE GENES
. S

USANDO O PROMOTOR DO GENE DA FAMILIA DAS ISOFLAVONAS DE

PLANTAS DE CAFE

CAMPO DA INVENCAO

A presente inven¢do esta relacionada a um novo promotor para expressao especifica
de genes em folhas de plantas. Mais especificamente a invencdo refere-se a seqliéncias
regulatérias de polinucleotideos isoladas de plantas de café que sdo capazes de iniciar e
acionar a transcri¢io de polinucleotideos, e ao uso destas sequéncias regulatdrias na
modificagdo da transcri¢do de polinucleotideos endogenos e/ou heterélogos e producdo de
polipeptideos no tecido foliar. A invencdo descreve ainda construgdes de DNA que contém o
promotor de um gene que codifica uma proteina da familia das isoflavonas de piantas de café
que esta operacionalmente ligado a um gene heterélogo e/ou endégeno. Além disso, a
invengdo diz respeito ao uso destas construgdes na forma de vetores de expressdo, vetores
recombinantes € em plantas, células vegetais ou protoplastos transgénicos. A invencdo ainda
descreve um método utilizando tais construgoes contendo o promotor de um gene que
codifica uma proteina da familia das isoflavonas de plantas de café para produgdo de plantas,

c€lulas vegetais ou protoplastos transgénicos.

FUNDAMENTOS DA INVENCAQ

A cafeicultura desempenha atualmente um importante papel na economia nacional
gerando divisas na ordem de 2 bilhdes de délares anuais com 26 milhdes de sacas exportadas
ao ano (Companhia Nacional do Abastecimento — Conab). Com um mercado ainda em
expansdo, o agronegocio do café gera, em todo mundo, recursos na ordem de 91 bilflées de’
dolares ao comercializar em média 115 milhdes de sacas. O Brasil ocupa uma posicio
dominante no mercado internacional, se destacando como maior produtor (contribuicdo de
30% da produgdo mundial nas Gltimas safras) e exportador mundial de café, com participagéo-
média de 25%. O agronegécio do café representa mais de 2,5 % do valor total das
exportagoes brasileiras além de gerar oito milhdes de empregos diretos e indiretos,
destacando-se como o setor que mais emprega no Brasil. Apesar do 6timo desempenho, a

expansdo da producdo de café no Brasil é limitada, dentre outros fatores, por pragas e
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doengas que atacam a cultura. Dentre as principais doengas do café, destaca-se, afetando as
folhas, o fungo Hemileia vastatrix causador da ferrugem do cafeeiro.

A crescente demanda mundial por alimentos de melhor qualidade, principalmente
livres de defensivos agricolas, tem promovido um avango significativo em diversas areas da
produgdo vegetal. Dentre estas se destaca 0 melhoramento genético vegetal.

O melhoramento genético de plantas visando melhorias agronémicas vem sendo
realizado pelo homem hé milhares de anos utilizando-se de procedimentos cléssicos baseados
em cruzamentos controlados entre espécies. Entretanto, com o advento da biologia molecular
nos ultimos anos, somado ao desenvolvimento de técnicas biotecnologicas avancadas, o
melhoramento genético de plantas via engenharia genética tornou-se uma ferramenta importe
na obteng¢do de plantas genotipicamente superiores em um curto espago de tempo, tornando-
se de grande interesse para o setor agricola.

Meétodos avangados de melhoramento genético vegetal tém se destacado
principalmente devido a possibilidade de obten¢do de resultados uniformes e direcionados
para caracteristicas desejaveis. Dentre os inimeros métodos biotecnoldgicos mundialmente
utilizados para o melhoramento, destaca-se como um dos mais importantes, a produc¢do de
plantas geneticamente modificadas. A transgenia tem permitido o melhoramento de
genotipos previamente selecionados por métodos convencionais através da introdu¢do de um
Ou poucos genes que, em muitos casos, sio encontrados em especies distantes e que ndo
poderiam ser transferidos via recombinagdo, o que acontece obrigatoriamente entre
individuos sexualmente compativeis. Por outro lado, se assim fossem transferidos levar-se-ia
anos para obtengdo do gendtipo desejado. Em se tratando de melhoramento de espécies
perenes, mais precisamente da espécie Coffea arabica, pode-se esperar um minimo de 25
anos entre as primeiras hibridagdes até a obteng¢do de novos cultivares.

O melhoramento de espécies perenes através da obteng¢do de plantas geneticamente
modificadas tem sido apontado como uma alternativa ao melhoramento classico. Nesse
contexto, a introdugdo via transgenia de caracteristicas desejaveis como a resisténcia a
fatores bidticos e abidticos tende a ser facilitada, uma vez que um grande niimero de genes
induzidos por tais fatores em diferentes espécies tem sido identificado e caracterizado.
Muitos destes genes tém sido identificados em projetos onde genomas inteiros: foram
sequenciados, como nos casos de Arabidopsis thaliana e do arroz, ou em projetos nos quais

foram seqiienciados milhares de ¢cDNAs oriundos de bibliotecas construidas a partir de
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diferentes tecidos e em diferentes condicdes de estresse, tambem conhecidos como projetos
ESTs (expressed sequence tags). Como exemplo do ultimo caso, na drea vegetal, destaca-se o
projeto Genoma Café.

Os projetos de seqiienciamento acima citados sio de suma importancia, entretanto
sabe-se que a simples identificacdo de um gene ndo € garantia Uinica para a sua utilizag:éb na
obten¢do de transgénicos. A producdo eficiente de uma proteina heter6loga em uma planta
depende, por exemplo, da obtencdo de altos niveis de transcri¢do do gene introduzido e para
isso promotores altamente ativos sio necessarios.

A expressdo de um gene é regulada, em parte, pelos processos celulares envolvidos na
transcri¢do. Durante a transcri¢do, um RNA de filamento unico, complementar a seqiiéncia
de DNA a ser transcrita é formado pela agdo das polimerases de RNA e dos fatores de
transcri¢do. A iniciagdo da transcricdo em células eucarioticas € regulada por interacdes
complexas entre motivos de DNA cis-atuan;es‘, localizados dentro do gene a ser transcrito, e
fatores protéicos trans-atuantes. Dentre as regides regulatorias cis-atuantes estio as
seqiiéncias de DNA, chamadas promotores, as quais a RNA polimerase ¢ primeiramente
ligada, direta ou indiretamente. Para efeitos da presente invengdo, o termo “promotor” se
refere a seqiiéncias especificas de DNA, usualmente localizadas a montante (5’) da regido
codificadora de um gene estrutural, e que controla a expressdo da mesma devido a sua
capacidade de prover um sitio de reconhecimento para a RNA polimerase e/ou outros fatores
necessarios para o inicio da transcrigdo, e pbara que esta se inicie no local correto do gene.

Tipicamente, um promotor possui um “TATA box” e uma regido de ativagdo situada
a montante. Este “TATA Box” é responsavel pela localizagio do sitio de inicio da
transcrigdo, e esta localizado a aproximadamente 25 pares de base do inicio da seqiiéncia
codificadora do gene (na diregio 3°).

Existem dois tipos basicos de promotores, os induziveis e 0s nio induzives, também
chamados constitutivos. Os promotores constitutivos sdo capazes de dirigir a expressio de
seqiiéncias de DNA durante todo o desenvolvimento de uma planta, além de ndo possuir uma
especificidade quanto ao local de expressao desta seqiiéncia, sendo esta, entdo, expressa em
uma grande variedade de células e tecidos da planta. Apesar disso, o termo “constitutivo” nio
implica que a seqii€éncia € expressa nos mesmos niveis em todas as células vegetais. O
promotor induzivel, por sua vez ¢ um promotor capaz de ativar (direta ou indiretamente) a

transcri¢do de uma ou mais seqiiéncias de DNA, ou genes, em resposta a um determinado
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indutor. Na falta deste indutor, as seqiiéncias de DNA, ou genes, ndo serdo transcritos. O
indutor pode ser um componente quimico (descrito, por exemplo, no documento de patente
WO9519443), um estresse de origem fisiologica (como no caso de ferimentos, que ¢ descrito,
por exemplo, no documento de patente US6677505), ou um composto endogeno gerado em
resposta a mudangas no desenvolvimento da planta.

Os promotores constituem, portanto, uma ferramenta chave em processos
biotecnoldgicos a fim de garantir que a expressao de um gene de interesse seja efetiva e
regulada espacial e temporalmente. Dentre os promotores usualmente empregados na
producdo de plantas geneticamente modificadas destacam-se o promotor 35S do Virus do
Mosaico da Couve Flor (CaMV 35S), os promotores dos genes da nopalina e octopina
sintetase de Agrobacterium tumefaciens e o promotor do gene que codifica a ubiquitina de
milho. Apesar dos grandes avancos obtidos com o emprego desses promotores, os padrdes de
expressdo dos transgenes submetidos a regulagdo dos mesmos sio variados e baixos em
alguns casos, ndo havendo garantia de €xpressdo no orgdo/tecido adequado. O uso de
promotores ubiquos como os citados, determina a expressdo do produto génico em todos os
orgdos da planta, o que nem sempre & desejavel. Tal caracteristica, desnecessaria e
indesejavel em plantas geneticamente modificadas destinadas a alimentacéo humana, tende a
diminuir a aceitagdo do produto final, ou a de seus derivados, pelos consumidores resultando
em resisténcia aos produtos geneticamente modificados. Nesse caso, promotores tecido-
especificos que garantam uma regulagio espacial do transgene seriam de grande importancia
e varios estudos estdo sendo empreendidos com esse propdsito.

Existem intmeros promotores tecido-especificos descritos para plantas, como ¢ o
caso da expressdo especifica em semente (WO8903887), tubérculo (como mencionado no
pedido de patente US20030175783, Keil et al., 1989 EMBO J. §: 1323-1330), folhas (como
mencionado no pedido de patente US20030175783, Hudspeth et al., 1989 Plant Mol Biol
12:579-589), fruta (Edwards and Coruzzi, 1990 Annu.Rev.Genet. 24: 275-303 e
US5753475), caule (como mencionado no pedido de patente US20030175783, Keller et al.,
1988 EMBO J. 7: 3625-3633), tecidos vasculares (como mencionado no pedido de patente
US20030175783, Peleman et al., 1989 Gene 84: 359-369 ¢ Schmiilling et al., 1989 Plant Cell
I: 665-670), raiz (US20060143735 e como mencionado no pedido de patente
US20030175783, Keller et al.,, 1989 Genes Devel. 3:1639-1646), estames (WO8910396,
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W0O9213956), promotores especificos da zona de deiscéncia (WO9713865) e meristema (Ito
et al., 1994 Plant Molecular Biology, 24: 863-878).

Outros exemplos de promotores que controlam a expressdo de genes especificamente
em dado tecido/érgdo e que sdo importantes para resisténcia a estresses biéticos e abidticos
podem ser visualizados nos documentos de patentes: WO2007044992 (promotores de café
especificos para expressdo de genes em sementes); WO2007005980 (promotor do gene que
codifica a dehidrina de café); W0O20077044751 (promotores que codificam genes envolvidos
na via biosintética de 4cidos clorogénicos em plantas de café); US6610840 (promotor de
batata especifico para mesé6filo); US6800794 (promotor de alfafa induzivel por estresse
bidtico); US7153953 (promotor de café especifico de folha).

Apesar de existir um grande numero de promotores especificos para diferentes tecidos
vegetais, apenas o promotor do documento de patente US7153953 ¢ especifico para folhas de
café. Apesar do promotor da presente invengdo também ser especifico para os tecidos foliares
de café, ele difere da patente US7153953 por ser um promotor isolado de um gene diferente
(o promotor da patente US7153953 ¢ oriundo do gene rbcS, enquanto que o promotor da
presente inven¢do pertence ao gene que codifica uma proteina da familia das isoflavonas) e
por apresentar especificidade diferente (enquanto o promotor da presente invengdo controla a
expressdo em resposta a dano mecénico, o promotor do gene rbcS é de expressio
constitutiva). Além do mais, o promotor da presente invengdo ndo apresenta nenhuma
similaridade com os promotores ja descritos no estado da tecnica (vide Exemplo 1). Esses
fatos demonstram a necessidade de identificagdo e caracteriza¢do de novos promotores para
plantas dicotiledoneas, especialmente aqueles especificos para tecidos foliares de plantas de
café, e a importancia do promotor da presente inven¢do para a produgio de plantas
geneticamente modificadas.

Um motivo de preocupagio relativo ao uso de plantas geneticamente modificadas
refere-se a expressdo de proteinas toxicas como as utilizadas para o controle de determinados
insetos e pragas. Muitos trabalhos relatam a eficiente utilizagdo da proteina Bt (de Bacillus
thuringiensis) em plantas transgénicas visando o controle de insetos praga (Shu, Q.Y., Ye,
G.Y., Cui, HR., Cheng, X., Xiang, Y., Wu, D., et al. 2000. Transgenic rice plants with a
synthetic cryl Ab gene from Bacillus thuringiensis were highly resistant to eight lepidopteran
rice pest species. Molecular Breed, 6: 433-439; Leroy, T., Henry, A.M., Royer, M., Altosaar,
L, Frutos, R., Duris, D., Philippe, R. 2000. Genetically modified coffee plants expressing the
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Bacillus thuringiensis cryl Ac gene for resisterice to leaf miner. Plant Molecular Reports, 19:

382-389; Nester, E.W., Thomashow, L.S., Matthew, M. and Gordon, M. 2002. 100 Years of
Bacillus thuringiensis: a critical scientific assessment. American Academy of Microbiology,

1752 N Street, NW Washington, DC, 16 pp). Entretanto, tal metodologia pode fazer com que

0s insetos alvo adquiriram resisténcia quando mantidos sob constante pressdo de selecdo

(Meng, F., Shen, J., Zhou, W., and Cen, H., 2004. Long-term selection for resistance to

transgenic cotton expressing Bacillus thuringiensis toxin in Helicoverpa armigera (Hubner)

(Lepidoptera:Noctuidae). Pest Manage Sci., 60: 167-172), o que normalmente acontece

quando promotores constitutivos sdo utilizados para expressdo das proteinas de interesse.

Esses efeitos indesejados poderiam ser minimizados através do uso de promotores

orgdo/tecido-especificos que, se possivel, fossem responsivos a determinados estimulos

como, por exemplo, a um determinado estresse biotico. Neste €aso, a expressdo do transgene

seria limitada ao periodo de durago do estimulo e principalmente direcionada para o local |
onde o estimulo foi produzido, ressaltando mais uma vez a importancia do promotor da

presente invengao.

A obtengdo de plantas geneticamente modificadas com genes de interesse agrondmico
(resisténcia a pragas, doengas, seca, geada, etc...) isolados de espécies selvagens de Coffea
representa um avango significativo, pois permite acelerar drasticamente o processo de
obten¢do de novos cultivares. Nesse contexto, o direcionamento da expressdo dos genes de
interesse para determinados 6rgios especificos da planta, utilizando-se de promotores tecido-
especificos provenientes da propria espécie, constitui uma importante ferramenta
bioteénolégica. Tal inovagdo viabiliza nio s a construgcdo de cassetes de expressdo
compostos de subunidades (promotor e gene) pertencentes ao género Coffea, mas também a
obtengdo de um padrdo de expressio tecido-especifico altamente desejavel tanto do ponto de
vista de biosseguranga como de opinido publica. A busca por promotores com tais
caracteristicas tem sido uma prioridade em programas biotecnoldgicos que objetivam a

producgdo e liberagio comercial de organismos geneticamente modificados.

SUMARIO DA INVENCAO

\

A presente inven¢do compreende a descricio de uma nova seqiiéncia regulatoria
provida para direcionar a expressio de uma sequéncia de nucleotideo em tecidos foliares, tal

como genes estruturais, em plantas, incluindo monocotiledoneas e dicotiledoneas. De acordo
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com a presente invengao é descrito um promotor tecido-especifico isolado de plantas de café
(Coffea arabica) denominado de CalsoR junto com um método para uso dessa regiao
regulatéria de polinucleotideo para o direcionamento da expressdo de polinucleotideos

end6genos e/ou heterdlogos em tecidos foliares de plantas transgénicas.

Em um primeiro aspecto, a presente invengdo prové uma seqiiéncia de
polinucleotideo isolada de plantas de café (Coffea arabica) que possua 40%,
preferencialmente 60%, mais preferencialmente 75%, mais preferencialmente ainda 90% de
identidade com a SEQ ID NOI; seqiiéncia reversa de SEQ ID NOI; sondas e iniciadores
correspondendo a SEQ ID NOL.

Em outro aspecto, a presente invengdo prové genes quiméricos compreendendo o
polinucleotideo da presente invengdo, ou sozinho, ou em combinagdo com um ou mais
polinucleotideos conhecidos, junto com células e organismos compreendendo estes genes
quiméricos.

Em um aspecto relacionado, a presente invengdo prové vetores recombinantes
compreendendo, na diregdo 5°-3’, uma seqiiéncia de promotor de polinucleotideo da presente
inveng¢do, um polinucleotideo a ser transcrito, e uma seqiiéncia de terminagdo da transcricio.
O polinucleotideo a ser transcrito pode compreender uma regido de leitura aberta de um
polinucleotideo que codifica um polipeptideo de interesse, ou uma regido de ndo codificacio,
ou ndo traduzida, de um polinucleotideo de interesse. A matriz de leitura aberta pode ser
orientada tanto na diregdo “sense” como “antisense. Preferivelmente, a seqiiéncia de
terminacdo da transcri¢o ¢ funcional em uma planta hospedeira. Mais preferivelmente, essa
seqiiéncia de terminagdo é proveniente do gene de in‘teresse, mas podendo ser outras descritas
no estado da técnica (Griffiths, AJF., Gelbart, W.M., Miller, J.H., Lewontin, R.C. 2000.
Regulation of gene transcription In: Modern Genetic Analysis. 3rd edition, W.H. Freeman
and Company, New York, NY.) como o terminador do gene da nopalina sintetase de A.
tumefasciens. Os vetores recombinantes podem ainda incluir um marcador para a
identificagdo de células transformadas.

Em outro aspecto, as células de plantas transgénicas compreendendo o vetor
recombinante da presente invencio sdo providas, junto com organismos, como plantas,
compreendendo estas células transgénicas, e frutos, sementes e outros produtos, derivados,
ou progénie destas plantas. Os propagulos das plantas transgénicas inventivas sio incluidos

na presente invengio.
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Em outro aspecto da presente invencdo é provido um método para modificar a
expressdo de genes em um organismo, como uma planta, incluindo a incorporag¢io estavel no
genoma do organismo contendo o vetor recombinante da presente invengao.

Em outro aspecto da presente invencdo ¢ provido um método para produzir um
organismo transformado, como uma planta, tendo a expressdo de um polipeptideo dirigida
para tecidos foliares. Esse método compreende transformar uma célula de planta com o vetor
recombinante da presente invengio para prover uma celula transgénica de condigdes que
conduzem a regeneragao e crescimento da planta madura.

Ainda em outro aspecto da presente invengao € provido um método para identificagio
de um gene responsavel por uma funcdo ou fenétipo desejado. O método compreende: 1) a
transformagdo de uma célula de planta contendo um vetor recombinante compreendendo uma
seqiéncia de promotor de polinucleotideos da presente invengdo ligada operacionalmente a
um polinucleotideo a ser testado, 2) cultivar a célula de planta sob condi¢des que conduzem a
regeneragdo e crescimento da planta madura de modo a prover uma planta transgénica, e 3)
comparar o fendtipo da planta transgénica com o fenétipo de plantas ndo transformadas, ou
de tipo selvagem.

Os aspectos acima mencionados e adicionais da presente invenc@o € 0 modo de obter
0s mesmos se tornardo evidentes, e a inven¢io serd melhor compreendida por referéncia na

“Descri¢do Detalhada da Invengdo”.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

Figura 1 — Representagio esquematica do protocolo adotado para amplificaco (por genome
walking) e clonagem do promotor CalsoR a partir de DNA genémico de café.

Figura 2 - Esquema de localizacdo dos elementos regulatdrios encontrados no promotor
CalsoR por anélise comparativa com banco de dados do PLACE (Higo et al. Plant cis-acting
regulatory DNA elements (PLACE) database:1999. Nucleic Acids Res. 27 297-300, 1999).
Figura 3 - Representagdo esquematica do vetor PRT103-Gus (~5 Kb) que apresenta o gene
reporter uidA (GUS) inserido entre os sitios BamHI e Neol sob o controle do promotor
constitutivo CaMV358S.

Figura 4 - Representacdo esquematica do gene quimérico desenvolvido para a analise

funcional da regido promotora amplificada via genome walking (o promotor ndo se encontra
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em escala). O promotor CalsoR foi fusionado ao gene reporter uid4 que codifica a enzima
B-glucoronidase (GUS) de Escherichia coli.

Figura 5 - Representacdo esquematica do plasmideo pPCAMBIA-1381 (Cambia) utilizado na
construgdo do gene quimérico visando a posterior transformagdo estavel de tabaco

empregando Agrobacterium tumefaciens.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

No contexto dessa descrigdo, iniimeros termos serdo utilizados e por isso serdo
melhor detalhados a seguir:

Um “gene quimérico” € um gene compreendendo um promotor e uma regido
codificadora de diferentes origens. No caso da presente invengdo, o gene quimérico
compreende o polinucleotideo da presente inveng¢do ligado a regides codificadoras de genes
endogenos e/ou exdgenos.

Uma “seqiiéncia consenso” € uma seqiliéncia artificial na qual a base em cada posigdo
representa a base freqlientemente mais encontrada na seqiiéncia atual comparando-se
diferentes alelos, genes ou organismos.

Um “promotor” € a por¢ao do DNA situada a montante da regido codificadora de um
gene e que contém os sitios de ligagdo para os fatores de transcrigdo e as RNA polimerases,
0s quais sdo necessarios para viabilizar o inicio da transcricdo do DNA em RNA.

“Expressdo” € a transcricdo ou traducdo de um gene estrutural, endégeno ou
heterdlogo.

“GC box” é um elemento de regulagdo comum no promotor que pode aumentar a
atividade do mesmo.

“TATA box” ¢ um elemento do promotor, localizado a aproximadamente 30 bases
acima do sitio de inicio da transcri¢gdo. O TATA box esta associado com fatores de
transcri¢do em geral, incluindo a enzima RNA polimerase.

O termo “gene” significa uma unidade fisica e funcional da hereditariedade,
representada por um segmento de DNA que codifica uma proteina funcional ou uma
molécula de RNA.

Um “gene endogeno” é um gene proprio da célula ou do organismo.

Um “gene heterdlogo” ¢ um gene isolado de um organismo doador e recombinado no
organismo receptor transformado. E um gene que ndo esta naturalmente presente na cé€lula ou

no organismo.



.

10

15

20

25

30

10/35

Um “gene reporter” € uma unidade codificadora cujo produto ¢ facilmente testado,
por exemplo, genes CAT, GUS, GAL, LUC e GFP. A expressdo de um gene reporter pode
ser usada para testar a fungdo de um promotor ligado a esse gene reporter.

O termo “EST” refere-se a etiquetas de seqiiéncias expressas (do inglés Expressed
Sequence Tags), ou seja, sdo curtas seqiiéncias das extremidades de uma seqiiéncia de
nucleotideo transcrita (codificando uma proteina ou n#o). Essas seqiiéncias, derivadas
diretamente dos genes ativos, podem ser usadas na identificagdo em larga escala de genes e
na determinagdo do padrdo de expressdo dos mesmos.

O termo “contig” conforme usado na inven¢do diz respeito a uma montagem virtual
de uma colegdo de ESTs correspondentes a um mesmo gene.

O termo “propagulo” como usado na presente invengdo significa qualquer parte de
uma planta que pode ser usada na reprodug@o ou propaga¢do, sexual ou assexual, incluindo
as mudas.

“Sense” significa que a seqiiéncia de polinucleotideo encontra-se na mesma
orientagdo 5’3’ em relagdo a orientagdo do promotor que a regula.

“Antisense” significa que a seqiiéncia de polinucleotideo encontra-se na orientacdo
contraria em relagdo a orientacdo 5°-3° do promotor que a regula.

Como usado aqui, o termo “x-mero”, como referéncia a um valor especifico de “x”,
refere-se a uma seqiiéncia compreendendo pelo menos um nimero especifico (“x) de
residuos do polinucleotideo identificado como SEQ ID NOI1. De acordo com formas de
realizagdo preferidas, o valor de x ¢é preferivelmente pelo menos 20, mais preferivelmente
pelo menos 40, mais preferivelmente ainda pelo menos 60 e mais preferivelmente pelo
menos 80. Assim, polinucleotideos da presente inven¢do compreendem um polinucleotideo
de 20 meros, 40 meros, 60 meros, 80 meros, 100 meros, 120 meros, 150 meros, 180 meros,
220 meros, 250 meros, 300 meros, 400 meros, 500 meros ou 600 meros identificados como
SEQ ID NOI e variantes dos mesmos.

O termo “polinucleotideo (s)” como usado aqui, significa um polimero de filamento
tnico ou duplo de bases de deoxiribonucleotideo ou ribonucleotideo e inclui moléculas
correspondentes de RNA e DNA, incluindo moléculas de HnRNA e mRNA, de filamentos
tanto ‘“sense” como “‘antisense”, € compreende cDNA, DNA genémico, ¢ DNA
recombinante, assim como polinucleotideos completamente ou parcialmente sintetizados.

Uma molécula de HnRNA contém introns e corresponde a uma molécula de DNA
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considerando uma complementaridade de modo um a um. Uma molécula de RNAm
corresponde a uma molécula de DNA e HnRNA da qual os introns foram excisados. Um
polinucleotideo pode consistir de um gene completo, ou qualquer por¢do do mesmo. Os
polinucleotideos  “‘antisense” operaveis podem compreender um fragmento do
polinucleotideo correspondente, e a defini¢do de “polinucleotideo” inclui assim todos esses
fragmentos “antisense” operaveis. Os polinucleotideos “antisense” e técnicas envolvendo o

uso de polinucleotideos “antisense” sdo bem conhecidas no estado da técnica (Sambrook, J.;

E.F.Fritsh and T. Maniatis - Molecular cloning. A laboratory manual, 2nded., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 1989).

Os polinucleotideos descritos na presente invengdo sdo preferencialmente cerca de
80% puros, mais preferencialmente pelo menos cerca de 90% puros, e mais
preferencialmente pelo menos cerca de 99% puros.

O termo “oligonucleotideo” refere-se a um segmento relativamente curto de uma
seqiiéncia de polinucleotideo, geralmente compreendendo entre 6 a 60 nucleotideos. Esses
oligonucleotideos podem ser usados como sondas ou iniciadores (“‘primers”), onde as sondas
podem ser empregadas em testes de hibridizagdo € como iniciadores em reagdes de
amplificagio de DNA através da rea¢do em cadeia da polimerase (PCR).

O termo “sonda” utilizado na presente invengdo refere-se a um oligonucleotideo,
polinucleotideo ou um &cido nucléico, podendo ser RNA ou DNA, de ocorréncia natural, ou
resultante da digestdio com uma enzima de restrigdo e purificada, ou produzida
sinteticamente, que seja capaz de se anelar com ou especificamente hibridizando com um
acido nucléico contendo seqiiéncias complementares a ela. Uma sonda pode ser ainda de
cadeia simples ou cadeia dupla. O comprimento exato da sonda dependera de muitos fatores,
incluindo temperatura, origem da mesma e uso do método. Por exemplo, dependendo da
complexidade da seqiiéncia alvo, a sonda de oligonucleotideo tipicamente contém 15-25 ou
mais nucleotideos, embora ela possa conter menos nucleotideos. As sondas aqui sdo
selecionadas para serem complementares para diferenciar cadeias de uma seqiiéncia de um
acido nucléico particular. Isto significa que a sonda pode ser suficientemente complementar
para ser capaz de “hibridizar especificamente” ou anelar com suas respectivas cadeias-alvo
sob uma série de condigdes pré-determinadas. Conseqiientemente, a seqiiéncia da sonda ndo
necessita refletir exatamente a seqiiéncia complementar do alvo. Por exemplo, um fragmento

de nucleotideo ndo complementar pode ser ligado ao final 5” ou 3’ da sonda, com o restante
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da seqiiéncia da sonda sendo complementar a cadeia alvo. Alternativamente, bases nao
complementares ou seqiiéncias longas podem estar intercaladas dentro da sonda se esta
apresentar complementaridade suficiente com a seqiiéncia do 4cido nucléico alvo para anelar
especificamente a ele. .

O termo “primer” como utilizado aqui .sev refere a um oligonucleotideo, sendo RNA ou
DNA, de cadeia simples ou cadeia dupla, derivado de um sistema biolégico, gerado através
de digestdo com enzimas de restri¢do, ou produzido sinteticamente que, quando colocado em
um ambiente proprio, ¢ capaz de agir funcionalmente como um iniciador da sintese de um
4cido nucléico dependente de molde. Quando apresentado com um molde de acido nucléico
apropriado, nucleotideos trifosfatos adequados precursores de cidos nucléicos, uma enzima
polimerase, cofatores adequados e condicdes tais como temperatura e pH adequados, o
“primer” pode ser estendido em seu terminal 3’ pela adigdo de nucleotideos pela agao de uma
enzima polimerase, ou com atividade similar, para produzir uma primeira extensdo do
produto. O “primer” pode variar em comprimento dependendo de condigdes particulares €
requerimentos para sua aplicagdo. Por exgmplo, em aplicagdes de diagnosticos, o ‘primer’
oligonucleotideo possui tipicamente de 15;-25 ou mais nucleotideos em comprimento. O
‘primer’ deve ter complementaridade suficiente com o molde desejado para iniciar a sintese
da extensdo do produto desejado. Isso ndo significa que a seqiiéncia do ‘primer’ deva
representar um complemento exato do molde desejado. Por exemplo, uma sequéncia de
nucleotideo ndio complementar pode ser ligada ao final 5’ de um ‘primer’ complementar.
Alternativamente, bases nio complementares podem estar intercaladas dentro da seqiiéncia
de oligonucleotideo do ‘primer’, desde que esse tenha complementaridade suficiente com a
seqiiéncia da cadeia molde desejada para prover funcionalmente um complexo molde-primer

na extensdo do produto.

O termo “hibridizando especificamente” diz respeito a associagdo entre duas moléculas de
4cidos nucléicos de cadeia simples que possuam seqiiéncias suficientemente complementares
para permitir tal hibridizagao sob condicdes pré-determinadas geralmente descritas no estado
da técnica (Anderson, M.L.M. Nucleic Acid Hybridization. Springer, Bios Scientific
Publishers, New York, 1999, 240 p; Innis, Michael A.; Gelfand, David H.; Sninsky, John J.;
White, Thomas J. PCR protocols. A guide to methods and applications. Academic Press. San
Diego, CA, USA. 1990, 482 p).
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Em particular, o termo se refere a hibridizagdo de um oligonucleotideo com uma
seqliéncia substancialmente complementar contendo uma molécula de DNA ou RNA de
cadeia simples da presente invengdo. Condigdes apropriadas necessarias para realizagdo da
hibridizacdo especifica entre moléculas de 4cidos nucléicos de cadeia simples de
complementaridade variada estdo bem descritas no estado da técnica (Anderson, M.L.M.
Nucleic Acid Hybridization. Springer, Bios Scientific Publishers, New York, 1999, 240 p;
Innis, Michael A.; Gelfand, David H.; Sninsky, John J.; White, Thomas J. PCR protocols. A
guide to methods and applications. Academic Press. San Diego, CA, USA. 1990, 482 p).
Uma férmula comum para se calcular as condi¢des de estringéncia requeridas para se ter uma
hibridizagio entre moléculas de acido nucléico segue abaixo (Sambrook et al., Molecular

Cloning, A Laboratory Manual, 2™ ed. (1989), Cold Spring Harbor Laboratory Press):
Tm = 81,5°C + 16,6 Log [Na+]+ 0,41 (OoG+C)5—‘ 0 63 (% formamida)-600/pb no duplex (sonda)

Como ilustragdo da formula acima, usando [Na+] = [0,368] e 50% de formamida, com
contetdo de GC de 42% e um tamanho de sonda médio de 200 bases, a Tm sera de 57°C.

Sondas ou “primers” sdo descritos como correspondendo ao polinucleotideo da presente
invencdo identificado como SEQ ID NOI1 ou uma variante do mesmo, se a sonda de
oligonucleotideo ou “primer”, ou seu complemento, estiver contido dentro da seqliéncia
especificada como SEQ ID NOI1, ou uma variante desta.

O termo “oligonucleotideo” ¢ referido aqui como ‘primers’ e ‘sondas’ da presente
invencdo, e ¢ definido como uma molécula de acido nucléico compreendendo de dois ou
mais ribo ou deoxiribonucleotideos, preferencialmente mais do que trés. O tamanho exato
dos oligonucleotideos dependera de véri‘o‘s‘ fatores e da aplicagdo particular e uso dos
mesmos. Oligonucleotideos preferidos compreendem 15-50 pares de base consecutivas
complementares a SEQ ID NO 1. As sondas podem ser facilmente selecionadas usando
procedimentos bem descritos no estado da técnica (Sambrook et al “Molecular Cloning, a
laboratory manual”, CSHL Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989), levando em consideragdo
a estringéncia de hibridizagdio DNA-DNA, recombinagdo ¢ temperaturas de fusdo, e
potencial para formagdo de lagos € outros fatores, que sdo conhecidos no estado da técnica.

A defini¢do dos termos “complemento”, “complemento reverso” e “seqiiéncia reversa”,
como usados aqui, ¢ ilustrada pelo seguinte exemplo. Para a seqii€éncia 5’AGTGAAGT3’, o
complemento é 3> TCACTTCAS’, o complemento reverso ¢ 3’ACTTCACTS5’ e a seqliéncia
reversa € S’TGAAGTGA3’.
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Como usado aqui, o termo ‘“variante” ou “substancialmente similar” compreende
seqiiéncias de aminoacidos ou nucleotideos diferentés de seqiiéncias especificamente
identificadas, em que um ou mais nucleotideos ou residuos de aminoacidos é deletado,
substituido ou adicionado. As variantes podem ser variantes alélicas, de ocorréncia natural,
ou variantes de ocorréncia ndo natural. As seqiéncias variantes ou substancialmente
similares dizem respeito a fragmentos de acidos nucléicos que podem ser caracterizados pela
porcentagem de similaridade de suas seqiiéncias de nucleotideos com a seqiiéncia de
nucleotideo descrita aqui (SEQ ID NO 1), como determinada por algoritmos comuns
empregados no estado da técnica. Os fragmentos de 4cidos nucléicos preferidos séo aqueles
cujas seqiiéncias de nucleotideos tém pelo menos cerca de 40 ou 45% de identidade de
seqiiéncia, preferencialmente cerca de 50% ou 55% de identidade de seqiiéncia, mais
preferencialmente cerca de 60% ou 65% de identidade de seqiiéncia, mais preferencialmente
cerca de 70% ou 75% de identidade de seqiiéncia, mais preferencialmente cerca de 80% ou
85% de identidade de seqiiéncia, mais preferencialmente ainda com cerca de 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de seqiiéncia quando
comparada com a seqiiéncia de referéncia. A identidade percentual ¢ determinada por
alinhamento de duas seqiiéncias a serem comparadas, determinando o niimero de residuos
idénticos na por¢do alinhada, dividindo este nimero pelo numero total de residuos na
seqiiéncia pesquisada e multiplicando o resultado por 100. Esse alinhamento pode ser feito
através de softwares existentes na internet, um deles ¢ o0 BLASTN, que esta disponivel na
pagina do National Center for Biotechnology Information/NCBI (www.ncbi:nlm.nih.gov).

O termo “vetor” diz respeito a um replicon, tal como um plasmideo, cosmideo, bacmideo,
fago ou virus, no qual outras seqiiéncias genéticas ou elementos (seja DNA ou RNA) possam
ser ligadas para serem replicadas quando associadas a ele. Preferencialmente o vetor
derivado de virus é selecionado entre os bacteriofagos, vaccinias, retrovirus ou virus do
papiloma bovino. O “vetor recombinante” ¢ resultante da combinagéo de um vetor comercial
com genes quiméricos, ou o polinucleotideo da presente invengéo operacionalmente ligado a
um polinucleotideo endogeno e/ou heterdlogo de interesse que por sua vez esta
operacionalmente ligado a um sinal de terminagdo da transcrigdo. Tais vetores podem ser
obtidos comercialmente, incluindo Clontech Laboratories, Inc. (Palo Alto, Calif.), Stratagene
(La Jolla, Calif), Invitrogen (Carlsbad, Calif.), New England Biolabs (Beverly, Mass.) €

Promega (Madison, Wis.). Alguns exemplos de vetores utilizados na presente invengdo, mas
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ndo limitados a, sdo os vetores pPGEM® -T Easy (Promega), pRT103 ¢ pCAMBIA-1381
(Cambia).

O termo “clone” como usado na presente invengdo corresponde a fragmentos de DNA
inseridos no interior de uma bactéria e propagados de forma assexuada. Esses fragmentos de
DNA estdo normalmente ligados a um vetor de clonagem como descrito acima.

O termo “seqiiéncias acentuadoras de expressdo” corresponde aos amplificadores
("enhancers") que potenciam a taxa de transcricdo e que podem estar situadas a grandes
distancias do promotor (antes ou depois, “upstream” ou “downstream™). Estes amplificadores
ndo sdo especificos € potenciam a transcri¢do de qualquer promotor que estiver na sua
vizinhanca. A eficiéncia da expressdo de um gene em um tecido especifico depende da
adequada combinagio e integragio dos amplificadores, dos promotores e das seqiiéncias
adjacentes.’

O primeiro intensificador descoberto como um estimulador da transcrigdo de genes
eucariotos foi 0 SV40 (presente no genoma do Virus 40 de Simio). Apos a descoberta desse
intensificador, outros foram identificados em diferentes genomas virais como HSV-1, AMV,
TMV, HPV-16. o

O termo ‘“operacionalmente ligado” significa que as seqliéncias regulatorias
necessérias para expressdo da seqiiéncia codificadora sdo colocadas na molécula de DNA
em posicdes apropriadas relativa a seqiiéncia codificadora para efeito de expressdo dessa.
Essa mesma definicio é as vezes aplicada para o arranjo de seqiiéncias codificadoras e
elementos controladores da transcricdo (por exemplo, promotores, auxiliadores ou
“enhancers” e elementos ou seqiiéncias de terminagdo) em um vetor de expressdo. Uma
regidio codificadora exogena ¢ tipicamente flanqueada por regides regulatorias
operacionalmente ligadas que regulam a expressdo da referida regido em uma célula
transformada (podendo ser microorganismo, vegetal ou animal). Uma regido regulatoria
tipica op'eracionalmente ligada a uma regido codificadora exégena inclui um promotor, isto €,
um fragmento de acido nucléico que pode modular a transcrigdo de regides codificadores
exogenas e que esta posicionado na regido 5’ da mesma. No caso da presente invengdo a
regido regulatéria diz respeito as regides substancialmente similares a SEQ ID NO 1. Para
auxiliar no aumento da transcricio de um determinado polinucleotideo, a seqiiéncia
promotora da presente invengdo poderd estar ligada a outras seqiiéncias regulatdrias ja

descritas, tais como: ATATT (elemento de forte expressio na raiz), AACAAAC e
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GCCACCTCAT (elementos relativos a expressdo especifica em sementes), CACGTG e
CCTACC (ambas seqiiéncias podem ser estimuladas por um fator de estresse), entre outros
[Ai-Min Wu et al., 2006 Isolation of a cotton reversibly glycosylated polypeptide (GhRGP1)
promoter and its expression activity in transgenic tobacco, Journal of Plant Physiology 163:
426-435). :

Uma “seqiiéncia de terminagdo” ¢ uma seqiiéncia de DNA que sinaliza o final da
transcri¢do. Sdo exemplos de seqliéncias de terminaco, mas ndo estdo limitados a, o sinal de
terminagdo de SV40, sinal de adenilagdo de HSV TK, sinal de terminagdo do gene da
nopalina sintetase de Agrobacterium tumefasciens (NOS), sinal de terminagdo do gene da
octopina sintetase, sinal de terminagao do gene 19S e 358 do CaMV, sinal de terminagao do
gene da 4lcool desidrogenase de mitho, sinal de terminacdio do gene da manopina sintetase,
sinal de terminagdo do gene da beta-faseolina, sinal de terminagao do gene da ssSRUBISCO,
sinal de terminacdo do gene da sucrose sisntétase, sinal de terminagdo do virus que ataca o
Trifolium subterranean (SCSV), sinal de termina¢do do gene trpC de Aspergillus nidulans e
outros semelhantes. A presente invengdo prové uma regido regulatoria de polinucleotideos
isolados que podem ser empregadas na manipulagdo de fenotipos de plantas, junto com
polinucleotideos isolados compreendendo estas regides regulatorias. Mais especificamente a
presente invengdo estd relacionada ao promotor ou seqiiéncia regulatoria que ocorre
naturalmente em plantas de café (Coffea arabica), responsavel pela expressdo de uma
proteina da familia das isoflavonas em resposta a dano mecanico nessa espécie vegetal. O
promotor de café foi isolado do gene que codifica a isoflavona redutase e foi denominado na
presente invengio de CalsoR (SEQ ID NO1).

O polipeptideo de interesse especifico pode ser expresso especificamente em tecidos
foliares de plantas através da incorporég:ﬁo de genes, ou seqiiéncias de codificagdo,
codificando um polipeptideo, ligado operacionalmente a seqiiéncia do promotor da presente
invengdo (SEQ ID NO 1), no genoma de um organismo, como uma planta. Uma diminui¢éo
na quantidade do polipeptideo pode ser obtida por transformagdo da planta com cOpias
“antisense” destes genes.

O polinucleotideo da presente invengao foi isolado de plantas de café, mais
especificamente de Coffea arabica, mas ele pode ser alternativamente sintetizado usando
técnicas de sintese convencionais. Especificamente ‘o polinucleotideo isolado da presente

invencdo inclui a seqiiéncia identificada como SEQ 4D NO1; o complemento da seqiiéncia



P

10

15

25

30

17/35

identificada como SEQ ID NO1; complemento reverso da seqiiéncia identificada como SEQ
ID NOl.

Estudos da atividade do promotor da presente invengdo so detalhados nos exemplos
deste relatorio.

O polinucleotideo da presente invengdo pode ser identificado em seqiiéncias de DNA
gendmico de plantas para as quais informagdes gendmicas encontram-se disponiveis ao
publico, ou isolado de vérias bibliotecas de polinucle;)tideos, ou podebser sintetizado usando
técnicas que sdo bem conhecidas no estado da técnica (Sambrook et al “Molecular Cloning, a
laboratory manual”, CSHL Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989). O polinucleotideo pode ser
sintetizado, por exemplo, usando sintetizadores automatizados de oligonucleotideos (por
exemplo, sintetizador de DNA OLIGO 1000M Beckman) para obter segmentos de
polinucleotideos de até 50 ou mais 4cidos nucléicos. Diversos destes segmentos de
polinucleotideos podem ser entdo ligados usando técnicas de manipulagdo de DNA padroes
que sdo bem conhecidas no estado da tecnica (Sambrook et al “Molecular Cloning, a
laboratory manual”, CSHL Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989). Uma técnica de sintese de
polinucleotideo convencional e exemplar envolve a sintese de um segmento de
polinucleotideo de filamento unico, tendo, por exemplo, 80 pares de bases, € hibridizando
este segmento a um segmento complementar de 85 pa.res de bases, sintetizados, para produzir
um ‘overhang’ de 5 nucleotideos. O préximo segmento pode ser entdo sintetizado de modo
similar, como um ‘overhang’ de 5 nucleotideos no filamento oposto. As extremidades
“pegajosas” ou coesivas asseguram uma ligagdo apropriada quando as duas porgdes sdo
hibridizadas. Deste modo, o polinucleotideo desta invengdo pode ser sintetizado
completamente in vitro.

Como observado acima, a seqiéncia do promotor da presente invengdo pode ser
empregada em vetores recombinantes e/ou de expressdo para acionar a transcri¢do e/ou
expressdo de um polinucleotideo de interesse em tecidos foliares. O polinucleotideo de
interesse pode ser enddgeno ou heterdlogo para um organismo, por exemplo, uma planta, a
ser transformada. Os vetores recombinantes e/ou de expressao da presente invenc¢do podem
ser assim empregados para direcionar a transcrigdo e/ou expressdo de um polinucleotideo,
por exemplo, um gene que esta presente na planta de tipo selvagem, ou pode ser empregado

para prover transcri¢do e/ou expressao de uma seqiiéncia de DNA que ndo ¢é encontrada na
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planta de tipo selvagem, incluindo, por exemplo, um gene que codifica um gene reporter,
como GUS.

Em algumas formas de realizagdo da presente invengdo, o polinucleotideo de interesse
compreende uma matriz de leitura aberta que codifica um polipeptideo de interesse. A matriz
de leitura aberta é inserida no vetor em uma orienta¢do “sense” e a transformagio com essa
construgdo genética/vetor recombinante ird geralmente resultar em uma expressao do
polipeptideo selecionado na folha de plantas. O polipeptideo de interesse, que sera regulado
pelo promotor da presente invengdo, podera ser inserido no vetor na orientagdo “sense”,
“antisense” ou em ambas as direcdes. A transformagdo com um vetor recombinante e/ou de
expressdo contendo o promotor da invengdo regulando a expressao do polinucleotideo de
interesse na orientagdo “antisense” ou em ambas as orientagdes (sense e antisense) ira
geralmente resultar na expressao reduzida do polipeptideo selecionado nos tecidos foliares.

O polinucleotideo de interesse, contendo uma regido de codificagéo, € ligado de modo
operativo a uma seqiiéncia do promotor de polinucleotideo da presente invengdo de modo
que a célula hospedeira seja capaz de transcrever um RNA acionado pela seqiiéncia do
promotor ligada ao polinucleotideo de interesse. A seqiiéncia do promotor de polinucleotideo
esta geralmente posicionada na extremidade 5° do polinucleotideo a ser transcrito. O uso de
promotor tecido-especifico, como a seqiiéncia do promotor do gene que codifica a isoflavona
redutase de Coffea arabica identificada como SEQ ID NOI, ira direcionar a transcrigdo do
polinucleotideo de interesse apenas em tecidos foliares da planta transformada.

O vetor recombinante ou vetor de expressio da presente inven¢do também pode
conter um marcador de sele¢do que ¢ eficaz em células do organismo alvo, como uma planta,
para permitir a detecgdo de células transformadas contendo o vetor recombinante inventivo.
Estes marcadores, que sdo bem conhecidos, tipicamente conferem resisténcia a uma ou mais
toxinas. Um exemplo deste marcador € o gene nptll, cuja expressdo resulta em resisténcia a
canamicina ou neomicina, antibidticos que sdo geralmente toxicos para células de plantas em
uma concentragio moderada. As células transformadas podem ser assim identificadas por
sua capacidade de crescer em meio contendo o antibidtico em questao. Outros marcadores
que podem ser utilizados para construir vetores recombinantes ¢/ou de expressédo contendo o
polinucleotideo da presente inven¢do podem ser, mas nao estao limitados a: gene hpt confere

resisténcia ao antibidtico higromicina, o gene manA e o gene bar.
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O sistema que usa o gene manA (que codifica a enzima PMI - phosphomannose
isomerase) de Escherichia coli (Miles e Guest, 1984. Complete nucleotide sequence of the
fumarase gene fumA, of E. coli. Nucleic 'A&ids Res. 25; 12: 3631-3642), tendo a manose
como agente seletivo, é um dos novos sistemas sugeridos como alternativos aos dois
primeiros descritos acima (Joersbo et al., 1998 Parameters interacting with mannose selection
employed for the production of transgenic sugar beet. Physiologia Plantarum 105: 109 -
doi:10.1034/§.1399-3054.1999.105117.x). As espécies vegetais que ndo metabolizam manose
sofrem severa inibi¢do de crescimento quando esta € oferecida como unica fonte de carbono
em meio de cultura. Os efeitos adversos e inibitérios do uso da manose sdo conseqliéncias
do actmulo de manose-6-fosfato, produto da fosforilagdo da manose por uma hexoquinase.
A PMI promove a interconversao de manose-6-fosfato e frutose-6—fosfato, permitindo assim
que a primeira possa ser catabolizada na via glicolitica (Souza Junior et al. 2001.Analise de
sistemas gene marcador/ agente seletivo alternativos para selegdo positiva de embrides
somaticos transgénicos de mamoeiro, Rev. Bras. Fisiol. Veg., 13: 365-372; Joerbos, 2001,
Advances in the selection of transgenic plants using non-antibiotic marker genes, Physiologia
Plantarum 111: 269-272). O gene bar (que codifica a enzima PAT — phosphinothricin-N-
acetyltransferase) de Streptomyces hygroscopicus (Murakani et al., 1986 The bialaphos
biosynthetic genes of Streptomyces hygroscopicus: molecular cloning and characterization of
the gene cluster. Molecular and General Genetics 205: 42-50), tendo o glufosinato de aménio
(PPT) como agente seletivo, €, dentre os sistemas tipo gene de tolerdncia a herbicida, um
dos mais amplamente empregados pela engenharia genética no desenvolvimento de OGMs
vegetais. PAT inativa herbicidas que apresentam o PPT como composto ativo mediante
detoxificacdo deste. A detoxificago, que € resultante da acetilagio do grupamento amino
livre presente no PPT, torna este incapaz de competir de forma inibitoria com a glutamina
sintetase (GS), possibilitando assim a remocdo da amodnia toxica da célula vegetal pela
conversio de glutamato em glutamina, reagdo esta catalizada pela GS (Lindsey, 1992.
Molecular cloning of ICAM-3, a third ligand for LFA-1, constitutively expressed on resting
leukocytes. Nature 360: 481 - 484).

Alternativamente, a presenca do gene quimeérico em células transformadas pode ser
determinada por meio de outras técnicas conhecidas no estado da técnica (Sambrook et al.
“Molecular Cloning, a laboratory manual”, CSHL Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989),
como Southern blot € PCR. |
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As técnicas para ligar de modo operativo os componentes dos vetores recombinantes
ou de expressdo inventivos sdo bem conhecidas no estado da técnica e incluem o uso de
ligadores sintéticos contendo um ou mais sitios de reconhecimento para endonucleases de
restrigo, como descrito, por exemplo, em Sambrook et al. (“Molecular Cloning, a laboratory
manual”, CSHL Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989). Genes quiméricos da presente
invencdo podem ser ligados a um vetor tendo pelo menos um sistema de replicagdo, como
por exemplo, o de E.coli, assim ap6s cada manipulagao, as construgdes resultantes podem ser
clonadas e seqiienciadas.

Vetores recombinantes e/ou de expressio da presente invengio podem ser usados para
transformar uma variedade de organismos incluindo, mas ndo limitando a plantas. As plantas
que podem ser transformadas usando vetores recombinantes e/ou de expressdo da presente
invencdo incluem angiospermas monocotiledoneas (por exemplo gramineas, milho, graos,
aveia, trigo .e cevada..), angiospermas dicotiledoneas (por exemplo Coffea arabica,
Arabidopsis, tabaco, legumes, alfafa, aveia, eucalipto, bordo...), e gimnospermas (por
exemplo pinheiro, espruce branco, lari¢o...). Os protocolos de transformagao de plantas ja sdo
bem conhecidos no estado da técnica (Manual de transformagdo genética de plantas. Brasilia:
EMBRAPA-SPI/EMBRAPA-CENARGEM, Capitulo 3 e 7, 1998). Em uma forma de
realizagdo preferida, os vetores recombinantes e/ou de expressdo da presente invengdo sdo
empregados para transformar plantas dicotiledoneas. Preferivelmente, a planta ¢ selecionada
da familia das Rubiaceae, mais preferivelmente da espécie Coffea arabica. Outras plantas
podem ser transformadas de modo util com o vetor recombinante e/ou de expressdo da
presente invengdo incluem, mas nio sdo limitadas a: Anacardium, Anona, Arachis,
Artocarpus, Asparagus, Atropa, Avena, Brassica, Carica, Citrus, Citrullus, Capsicum,
Carthamus, Cocos, Coffea, Cucumis, Cucurbita, Daucus, Elaeis, Fragaria, Glycine,
Gossypium, Helianthus, Heterocallis, Hordeum, Hyoseyamus, Lactuca, Linum, Lolium,
Lupinus, Lycopersicon, Malus, Manihot, Majorana, Medicago, Nicotiana, Olea, Oryza,
Panieum, Pannesetum, Passiflora, Persea, Phaseolus, Pistachia, Pisum, Pyrus, Prunus,
Psidium, Raphanus, Ricinus, Secale, Senecio, Sinapis, Solanum, Sorghum, Theobromus,
Trigonella, Triticum, Vicia, Vitis, Vigna, e Zea.

O sinal de terminagio da transcrigdo e a regido de poliadenilagao da presente
invencio inclui, mas ndo esta limitado a, sinal de terminacdo de SV40, sinal de adenilagdo de

HSV TK, sinal de terminagdo do gene da nopalina sintetase de A. tumefasciens (nos), sinal de
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terminacdo do gene RNA 35S do CaMV, sinal de terminac¢@o do virus que ataca o 7 rifolium
subterranean (SCSV), sinal de terminagdo do gene trpC de Aspergillus nidulans, € outros
semelhantes. Preferivelmente o terminador da transcri¢do utilizado na presente invengdo € o
terminador do gene que codifica para a proteina isoflavona reduatse de café.

Os vetores recombinantes e/ou de expressio -da invengdio podem ser introduzidos
dentro do genoma da planta hospedeira desejada através de uma variedade de técnicas
convencionais. Por exemplo, introdugdo mediada por A. tumefasciens; eletroporagao; fusdo
de protoplasto; injegdo em Orgos reprodutivos; inje¢do em embrides imaturos; microinje¢do
de protoplastos de células de plantas; utilizando-se métodos balisticos, tais como
bombardeamento de particulas recobertas com DNA e outros. A escolha da técnica ird
depender da planta a ser transformada. Por exemplo, plantas dicotiledoneas e algumas
monocotiledoneas e gimnospermas podem ser transformadas empregando a tecnologia
baseada no plasmideo Ti de Agrobacterium. Os vetores recombinantes e/ou de expressao
podem ser combinados com regides flanqueadoras de T-DNA apropriadas e introduzidas
dentro -de vetor convencional do hospedeiro 4. tumefasciens. A fungdo de viruléncia do
hospedeiro A. tumefasciens direcionara a inser¢do- das construgdes génicas e marcador
adjacente dentro do DNA da célula vegetal quando essa ¢ infectada pela bactéria. Técnicas
de transformacdo mediadas por A. tumefasciens, incluindo desarmamento € 0 uso de vetores
binérios, sdo bem descritas na literatura cientifica (como mencionado no pedido de patente
US 20020152501, Horsch et al. Science 233:496-498, 1984; ¢ Fraley et al. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 80:4803, 1983).

Técnicas de microinjegdo sdo conhecidas no estado da técnica ¢ bem descritas na
literatura cientifica e patentaria. A introdugdo de vetores recombinantes e/ou de expressdo
utilizando-se precipitagdes de polietileno glicol € descrita em Paszkowski et al. (Embo J.
3:2717-2722, 1984) e como mencionado no pedido de patente US20020152501. Técnicas de
eletroporacio sdo descritas em From et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:5824, 1985) e
como mencionado no pedido de patente US20020152501. Técnicas de transformagoes
balisticas sdo descritas em Klein et al. (Nature 327:70-73, 1987) e como mencionado no
pedido de patente US20020152501. A introdugdo dos vetores recombinantes e/ou de
expressio da presente invengdo pode ser feita em tecidos, como tecido foliar, células
dissociadas, protoplastos, sementes, embrides, regides meristematicas, cotilédones,

hipocotilédones, e outros. Preferencialmente a presente invenc¢do utiliza a transformacgdo
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através da introducdo mediada por A. tumefasciens utilizando a A. thaliana com planta
modelo (Clough at al. 1998. Floral dip: a simplified* method for Agrobacterium-mediated
transformation of A. thaliana. Plant J. 16: 735-743). No entanto outros métodos de
transformacdo podem ser utilizados para inserir vetores recombinantes e/ou de expressdo da
presente invengdo, tais como a biobalistica, que consiste em uma técnica de transformagéo
direta do DNA que utiliza microprojéteis impulsionados em alta velocidade para carrear o
DNA para o interior das células [Rech, E.L; Aragdo, F.J.L. Biobalistica. In: Manual de
Transformacdo Genética de Plantas (Brasileiro, A.CM. & Cameiro, V.T.C. eds)),
EMBRAPA Servico de Produgéo de Informagdes —SPL. 1998, 106pp], e via tubo polinico. O
método de transformacdo via tubo polinico foi divulgado pela primeira vez por Zhou et al.
(Zhou, G., Wang, J., Zeng, Y., Huang, J., Qian, S., and Liu, G. Introduction of exogenous
DNA into cotton embryos. Meth. in Enzymol. 101:433-448, 1983) e consiste na aplicagdo de
uma solucdo de DNA na parte superior da magd jovem do algodoeiro apds a polinizag@o.
Utilizando esta técnica, 0 DNA exégeno pode alcangar o ovario através da passagem deixada
pelo tubo polinico e integrar as células zigoticas ja fertilizadas, porém néo divididas.

Uma vez que as células foram transformadas, por qualquer uma das tecnicas
mencionadas acima, as células tendo o vetor recombinante e/ou de expressao da presente
invencdo incorporado em seu genoma podem ser selecionadas por meio de um marcador,
como o marcador de resisténcia a higromicina ou a canamicina. As células de plantas
transformadas podem entdo ser cultivadas para regenerar uma planta inteira que possua o
genotipo transformado e, finalmente, o fenotipo desejado. Tais técnicas de regeneragdo
contam com a manipulagio de certos fitohorménios em meio de crescimento de cultura de
tecidos, tipicamente contendo um marcador biocida e/ou herbicida, que deve ser introduzido
junto com a seqiiéncia de nucleotideos desejada. Regeneragdo de plantas a partir de cultura
de protoplastos é descrita em Evans et al. (Evans et al, Protoplasts Isolation and Culture,
Handbook of Plant Cell Culture, pp. 124-176, MacMillilan Publishing Company, New York,
1983; e Binding, Regeneration of Plants, Plant Protoplasts, pp. 21-73, CRC Press, Boca
Raton, 1985, como mencionado no pedido de patente US20020152501). A regeneragdo pode
ser também obtida através de calos de planta, explantes, 6rgéos, ou parte da mesma. Tais
técnicas de regeneragdo sdo bem descritas no estado da técnica, tais como em Leelavathi et
al. [Leelavathi et al. 2004. A simple and rapid Agrobacterium-mediated transformation

protocol for cotton (G. hirsutum L.): Embryogenic calli as a source to generate large numbers
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of transgenic plants, Plant Cell Rep 22:465-470]. A transformagido de café é realizada
eficientemente através da técnica de bombardeamento de microparticulas, como descrito em
Ribas et al. (Ribas, A.F., Kobayashi, A.K., Pereira, L..F.P, Vieira, L.G.E. 2005. Genetic
transformation of Coffee canephora by particle bombardment. Biol. Plantarum 49: 493-497).

A produgdio de RNA em células pode ser controlada por escolha da seqiiéncia do
promotor, por selegdo do nimero de copias funcionais ou através do sitio de integragdo de
polinucleotideos incorporados no genoma hospedeiro, Um organismo pode ser transformado
utilizando um vetor recombinante e/ou de expressdo da presente invengao contendo mais de
uma matriz de leitura aberta de codificagéo para um polipeptideo de interesse.

O polinucleotideo isolado da préseﬁte invencdo também tem utilidade no
mapeamento do genoma, em mapeamento fisico e em clonagem posicional de genes. A
seqiiéncia identificada como SEQ ID NOI e suas variantes podem ser usadas para projetar
sondas e iniciadores de oligonucleotideos. As sondas de oligonucleotideos projetadas:usando
o polinucleotideo da presente inven¢ao podem ser usadas para detectar a presenca do
promotor do gene que codifica a proteina isoflavona redutase em qualquer organismo tendo
seqiiéncias de DNA suficientemente similares em suas células usando técnicas bem
conhecidas no estado da técnica, como as técnicas de hibridizagdo de DNA e dot blot
(Sambrook, J., Fritsch, E.F., Maniatis, T. Molecular cloning, a laboratory manual. 2™ edition,
New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989; Anderson, M.L.M. Nucleic Acid
Hybridization. Springer, Bios Scientific Publishers, New York, 1999, 240 p).

Os iniciadores de oligonucleotideos projetados usando o polinucleotideo da
presente invencdo podem ser usados para amplificagdes de PCR. O polinucleotideo da
presente invenc¢do também pode ser usado para etiquetar ou identificar um organismo ou
material reprodutivo do mesmo. Esta etiqueta pode ser obtida, por exemplo, por introdugdo
estavel de um identificador de polinucleotideo heterdlogo, ndo funcional, ndo disruptivo, em

um organismo, sob o controle do polinucleotideo da presente invengao.

EXEMPLOS
A presente invengdo ¢ ainda definida nos seguintes exemplos. Deve ser entendido que
esses Exemplos, enquanto indicam parte da invencdo, sio colocados como forma de
ilustragdo somente, ndo tendo, portanto, qualquer cunho limitante do escopo das presentes

invengoes.
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Técnicas usuais de biologia molecular tais como, transformacdo de bactérias e
eletroforese de acidos nucléicos em gel de agarose, sdo referidos através de termos comuns
para descrevé-los. Detalhes da pratica dessas técnicas, bem conhecidos no estado da técnica,
sdo descritos em Sambrook, et al. (Molecular Cloning, A Laboratory Manual, ond ed., Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1989). Virias solugdes utilizadas nas manipulacdes
experimentais sdo referidas por seus nomes comuns tais como “agarose”, “TBE”,
“miniprep”, etc. As composi¢des dessas solugbes podem ser encontradas na referéncia

Sambrook, et al. (supracitada).

Exemplo 1

Comparacgao da seqiiéncia do promotor da presente invencio com as seqiiéncias de

promotores descritos no estado da técnica

O promotor da presente inven¢do foi comparado com seqiiéncias de promotores
descritas em documentos de patentes, tais como: W02007044992 (promotores de café
especificos para expressdo de genes em sementes); WO2007005980 (promotor do gene que
codifica uma dehidrina de café); W020077044751 (promotores que codificam genes
envolvidos na via biosintética de 4cidos clorogénicos em plantas de café); US6610840
(promotor de batata especifico para mesofilo); US6800794 (promotor de alfafa induzivel por
estresse biotico); US7153953 (promotor de café com expressdo especifica em folha). As
sequéncias foram analisadas através de um alinhamento gerado pelo aplicativo Clustal X
1.83 empregando os parametros “default”. O resultado do alinhamento foi analisado no
programa Genedoc, para célculo da % de identidade entre as seqiiéncias. A Tabela 1 e o
alinhamento abaixo apresentam os resultados obtidos € mostram que o promotor da presente

invengdo € significativamente diferente dos promotores descritos no estado da técnica.
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Tabela 1. Porcentagem de identidade entre os promotores descritos no estado da tecnica e o
promotor da presente invengdo.

DOCUMENTOS DE PATENTE IDENTIDADE
US6800794 42%
US6610840 36%
US7153953 38%
W020W0200700598 31%
Ca IsoR Ag;ATGAEgﬂATTGTTAAAAGG AR A%%GATT@bATR—— -ATCQTGA@pGTT%AT
US6800794 GﬁCAAAA@aaGAAG---AATATT@ﬁGA -AT AATTT@A1§——C0GATG&TTT(TAAAGCT
US6610840- AGTGAGAACTCAACTGTTGAZIACCATY ﬁATCCéTCﬁATC@TGTCGATAACTTT@AT
" US7153953- ‘ TTCTTEWCTCCTTTAATGTT?EAA--@zAGCT¢ TAJ ----- GGTﬂAGG%TGTG—G-
W020070059 GAAGAGGGS@TTCTTCTGGGCAAAAWCGAGAAAGGA@TAAGTTCMGTCT%GAGQTACAAAG
* * 120 * 140 * 160
Ca IsoR CCAARGGTTCATAGCNL c- TTCAGTTGAT% CTT@KTTLPE CCAHTGG- GCAMCCg -GTCC
US6800794 GTAGQTQQTTAC GTRT, TAA- AAAAATFCAA TTATAZ L ABTGGTGTGTCT WTC: \G7GTTT
US6610840- : AAGGATATTTCAGGCATCAGACATGRCAC- CTCTATAGAACRTGGECTH - - TEAAAAATAR HAGGTTT
US7153953- GAAGﬂT>%ATGG -ATAGHE CGG- AGGAACHATT T TT T T TRNBIGAGACARTAACART TGHATAR - - - -CC
W020070059 GTGAGCVACAGTCACG SPTTTTAT GGGAATGGATGGA“ GAECCC CACGEAGTGAACAACENATATTHTGCA
* 180 * 200 * 220 * 240
| ' S
Ca IsoR AGC@ - ARETTCTGACCT ACAAGRT,
US6800794 - CFR :
US6610840- 7
US7153953- : TATHRTAZCCTAAACTAXAGAGANIAGGG- - - -AGHCTAAAGARACTCGE TACACAG@CC“T-
W020070059 TCATTTAARTTATT
280 300 320
Ca IsoR  : G--------ACCHTACC.TAGAAGAWATIATCT - - - -~ TACTAG- - - -3 xﬁ GAC- C@TAAT CTAATT CTA
US6800794 : AGTA---GAATGEGTTANTATTTTTIATMWTHTT- - - - - TGTAAGGAGT! -5 AT-GETGCT AAT
US6610840- : CACA---CGGAAGACT TTGTGTTCGTCCGTCTCH -G CACACQTTG TC T
US7153953- : ----------ACHAAATHAAAGACANTINTAGA - -~~~ CACCACTTTTH @ CACTGCAGGHGAAATT GAG
WO20070059 : TACATCCCGCATITCTCCTCTTGATHCIMGETGATTTCTGCAGATTCC CHG GTEC@NTCAGAT GGGCIACG GCca
* 340 * 360 * 380 * 400
A oncl-Me - aflabing A .
Ca IsoR AccTTAdRGRATATTATCT RACH - MG AT TGAC TTACATGACCTTACAAGATATTGT@AG“A€CA
US6800794 TTTTTGT: GG’TJATGTAT i gaTGGAAACAcd% CTGTCAAAGAGTACACGGTARAGGE GTGGTAT
US6610840- ACTTCTgaAGGTﬂ%GCAAT RATGTCGC - - TCTCCT@ATATTTATCCGAACAATAAAAAATEAT AT
US7153953- : CCCCTACRTARCH------ el CCJiCCTTGACAATCEABGAGCCAAGCTCCGTGGTTTGTTGGAGG!
WO20070059 TGCAGGGHGCﬂGGCAATCAGCL CHACCCTGTCAAGGARGETGGCATTGTCTCGTGCAAATGTAGETT,
* 420 * 440 * 460 * . 480
Ca IsoR AG%ATCGRAAGTTG»ATGTcﬁgll11111&111111CL111CAApTATT@GATG§cg erelcaaTTacedy- -Tac- TT?
US6800794 AC AAAGQGTGCQTCGCTCTmTTCTTCAGGTCATTTGGTTTGCTﬂCAGTgTAGG“Af TCGGAGGARR! TAA-CAg
US6610840- : TTGCATATGCATET/.GATCACACACCCCCCCCCCCCCCGCCCCTAGATTCCCTCGATUTACATTAAATATIATCAT - CTA
US7153953- TTﬁTGAAﬂATAAJG#AGGCA?CGGCCATCA CACCAGAGTCTATGTCCGQCCAGwA? GTACTGAAGAZCIATGATGTAL,
WO020070059 GhAGATmCACTﬂCﬁAAGGGhAGACCATACAGATGGGGAAATGARTTCA@TATAﬁTw GEAAAAAGGRANGATGA-TA
D
* 500 j_ 520 540
Ca IsoR CCATTINITTTTHITAA ¢$GGGLGCN g ——————— CTCGACCATAL
US6800794 ACTGTIATAAC CAAAWAMTGCTCGGTTAMvCAGGTGG@A ‘RTT ETTTCTTGCTTTTGE
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US6800794
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US7153953-
WO20070059
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CAAGAHTch CTTCATTATGTGTELTTACAT- - - - TTTCTEAACCACCCCCACCE- CGGTGAA”QACA
CAAA T CTTAAGQAAACG%TAAéggﬂACTSCAﬁAC -WGTCTEAGCAAGGGAATGG G CGCAGHAGGA
GGGTC GG CATCATGRAACTAGHTCTSTTHCAT éCGATéGCTGTTTACTGTTTA@QTTCATERAAT
* 580 * 600 * 620 * 640
TGACCATAGGTTGCTTACHA- - GGF% ng@Af CACCTACCQF%ACAGTTATTAT%%%GA————TAGCAAN
AAAGTTT@%TTCTCTTCCﬁTTCAA“ ‘GQ%QGgG ----- GCGGCTT G@CCGTTTACCATNCQGG~---ACATAGGC
TTGCTCTECCACTGGCTCAATGTAREGACECARA - - - - - AACTTCA;ACTGGGCAGGTGAF IATGCTCTAGGAGCEY
AAAGACCE CGACATTTCTG- - -- - - CAgTsyAﬁc ----- - - ~CTGCHGFATGATTCTGGGCHCGA - - - -AAACGAAR
TAGTTTG@'TATATGCGTWGCGTTFLAQCQS CATTTC TCGATHﬂ”CTATGGGCCGAA ACGCGTTGGAGACNH
* 660 * 680 * 700 * 720
1 o R r i EeRnI
TTGHAC GEAACTCTHG- GGAAGTGATCG- uq---TCA’WCTGAACCAACTTMTGTTGACAL i
AAdbGTT HTTTClC -GRTTTTCCATTACAAGT, - - -TGTHAATACTGTTTTGECTTTGGTGE cCTy
TGTATTANCHATGCAANGCACAAACAAGGAAGAGA; “AGCCAG1AGTAATTGATGCWATCAAAA T

; BV i
CAA@G &T&ATTT TAT) TTTTTTGTGTTTTGGGT@gGEAAAAAAGATATATCGACTGGACCCAAAAL CCAACC
CATTGG GCECCTCHC CCCATCTCTRTCTATQGACGGATCGGGETCATGATGTTGAWCCTTTCAA T:TGACTM

*

FETCE TTTTA*CCTCTﬂAAAAAAAAATCAGGA YAAG
TTRGATCA ACATGTHCCTCAGCTTAATTAARATG
v CG? ---------- AAAACAGATGAGATAAGATGA
AGATGGGATTTGTGHT, CGTGTTGTWAACTTGTTACTGACCG&C@CAGAAGAC\GCGGA%TCTGACTTCACCACGTGTC

* 820 * 840 * 860 * 880
] — — s
AAAGGﬂNACGGCAGCGQCAGG CTATC—-kﬂ TWCAAT - - - -ATj TT%%FCJCTATH4ATTM X

AAAAAé@TAﬁﬂGGTCGGAAG TTACCTGRE TAAATTGR ﬂ@mTA?ﬂ

GAGGAﬂQCCg;AGATTQTGTT TAAAATCAT QRQCAA ACTCCTA%C
TTGAAmATcﬂATCGccﬂccT CAGTGCGAG AA;ACCTTG”G
TCTTTEGTG) TINTTAAAAGA

* 940

—
TC?%CAAMLTAC-——W‘ u,
ATQ@TATGTAxGTgTTikTT

0o
CAGCC-[FATG
A,

TTTEC-E m : _
CAAmT CAq -hacTCCACGRAATS TGHCGTGGGT-A*GAAdhCCCmTGCCF GC
CCTgCAmGwG TGGTGAAC&ALhTAQ@CCA%%GGCGGACG?@GGi CTAhGATcNGGA
TCGAT-EGGT. GATTGGATGGRAAGGGATATCEGATAT - BTRGCAFACCC- Tch&AAA

* 980 * 1000 * 1020 * i 1049

- e - 0 .
CAGJl TTKACCATCCTAGAGTTGGAAATGGCTGT3A§ @Gcﬂd G@TT@TGATCQTTGGCG@C CCGGATACHTTG-

éﬁi AWCAAAAGAGMAAAEHQ%U@?TTAATAGTVGAT G
;ATAGAAACAAAACATGTAATAAAGAGAAC B o THETCGAAR AGAAC&@A%GTTAGCATMAGG Ag
TGAR .111GCCCGTTAGATACAGGAACCATGS GGG TAG TG CATTATATATAGAR AGGGTTCTGTAGAGS

TTCA AGAC‘CGTGCCgTGATGTCTTATbeTGGCAATACMCTT CA

i

S8
H
>
Q
3
-0
TD
»
[9]
Q
5
ﬁ%'

AQTAATTTTGw
GhGAATCACAg TCTTAG
ARAGGCCATATGAT- - - - - -
GCTTCCTCTGCT%ATACGT

NN
e
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Exemplo 2 - Isolamento da sequéncia de DNA promotora do gene da proteina
isoflavona redutase

Para identificacdo da regido promotora da presente invenc¢do foram
selecionadas seqiiéncias expressas ou ESTs que apresentassem padrdo de expressdo
em folhas. Estes ESTs foram selecionados in silico no banco de dados do Genoma
Café (http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe/). Para tal foram utilizadas as ferramentas de
northern eletronico disponiveis no site. A identificagdo dos ESTs expressos
exclusivamente em folhas foi feita comparando-se os contigs presentes nas bibliotecas
de folha com os contigs presentes nas demais bibliotecas. Os contigs formados por
sequéncias provenientes unicamente de bibliotecas de folha foram considerados
tecido-especificos. Tais contigs foram entdo analisados quanto a presen¢a dos mesmos
em bibliotecas oriundas de tecidos foliares submetidos a determinados estresses
(folhas infectadas com bicho-mineiro e ferrugem; folhas de plantas com estresse
hidrico). Todos os ESTs selecionados e tidos como tecido-especificos foram
submetidos a analises de Blast no banco do NCBI (http:www.ncbi.nlm.nih.gov.br)
visando confirmagdo da identidade dos mesmos. No caso do EST (CA00-XX-LV5-
084-A10-EZ.F) usado na clonagem do polinucleotideo da presente invengao, analises
de tblastx no NCBI indicaram que a sua seqiiéncia deduzida de aminoacidos apresenta
89% de identidade a uma isoflavona redutase (Isoflavone Reductase Related Protein)
de Nicotiana sylvestris.

Apos a fase de selecdo in silico, a especificidade a um dado tecido foi
confirmada por meio da técnica de Transcrigdo Reversa (RT)-PCR utilizando-se
oligdnucleotideos especificos € RNA total extraido de diferentes érgaos/tecidos de
café. Para tal, pares de oligonucleotideos especificos para cada EST identificado no
banco foram sintetizados e utilizados nas reagdes de amplificagdo. Nesse caso, a
seqiiéncia de nucleotideos do EST (no caso CA00-XX-LV5-084-A10-EZ.F) mais
representativo do contig selecionado foi utilizada para desenho dos oligos.

No caso do EST usado na clonagem do polinucleotideo da presente invengio,
os oligos desenhados para a validagio via PCR  foram: 5’
TGAGCCTGCCTCAAGCTTAT 3’ (foward) e 5 GACAGACTGTTGGCAGGTGA
3’ (reverse).

As reagdes foram realizadas como descrito a seguir: 0.5 pl de cDNA, 1X PCR
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Buffer; 1,5 mM MgClI2; 0,2 mM dNTP mix; 1 uM de oligos forward e reverso; e S u
de Taq DNA polimerase. As condi¢des de ciclagem foram: desnaturagéo inicial a 94°C
por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de 94°C por 45 segundos, 52°C por 40 segundos e
polimerizag¢do a 72°C por 1 minuto.

A regido do DNA localizada a montante (5’) do EST validado por RT-PCR
como apresentando expressdo especifica em folha (CA00-XX-LV5-084-A10-EZ.F),
correspondente portanto a regido uregulat()ria do gene em analise, foi amplificada
empregando a técnica de genome walking (Devic et al. Efficient PCR walking on plant
genomic DNA. Plant Physiol Biochem, 35: 1-9, 1997) e DNA genémico extraido de
folhas de café. As regides promotoras putativas foram amplificadas utilizando-se o kit
Universal GenomeWalker (Clontech; Cat. n° KI1807-1), seguindo-se a Ttisca o
protocolo fornecido pelo fabricante como sucintamente esquematizado na Figura 1: A)
Isolamento de DNA genémico de café; digestao deste com enzimas de restri¢ao Dral,
Stul, EcoRV e Pwull; ligagdo dos adaptadores. B) Utilizagdo dos fragmentos de
restri¢do ligados aos adaptadores como molde de amplificagdo via PCR, empregando
os oligonucleotideos AP e GSP. C) Clonagem dos fragmentos amplificados em vetor
pGEM-Teasy e inser¢do em E. coli cepa DHS5a..

Para tal, dois oligonucleotideos gene-especificos reversos (GSP1 5°-
CTCCCAAACTCTTGAAGCTCTCTAGGTTG-3’ e GPS2 5°-
GCACTTGCCTCCACTACGTATTTGCC-3’), dispostos em seqiiéncia, foram
sintetizados com base na seqiiéncia alvo (EST depositado no banco do Genoma Café -
CA00-XX-LV5-084-A10-EZ.F). Esses oligos (GSPs) foram posicionados o mais
préximo da regido 5’ do EST validado € cuja seqiiéncia estava disponivel no banco.

Para a constru¢do das bibliotecas de genome walking, duas aliquotas de DNA
gendmico de café (20 ug/cada) foram digeridas separadamente com as enzimas de
restricdo Dral e Stul, durante 18 horas, sendo a digestdo monitorada periodicamente
em gel de agarose. Apos digestdio do DNA gendmico com as enzimas descritas,
adaptadores foram entdo ligados a por¢ao terminal dos fragmentos originados para a
montagem das bibliotecas, exatamente como recomendado no protocolo descrito no
Universal GenomeWalker Kit User Manual (Clontech; Protocol PT3042-1) (etapa A
da Figura 1). Visando a amplificagdo das regides promotoras, aliquotas de DNA das

referidas bibliotecas (1ml) foram submetidas a sessdes de amplificacdo por PCR (de
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acordo com o protocolo descrito no Universal GenomeWalker Kit User Manual)
utilizando-se dos oligos GSP1/GPS2 descritos acima e oligonucleotideos
complementares aos adaptadores fornecidos pelo kit (API1-5’-
GTAATACGACTCACTATAGGGC-3’ e AP2-5’-ACTATAGGGCACGCGTGG-3’)
(etapa B da Figura 1). ‘-

O fragmento tUnico de aproximadamente 1.0 kb amplificado na etapa de
genome walking (como representado na Figura 1) foi retirado do gel de agarose com
auxilio de uma lamina descartavel, e purificado utilizando-se o kit QIAEX I Gel
Extraction (Quiagen) de acordo com as especificagdes fornecidas pelo fabricante. O
DNA foi eluido da coluna utilizando-se dgua ultrapura a 70°C.

O produto de amplificacdo purificado foi em seguida inserido no vetor
pGEM® -T Easy (Promega) especificamente usado para inser¢do de produtos de PCR
que possuam um par de nucleotideos de adenina em suas extremidades (overhang)
(etapa C da Figura 1). Aliquotas de aproximadamente 150 ng de DNA foram dispostas
em microtubo de 1 ml juntamente com 50% de Tampao de Ligagdo 2X, 50 ng de vetor
e 5 ude T4 DNA ligase. A reagdo de—‘ligacﬁo permaneceu por 16 horas a 14°C. Apos
esse periodo, uma aliquota do produto de ligacdo foi inserida em Escherichia coli cepa
DH5a por eletroporagdo como descrito (Sambrook et al. Molecular Cloning, a
laboratory manual. CSHL Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989).

Imediatamente apds o pulso (2.200-volts), as células eletroporadas foram
ressuspendidas em 1 ml de meio Luria-Bertani (LB) liquido (10 g triptona; 5 g extrato
de levedura e 10 g NaCl), transferidas para tudo de microcentrifuga de 1.5 ml e
mantidas sob agitagdo constante de 300 rpm a 37°C durante 1 hora. Em seguida, 300
ul da cultura foram plaqueados em placas de Petri contendo meio LB sélido acrescido
do antibiotico apropriado, no caso ampicilina (100 mg/1) acrescido de IPTG (24 mg/l)
(isopropyl-pB-D-thiogalactopyranoside) e X-gal (20 mg/l). As placas foram mantidas
em estufa a 37°C durante 16 horas. |

Foram selecionados trés clones de cada evento de transformagéo para validagio
quanto a presenca do plasmideo recombinante. Provaveis coldnias recombinantes
(brancas) foram repicadas em 3 ml de meio LB liquido acrescido de ampici]ina (100
mg/1) e incubadas sob agitagdo constante de 300 rpm a 37°C durante 16 horas. Apos o

periodo de incubagdo as amostras foram centrifugadas e sucessivas minipreparagdes
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de DNA plasmidial foram realizadas, utilizando-se o QIAGEN Kit Miniprep
(Quiagen), conforme descrito pelo fabricante.

Os plasmideos foram analisados via padrio de digestdo com EcoRIl e
visualizagdo em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. As digestdes foram
realizadas a 37°C na presenga de tampdo de rea¢do 1X, 30 ng de DNA plasmidial e
agua. Confirmada a presenga do inserto de tamanho esperado (~1.0 kb), o DNA
plasmidial (200 ng) foi submetido a uma reacdo de seqiienciamento empregando o
BigDyeTM Terminator Version 3.1 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems). Foram seqiienciados 3 clones de cada evento utilizando um equipamento
automatico modelo ABI PRISM 377 (Applied Biosystems).

As seqliéncias foram analisadas utilizando-se o programa Chromas 2.30 € um
consenso a partir dos trés clones seqiienciados foi obtido. Um PCR de validagao foi
realizado a fim de confirmar a sobreposicdo das regides amplificadas em relagdo aos
seus respectivos ESTs. Para tal foi utilizado um oligo forward (5°-
CAAGATATTGTA-3’) desenhado com base nas seqiiéncias promotoras putativas
obtidas e os oligos reversos gene-especificos GSP1 e GSP2 descritos anteriormente.

As seqiiéncias obtidas foram submetidas a analises comparativas com
seqiiéncias depositadas no banco de dados do NCBI e Genoma Café usando a
ferramenta Blastn. Essas andlises revelaram a auséncia de qualquer identidade ou
similaridade significativa com as seqliéncias depositadas nesses bancos, indicando que
a seqliéncia correspondente ao promotor CalsoR identificada na presente patente
(SEQ ID NO1) era até entdo desconhecida. Ao mesmo tempo foram realizadas buscas
por motivos regulatérios normalmente presentes em regides promotoras de genes de
plantas utilizando o ' ' banco do PLACE database
(http:///www.dna.affrc.go.jp/htdocs/PLACE/) (Higo et al. Plant cis-acting regulatory
DNA elements (PLACE) database:1999. Nucleic Acids Research, 27: 297-300, 1999).
Os elementos regulatorios encontrados ao longo da seqiiéncia de nucleotideos da
regido promotora da presente invengdo (TGTCA, W Box, TATA Box, GATA, GARE,
MYC, ACE, MRE) estao listados na Figura 2.

Exemplo 3 - Clonagem da seqiiéncia promotora do gene que codifica uma

isoflavona redutase de café em vetor de expressio em plantas
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O fragmento amplificado (~1.0 kb) contendo o promotor isolado pela técnica
de genome walking, como descrito anteriormente, foi inserido no vetor pRT103-Gus
(Figura 3) (pRT103 modificado; Topfer et al. A set of plant expression vectors for
transcriptional and translational fusions. Nucleic Acids Res., 15:5890, 1987) visando
ensaios expressdo transiente em café. Para tal, oligonucleotideos especificos (5°-
CCCAAGCTTCACAAACAATTATG-3’ e 5’- GATCCCATGGCCAACTCTAGG-
3°) foram desenhados e usados na amplificagio completa da sequiéncia regulatoria em
estudo (CalsoR).

Sitios de reconhecimento para as enzimas de restri¢io HindlIl na regido 5’ e
Neol na regido 3’ (sublinhados acima) foram adicionados aos referidos oligos para
viabilizar a inser¢do do produto amplificado no vetor pRT103-Gus igualmente
digerido (reacdo de digestdo: 1 ug de DNA; tampdo de enzima diluido para 1X, 1 ude
enzima de restricdo e dgua deionizada para um volume final de reagdo de 20 pl — a
reacdo foi incubada a 37°C por 1h). Nesse caso, uma digestdo parcial do referido vetor
com a enzima Hindlll teve que ser realizada uma vez que o mesmo apresenta dois
sitios de restri¢do para tal enzima em sua seqiiéncia de bases. As digestdes foram
planejadas de maneira a permitir que o promotor 35S presénte no vetor pRT103-Gus
fosse substituido pelé sequéncia promotora da presente invengdo, sendo a mesma
inserida em fusdo transcricional com o gene repéorter uid4 (GUS).

As ligagdes foram realizadas na proporgdo de 3:1 (inserto : vetor) durante 18
horas a 16°C, sendo os produtos de ligagdo posteriormente utilizados para
transformagdo de E. .coli eletrocompetente, cepa DHS5a. As transformagdes foram
realizadas em eletroporador (BioRad) como descrito no exemplo 2.

Cinco clones recombinantes foram entio repicados e colocados para crescer em
meio LB liquido seletivo a 37°C durante 16 horas sob agitacdo constante (200 rpm).
Miniprepara¢des de DNA plasmidial dos clones obtidos e ensaios de digestdo com
enzimas de restrigio foram realizados para confirmar a correta inser¢do do fragmento
promotor no vetor. A seguinte construcdo foi entdo obtida: gene quimérico contendo o
promotor CalsoR da presente invencdo fusionado transcricionalmente ao gene uidA
(Figura 4).

O gene quimérico descrito acima foi também transferido para o vetor

pCAMBIA-1381 (Cambia) (Figura 5) visando os ensaios de transformacgao estavel em
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tabaco. Para tal, o conjunto promotor/gene repérter foi liberado do vetor pRT103 por
digestdo com as enzimas Hindlll e Necol (vide reagio de digestdo descrita
anteriormente) ¢ inserido no vetor de expressio de plantas pCAMBIA-1381
igualmente digerido. _

As ligagbes foram realizadas na proporcio de 3:1 (inserto:vetor) durante 18
horas a 16°C, sendo os produtos de ligagﬁo posteriormente utilizados para
transformacdo de E. coli eletrocompetente, cepa DHSa (vide exemplo 2). As bactérias
foram entdo plaqueadas em meio LB seletivo contendo antibidtico apropriado
(canamicina 100 pg/ml) e incubadas em estufa a 37°C durante 18 horas.

Trés clones foram repicados em meio LB liquido seletivo e colocados para
crescer a 37°C durante 16 horas sob agitagdo constante (200 rpm). Apéé a obtengédo do
DNA plasmidial através de miniprep empregando o QIAGEN Kit Miniprep (Quiagen),
estes foram seqiienciados em seqiienciador automatico como descrito anteriormente,

visando confirmar a correta insergdo do promotor no vetor.

Exemplo 4 - Expressdo transiente em folha de Coffea arabica via biobalistica

Para os ensaios de biobalistica foi utilizado o gene quimérico obtido no
exemplo 3 e como controle positivo o vetor pRT103-Gus fechado, isto ¢, contendo o
gene reporter uidA sob controle do promotor 35S. Os tratamentos usados no ensaio

foram:

Gene quimérico 1 — Promotor 35S + gene reporter GUS (Controle

positivo; Figura 3)

Gene quimérico 2 - Promotor CalsoR da presente invengdo + gene

repértér GUS (Figura 4)

As versdes dos genes quiméricos acima descritas foram bombardeadas tanto na
regido hipocotiledonar como na hepicotiledonar de plantulas de C. arabica adotando
os procedimentos descritos no protocolo do )Manual de Transformagdo Genética de
Plantas, produzido pela Embrapa Milho e Sorgo - Sete Lagoas, com algumas
modificagdes. Nesse caso, foram realizados 8 disparos por planta, sendo quatro na

regido hipocotiledonar (pressdo de 1100 psi), dois disparos de cada lado da plantula e
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quatro na regido hepicotiledonar (pressdo de 600 psi), sendo repetida as inversdes.

Apods os ensaios de biobalistica, o material vegetal foi mantido em papel de
germinagdo umedecido com dgua Milli-Q em ciamara de crescimento a 30°C durante
48 horas, tempo ap6s o qual foi iniciado o ensaio enzimatico de revelacdo da atividade
GUS.

Para tal, o material bombardeado foi submerso em solucdo de 50 mM de
fosfato de sodio pH 7.5, 10 mM Na,EDTA, 0.1% Sarcosil, 0.1% Triton X-100, S mM
Ferrocianato de potassio, 5 mM Ferrocianeto de potassio, 10 mM B-mercaptoetanol e
1 mM do substrato X-Gluc. As amostras foram mantidas no escuro a temperatura de
30°C durante 16 horas. Apos esse periodo o material foi lavado com etanol 70%,
visando o bloqueio da atividade GUS e a completa retirada da clorofila, € entdo fixado
em glicerol 50%.

O anexo 1 mostra a expressdo transiente do gene reporter GUS em folha de
Coffea arabica transformada via biobalistica com o gene quimérico contendo o
promotor CalsoR. A detecgdo da atividade do gene reporter GUS (pontos azuis) em
folhas transformadas via biobalistica revela que a regido isolada via genome walking
apresenta atividade transcricional especifica e restrita a esse 6rgdo. A confirmagdo da
transformagdo pontual das células epidermais por anélise de microscopia Optica
também pode ser vista no anexo 1 (A, B, C, D e E). Anélises mais detalhadas revelam
também a presenga de um grande numero de estdmatos transformados nessas folhas
(B, C). Nesse ensaio foram utilizadas particulas de ouro BioRad 1.0 micron sob

pressdo de disparo de 1100 psi (F).

Exemplo 5 - Obtencdo de plantas transgénicas de tabaco contendo 0 promotor

Ca IsoR

Clones de Agrobacterium tumefaciens cepa LBA4404 transformadas com o
gene quimérico contendo o promotor CalseR foram incubadas em 5 ml de meio YEP
liquido seletivo (10 g Triptona; 10 g Extrato de Levedura; 10 g NaCl contendo 100
ng/ml de canamicina e 100 pg de rifampicina) com agitacdo entre 100-150 rpm a
28°C, até atingirem uma absorbancia (600 nm) entre 0.5 ¢ 1. Posteriormente, 1 ml

desse inoculo foi transferido para um tubo de centrifuga de 50 ml, ao qual foi
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adicionado 4 ml de meio YEP liquido. Tais.amostras foram mantidas temperatura
ambiente até a utilizacio. '

Plantas de tabaco (Nicotiana tabacum SR1) cultivadas in vitro foram utilizadas
no processo de transformagao. Discos foliares de 1 ecm?® foram retirados com auxilio
de um vazador de ferro previamente esterilizado, e mantidos em placa de Pétri até o
processo de transformagdo. Para a transtormagdo foram utilizadas cinco placas de
Petri com dez discos foliares cada. Os discos foram imersos por 15 minutos no meio
YEP contendo as agrobactérias sendo posteriormente secos em papel de filtro estéril e
entio transferidos para placas contendo meio MS sélido (Murashige, T. e Skoog, F. A
revised mediuim for rapid growth and bio-assays with tobacco tissue cultures. Physiol.
Plant., 15: 473-497, 1962). Essas placas forma mantidas no escuro durante 48 horas
em sala de crescimento a 28°C. ApOs esse periodo, os discos foram transferidos para
placas de Petri contendo meio MS sélido adicionado de 100 pg/ml de higromicina,
500 pg/ml de cefotaxima, 1 pug/ml de o-benzilaminopurina (BAP) ¢ 100 pg/ml acido
naftalenoacético (ANA). As placas foram mantidas por aproximadamente 30 dias em
sala de crescimento sob fotoperiodo de 16 horas de luz até o surgimento de calos.
Como controle positivo foram utilizados discos foliares ndo transformados mantidos
no meio seletivo acima citado. Posteriormente as pequenas plantulas formadas a partir
desses calos foram individualizadas em potes de vidro contendo meio de enraizamento
(meio MS descrito acima, porém desprovido do horménio 6-benzilaminopurina) para
inducao da formacéo de raizes.

Foram regeneradas 17 plantas transformadas com gene quimérico contendo o
promotor especifico de folha fusionado ao gene reporter GUS. A fim de confirmar a
insercdo do gene quimérico, DNA gendmico dessas plantas foi extraido a partir de
tecide foliar utilizando protocolo previamente descrito (Konieczny, A. e Ausubel,
FM. A procedure for mapping Arabidopsis mutations using co-dominant ecotype-
specific PCR-based markers. Plant J.. 4:403-410, 1993).

A inser¢do do gene quimérico nas plantas regeneradas foi confirmada em
reagoes de PCR empregando 2 yl de DNA gendmico em tampdo de reagdo 1X,
adicionado de 1,5 mM MgC12, 0.2 mM de cada dNTP, 1uM de cada oligonucleotideo
[um especifico do promotor (5’-CAAGATATTGTA-3") e outro complementar ao
gene GUS (5’-GTCTGCCAGTTCAGTTCGTTGTTC-B’], ¢ 5 u de Tag DNA
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polimerase (Invitrogen). As plantas tidas como positivas na reagdo de PCR, que
apresentavam, portanto, o fragmento de tamanho esperado (~1.0 kb) correspondente
ao promotor da presente invengdo mais gene GUS, foram submetidas a ensaio
histoquimico de GUS como descrito no exemplo 4.

Para a realizagdo dos ensaios de expressdo do gene reporter em resposta ao
estresse abidtico (lesdo mecanica), foram escolhidas aleatoriamente cinco plantas da
geracdo F1 de cinco diferentes eventos de transformagdo, todas positivas nas analises
de PCR e nos ensaios histoquimicos de GUS (sendo amostrado portanto um total de
vinte e cinco plantas). Para tal, plantulas de aproximadamente 45 d.a.g (dias apos
germinagado) tiveram parte de suas folhas lesionadas, com auxilio de uma pinga estéril
¢ 4 horas apds tratamento, as mesmas foram submetidas a ensaio histoquimico de
GUS como descrito no exemplo anterior.

O anexo 2 revela a atividade da B-glucuronidase em folhas de tabacos
transgénicos transformados com o gene quimérico contendo o promotor :CalsoR
submetidas ao dano mecéanico. O painel A mostra a planta selvagem lesionada, onde
ndo hé deteccdo da atividade do gene reporter. Os painéis B, C, D, E e F representam o
padrdo de expressdo de GUS observado em todas as plantas transgénicas submetidas
ao estresse por dano mecanico. Nesse caso é possivel constatar que a lesdo mecanica é
capaz de ativar uma resposta de expressdo temporal e localizada do gene reporter,
confirmando que o promotor da presente invengdo, além de apresentar expressio

especifica em folha, é também induzido por estresse abidtico.
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS

1) INFORMACOES GERAIS:

l.a) Requerente: Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - Embrapa

Lb) Enderego: Parque Estagdo Bioldgica — Av. W3 Norte - final CEP 70770-901.
Brasilia/DF - Brasil

I) Titulo da Invencio: COMPOSICOES E METODOS PARA DIRECIONAR A
EXPRESSAO DE GENES USANDO O PROMOTOR DO GENE DA FAMILIA DAS
ISOFLAVONAS DE PLANTAS DE CAFE

I) Numero de Seqiiéncias: 01 (uma).

IV) Formato para leitura em computador:

IV.a) Meio utilizado: disquete de 3,5 polegadas.

IV.b) Computador utilizado: compativel com IBM PC,

IV.c) Sistema operacional: PC-DOS/MS-DOS (FastSEQ for Windows Version 4.0 -

software usado para criar Lista de Sequéncias).

2) INFORMACOES GERAIS DAS SEQUENCIAS:
I) Namero identificador da seqliéncia: SEQ ID No: |
IT) Caracteristicas da seqliéncia:

Il.a) tamanho: 946 pares de base
ILb) tipo: acido nucleico
ll.c) Conformagio: filamento unico

[I.d) Topologia: linear
IIT) Caracteristica da molécula sequienciada

IIl.a) Nome: isoflavona redutase.

II.b) Produto do gene: promotor derivado do gene da familia da isoflavona redutase de
plantas de café (Coffeq arabica).

IV) Outras informagdes relevantes:

IV.a) Familia: isoflavona

IV b) Organismo: Coffea arabica
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V) Seqiiéncia:

AAAAANAAATT
TTTGATATTA
TCAGTTGATT
TAATTTCTGA
ATCTTACTAG
ATAATTTCTG
CAAGATAATT
GAATCGAAAG
ATGACATGTG
TTTGGGCGCT
GTTGCTTACA
ATAGCAAAAT
CAACTGAACC
GAAGATTAAT
CAAAAGGAAA
ATAAATTAAT
GCATCTCTTC
GTTTACCATC
TTGGCGGCAC

CACAAACAAT
TCATGATCGT
TCTTTTTTGT
CCTTACAAGA
ATAATTTCTG
ACCTTAATTC
TCTGACCTTA
TTGAATGTGA
CAATTGCGCA
CAGTTTGATC
AGGTTTCTAT
TTGAACATGT
AACTTATGTT
CCTTGGAGCA
CGGCAGCGAC
CTTGCACGGA
AACTCATCAA
CTAGAGTTGG
CGGATACATT

2/2

TATGAGAAAT
TGATCCAAAG
TTTCCATTGG
TAATACTAAT
ACCTTACCTT
TAATTTCTAA
CATGACCTTA
CTTTTTTTGT
TGCTTGCCAT
TCGACCATAC
AGATCACCTA
AACTCTTGGT
GACATTTGCC
TTTTAGAAAT
AGGGCTATCA
GCTGCAGCCT
ATTACAGATT
AAATGGCTGT
GGCAAATACG

TGTTAAAAGG
GTTCATAGCA
GCAACCATGT
TTCTGACCTT
AGAAGATATT
CCTTACAAGA
CAAGATATTG
TTTTTCCTTT
TATTTTTTTT
ATATCTAGGA
CCAATACAGT
AAGGAAGTGA
GATAAGAATC
TTTAGAGGCC
TTTTCAATAT
ATGGTCACTA
GTATCCAATT
GAAAAGCAAG
TAGTGGAGGC

AGTAAATTGA
TTTGGTAACT
CATGTCCAGC
ACAATATATT
ATCTTACTAG
TATTATCTTA
TGAGAACCAA
CAAATATTTG
AAGAAAANNG
TTGACCATAC
TATTATATTG
TCGTCTTTAT
CATAGAGTAC
AATAGAGCAT
TTTTTCCTCT
AGCACATTCT
TGCAACAGTA
ATTTTGATCA
AAGTGC

50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900
946
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REIVINDICACOES

1. Um polinucleotideo com atividade tecido-especifica caracterizado por
compreender uma seqiiéncia selecionada dentre o grupo consistindo de:

a) seqiiéncias que possuam pelo menos 40% ou 45% de identidade de
seqiiéncia, preferencialmente cerca de pelo menos 50% ou 55% de
identidade de seqliéncia, mais preferencialmente cerca de pelo menos
60% ou 65% de identidade de seqiiéncia, mais preferencialmente cerca
de pelo menos 70% ou 75% de identidade de seqiiéncia, mais
preferencialmente ainda cerca de pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de seqiiéncia quando
comparada com a SEQ ID NOI;

b) complementos da seQiiéncia descrita em SEQ ID NO1;

¢) complementos reversos da seqiiéncia descrita em SEQ ID NO1;

d) seqiiéncias reversas da seqiiéncia descrita em SEQ ID NOI.

2. Um polinucleotideo de acordo com a reivindica¢@o 1 caracterizado pelo fato da
atividade tecido-especifica ser na folha.
3. Um gene quimérico caracterizado por compreender:

a) um polinucleotideo cuja seqiiéncia possua pelo menos 40% ou 45% de
identidade de seqiiéncia, preferencialmente cerca de pelo menos 50% ou
55% de identidade de seqiiéncia, mais preferencialmente cerca de pelo
menos 60% ou 65% de identidade de seqiiéncia, mais preferencialmente
cerca de pelo menos 70% ou 75% de identidade de seqiiéncia, mais
preferencialmente ainda cerca de pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de seqiiéncia quando
comparada com a SEQ ID NOI, opcionalmente ligado a seqiiéncias
acentuadoras de expressdo ou promotores de interesse; operacionalmente
ligados a

b) uma seqiiéncia de polinucleotideo de interesse.

4. Um gene quimérico de acordo com a reivindicag@o 3 caracterizado pelo fato da
seqiiéncia de polinucleotideo de interesse poder ser uma regido de codificagao

ou uma regido de ndo codificagao.
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Um gene quimérico de acordo com a reivindicagdo 4 caracteriiado pelo fato da

regido de codificacdo ser isolada de um gene endogeno ou heterdlogo.

Um gene quimérico de acordo com a reivindicag@o 3 caracterizado pelo fato da

seqliéncia de polinucleotideo de interesse poder estar na orientagdo sense ou

antisense.

Um gene quimérico de acordo com a reivindicagdo 3 caracterizado pelo fato das

seqiiéncias acentuadoras de expressdo serem selecionadas do grupo consistindo

de SV40, HSV-1, AMV, HPV-16 , entre outros.

Um vetor recombinante caracterizado por conter um gene quimérico de acordo

com a reivindicagdo 3.

Um vetor recombinante caracterizado por compreender:

a) um polinucleotideo cuja seqiiéncia possua pelo menos 40% ou 45% de
identidade de seqliéncia, preferencialmente cerca de pelo menos 50% ou
55% de identidade de seqiiéncia, mais preferencialmente cerca de pelo
menos 60% ou 65% de identidade de seqiiéncia, mais preferencialmente
cerca de pelo menos 70% ou 75% de identidade de seqiiéncia, mais
preferencialmente ainda cerca de pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de seqiiéncia quando
comparada com a SEQ ID NOI, opcionalmente ligado a seqiiéncias
acentuadoras de expressdo ou promotores de interesse; operacionalmente
ligados a
b) uma seqiiéncia de polinucleotideo de interesse; e

¢) uma seqiiéncia de terminacao.

10. Um vetor recombinante de acordo com a reivindicacdo 9 caracterizado pelo fato

da seqiiéncia de polinucleotideo: .de interesse poder ser uma regido de

codifica¢do ou uma regido de ndo codificagdo.

11. Um vetor recombinante de acordo com a reivindicagdo 9 caracterizado pelo fato

da seqiiéncia de polinucleotideo de interesse ser isolada de um gene enddgeno

ou heter6logo.

12. Um vetor recombinante de acordo com a reivindicagdo 9 caracterizado pelo fato

da seqiiéncia de terminacdo ser selecionada do grupo consistindo de sinal de

termina¢do de SV40, sinal de adenilacdo de HSV TK, sinal de terminagdo do
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gene da nopalina sintetase de Agrobacterium tumefasciens (NOS), sinal de
terminagdo do gene da octopina sintetase, sinal de terminagfo do gene 19S e 35S
do CaM, sinal de terminagdo do gene da alcool desidrogenase de milho, sinal
de terminagdo do gene da manopina sintetase, sinal de termina¢do do gene da
beta-faseolina, sinal de terminagdo do gene da ssRUBISCO, sinal de terminagio
do gene da sucrose sintetase, sinal de terminagdo do virus que ataca o Trifolium
subterranean (SCSV), sinal de terminagdo do gene trpC de Aspergillus nidulans
e outros semelhantes.
Um vetor recombinante de acordo com a reivindicagdo 9 caracterizado pelo fato
das seqiiéncias acentuadoras de expressdo serem selecionadas do grupo
consistindo de SV40, HSV-1, AMYV, HPV-16 , entre outros.
Uma célula transformada caracterizada pelo fato de conter um vetor
recombinante de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 8 a 13.
Uma planta, ou uma parte, ou um propagulo ou progénie da mesma
caracterizada por compreender um vetor recombinante de acordo com qualquer
uma das reivindicagdes 8 a 13.
Método para modificar a expressdo de genes em um organismo caracterizado
por incorporar estavelmente no genoma do organismo um vetor recombinante de
acordo com qualquer uma das reivindica¢des 8 a 13 ou um gene quimérico de
acordo com qualquer uma das reivindicagdes 3 a 7.
Método de acordo com reivindicagdo 16 caracterizado pelo fato do organismo
ser uma planta.
Meétodo para produzir uma planta tendo a expressdo de um gene modificada
caracterizada pelo fato de compreender as seguintes etapas:
a) transformar uma célula de planta, tecido, 6rgdo ou embrido um vetor
recombinante de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 8 a 13 ou
um gene quimérico de acordo com qualquer uma das reivindicag¢des 3 a
7
b) selecionar células transformadas, calos de células, embrides ou sementes;
c) regenerar plantas maduras de células transformadas, calos de células,

embrides ou sementes selecionados na etapa (b);
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d) selecionar plantas maduras da etapa (c) tendo a expressdo do gene

modificada quando comparada com uma planta ndo transformada.
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RESUMO

COMPOSICOES E METODOS PARA DIRECIONAR A EXPRESSAO DE GENES
USANDO O PROMOTOR DO GENE DA FAMILIA DAS ISOFLAVONAS DE
PLANTAS DE CAFE

A presente inven¢do compreende a descrigdo de uma nova seqiiéncia regulatoria
provida para direcionar a expressdo de uma seqiiéncia de nucleotideo, tal como genes
estruturais, em folhas de plantas, incluindo monocotiledoneas e dicotiledéneas. Mais
especificamente a invengdo refere-se a seqiiéncias regulatdrias de polinucleotideos isoladas
de plantas de café que sdo capazes de iniciar ¢ acionar a transcri¢do de polinucleotideos, e
ao uso destas seqiiéncias regulatorias no direcionamento de transcrigdo de polinucleotideos
endogenos e/ou heterdlogos para tecidos foliares e produg@o de polipeptideos. A invengdo
descreve ainda construgdes de DNA que contém o promotor do gene da familia das
isotlavonas de plantas de café que esta operacionalmente ligado a um gene heterélogo e/ou
endogeno. Além disso, a invengdo diz respeito ao uso destas construgdes na forma de
vetores de expressdo, vetores recombinantes e em plantas, células vegetais ou protoplastos
transgénicos. A invengdo ainda descreve um método utilizando tais cdnstmgées contendo o
promotor do gene da familia das isoflavonas de plantas de café para produgdo de plantas,

células vegetais ou protoplastos transgénicos.
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