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RESUMO

“SORGO RESISTENTE AOS HERBICIDAS DE SINTASE DE

ACETOLACTATO”

A presente invencdo refere-se a moléculas de
anticorpo dgue possuem especificidade para determinantes
antigénicos de ambas IL-17A e IL-17F. A presente invencédo
também se refere as utilizacdes terapéuticas das moléculas

de anticorpo e aos métodos para as produzir.
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DESCRICAO

“SORGO RESISTENTE AOS HERBICIDAS DE SINTASE DE

ACETOLACTATO”

O presente pedido reivindica prioridade para o
Pedido de Patente Provisdério dos Estados Unidos da América

N°. 60/873,529 submetido a 7 de Dezembro de 2006.

CAMPO DA INVENGAO

A presente invencdo proporciona composicdes e
métodos para produzir cultivares de sorgo que s&o
resistentes a herbicidas. Em particular, a presente
invencdo proporciona plantas de sorgo, tecidos de plantas e
sementes de plantas que contém genes e proteinas alterados
de sintase de acetolactato (ALS) que s&do resistentes a
inibicdo por herbicidas que normalmente inibem a atividade

da proteina ALS.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

O sorgo é o segundo mais importante cereal em
gr&do para racdes animais cultivado nos Estados Unidos da
América. A producdo é critica do ponto de vista econdmico
para as quintas qgue operam nas Areas marginais de
precipitacdo devido a capacidade do sorgo para tolerar a

seca e o calor. Tanto as industrias do gado como as da
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bioenergia utilizam o sorgo como um substrato de energia

tornando-a por isso uma cultura versatil.

Mundialmente, o sorgo € o qgquinto cereal de gréo
mais importante. Como ¢é tolerante & seca e ao calor, &
facilmente o alimento de grdo mais vastamente cultivado nas
regides semidridas de Africa sub-Saheliana e na regido seca
peninsular central da India. Como tal, o sorgo é utilizado
no consumo humano na maior parte das regides mais secas do
mundo tornando-o uma cultura alimentar criticamente impor-

tante nestes locais.

O desenvolvimento da resisténcia a herbicida em
plantas oferece vantagens econdémicas e de producdo
significativas, como tal a utilizacdo de herbicidas para
controlar ervas daninhas nas culturas tornou-se uma pratica
quase universal. Todavia, a aplicacdo desses herbicidas
também pode resultar na morte ou crescimento reduzido das
plantas da cultura desejada, tornando o momento e o método
da aplicacdo de herbicida criticos ou em alguns casos

invidvel.

De particular interesse para os agricultores é a
utilizacdo de herbicidas com maior poténcia, uma eficéacia
num espetro vasto de ervas-daninhas e répida degradacédo do
solo. Plantas, tecidos de plantas e sementes com
resisténcia a estes compostos proporcionam uma solucédo
atrativa permitindo que sejam utilizados herbicidas para

controlar o <crescimento de ervas daninhas, com pequeno
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risco de lesdo da cultura. Uma dessas classes de herbicidas
de largo espetro sdo aquelas que inibem a atividade da
enzima sintase de acetolactato (ALS) numa planta. A sintase
de acetolactato € necessaria para a producdo de aminoécidos
essencials tals como valina, leucina e 1soleucina em
plantas (esta via bioquimica ndo estd presente em humanos
ou outros animais). O sorgo é sensivel a muitos herbicidas
que inibem a ALS gue tém como alvo egspécies de
monocotiledbneas, tornando o uso destes herbicidas para
controlar ervas daninhas de gramineas quase impossivel, na
medida em que também inibem o crescimento da planta da

cultura.

Os herbicidas da sintase de acetolactato
controlam um vasto espetro de infestantes gramineas e de
folha larga a taxas de aplicacdo muito baixas. Existem
atualmente disponiveis mais de 56 herbicidas para ALS
diferentes, fabricados a partir de varias formulacdes de
sulfonilureias (suy, imidazolinonas (TMI), triazol-
opirimidinas (TP) e pirimidiniltiobenzoatos (PTB). Desco-
briu-se gue mutacdes em algumas plantas de cultura, por
exemplo tabaco, milho (Patente US N°., 5,767,361) e soja,
conferem resisténcia ao herbicida de ALS, todavia, até a
data, essa descoberta n&do foi feita no sorgo (para uma
revisdo, ver Tan et al., 2005, Pest. Manag. Sci. 61:246-
257). 0O documento US5853973 revela produtos resistentes a
herbicidas concebidos com base na estrutura, especi-
ficamente variantes da sintase de aceto-hidroxédcido que

apresentam resisténcia a herbicidas de imidazolina.



PE2511373 -5 -

Devido a importdncia do sorgo no panorama
mundial, o que sdo necessarias sdo cultivares de sorgo que
sdo resistentes aos efeitos inibidores dos herbicidas de
ALS, permitindo desse modo um maior rendimento da cultura
quando esses herbicidas sdo utilizados para controlar

gramineas infestantes.

SUMARIO DA INVENCAO

S&do aqui descritas composicdes e métodos para
produzir cultivares de sorgo que sdo resistentes a
herbicidas. Em particular, s&do aqui descritas plantas de
sorgo, tecidos de plantas e sementes de plantas que contém
genes e proteinas alterados de sintase de acetolactato
(ALS) que sé&do resistentes a inibicdo por herbicidas que

normalmente inibem a atividade da proteina ALS.

O sorgo cultivado [sorghum bicolor (L.) Moench] é
sensivel a muitos herbicidas gque inibem a ALS que tém como
alvo espécies de monocotileddbdneas, ou gramineas. Todavia,
como aqui descrito descobriu-se que um gendtipo de sorgo
exibe resisténcia a herbicidas de ALS. A andlise genética
identificou diferencas genéticas no germoplasma do Sorgo

que resultam num fendtipo de resisténcia ao herbicida ALS.

Formas de realizacdo da presente invencdo sé&o
definidas nas reivindicacdes. Em particular, a presente
invencdo refere-se a uma molécula de é&acido nucleico que

compreende uma sequéncia de 4&acido nucleico gque confere
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resisténcia a inibicdo por um ou mais herbicidas da sintase

de acetolactato, em gue a referida sequéncia compreende:

(i) uma sequéncia compreendendo The Institute for
Genomic Research Transcript Assembly numero TA3960 4558,

que possuil a sequéncia
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GTGCCCCCGCCCCAAACCCTCGCGCCGCCTCCGAGACAGCCGCCGCA
ACCATGGCCACCACCGCCGCCGCCGCTGCCGCCGCGCTAGCCGGCGL
CACTACCGCTGCGCCCAAGGCGAGGCGCCGGGCGCACCTCCTGGCCG
CACGGCGCGCCCTCGCCGCGCCCATCAGGTGCTCAGCGGCGCCACCC
GCCACGCTGACGGTGACGGCTCCCCCGGCCACCCCGCTCCGGCCGTG
GGGCCCCACCGATCCCCGCAAGGGCGCCGACATCCTCGTCGAGGCTC
TTGAGCGCTGCGGCGTCCGCGACGTCTTCGCCTACCCCGGCGGCGCG
TCCATGGAGATCCACCAGGCACTCACCCGTTCCCCCGTCATCGCCAAC
CACCTCTTCCGCCACGAGCAAGGGGAGGCCTTCGCCGCCTCTGGCTTC
GCGCGCTCCTCGGGCCGCGTCGGCGTCTGCGTCGCCACCTCCGGLCCCC
GGCGCCACCAACCTAGTCTCCGCGCTCGCCGACGCGCTGCTCGACTC
CGTCCCCATGGTCGCCATCACGGGACAGGTTCCGCGGCGCATGATTG
GCACCGACGCCTTCCAGGAGACGCCCATCGTCGAGGTCACCCGCTCC
ATCACCAAACATAACTACCTGGTCCTCGACGTCGACGACATCCCCCG
CGTCGTGCAGGAGGCTTTCTTCCTCGCCTCCTCCGGTCGCCCGGGACC
GGTGCTTGTCGACATCCCCAAGGACATCCAGCAGCAGATGGCCGTGC
CGGTCTGGGACACGCCCATGAGTCTGCCTGGGTACATTGCGCGCCTTC
CCAAGCCTCCTGCGACTGAATTGCTTGAGCAGGTGCTGCGTCTITGTTG
GTGAATCAAGGCGCCCTGTTCTTTATGTTGGTGGTGGCTGCGCAGCAT
CTGGCGAGGAGTTGCGCCGCTTTGTGGAGATGACTGGAATCCCAGTC
ACAACTACTCTITATGGGCCTTGGCAATTTCCCTGGCGACGACCCACTG
TCTCTGCGCATGCTTGGTATGCATGGCACGGTGTATGCAAATTATGCA
GTGGATAAGGCGGATCTGTTGCTTGCATTTGGTGTGCGGTTTGATGAT
CGTGTGACAGGGAAGATTGAGGCTTTTGCAAGCAGGGCTAAGATTGT
GCACATTGATATTGATCCCGCTGAGATTGGCAAGAACAAGCAGCCAC
ATGTGTCCATCTGTGCAGACGTTAAGCTTGCTTTGCAGGGCATGAATG
CTCTTCTGGAAGGAAGCACATCAAAGAAGAGCTTTGACTTTGGCTCA
TGGCAAGCTGAGTTGGATCAGCAGAAGAGAGAGTTCCCCCTTGGGTA
TAAAACTTTTGATGACGAGATCCAGCCACAATATGCTATTCAGGTTCT
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TGATGAGCTGACAAAAGGGGAGGCCATCATTGCCACAGGTGTTGGGC
AGCACCAGATGTGGGCGGCACAGTACTACACTTACAAGCGGCCAAGG
CAGTGGTTGTCTTCAGCTGGTCTTGGGGCTATGGGATTTGGTTTGCCG
GCTGCTGCTGGCGCTGCTGTGGCCAACCCAGGTATCACTGTTGTTGAC
ATCGACGGAGATGGTAGCTTCCTCATGAACATTCAGGAGCTAGCTAT
GATCCGAATTGAGAACCTCCCAGTGAAGGTCTTTGTGCTAAACAACC
AGCACCTGGGGATGGTGGTGCAGTGGGAGGACAGGTTCTATAAGGCC
AATAGAGCACACACATACTTGGGAAACCCAGAGAATGAAAGTGAGA
TATATCCAGATTTCGTGACAATTGCCAAAGGGTTCAACATTCCAGCA
GTCCGTGTGACAAAGAAGAGCGAAGTCCATGCAGCAATCAAGAAGA
TGCTTGAGACTCCAGGGCCATACCTCTTGGATATAATCGTCCCGCACC
AGGAGCATGTGTTGCCTATGATCCCTAGTGGTGGGGCTTTCAAGGAT
ATGATCCTGGATGGTGATGGCAGGACTGTGTATTGATCTAAATTTCAG
CATGCACATCTCCCTGCCTTTCTTTGACATGCATATGAGCTGGTACAA
GGGTGATGTGTTATTTATGTGATGTTCTCCTGTGTTCTATCTTTTTGTA
AGCCGTCAGCTATCTATAGTGTGCTTGTTTGATGTACTCTGTTATGGT
AATCTTAAGTAGTTTCCTACCTTGTAGTGGTGTAGTCTGTTGTTTCGTG
CTGGCATATCTGTCATCAGAGGTCATGTAAGTGCCTTTTGCTACAGAT
AAATAAGGAAATAAGCATTGCTATGCAGTGGTTICTG

ou uma sequéncia pelo menos 95% hombédloga a esta, e que
compreende ainda as substituic¢des de nucledtidos de guanina
substituida por adenina na ©posicdo 1641 e guanina

substituida por timina na posicdo 1684; ou

(i1i) um gene de resisténcia a sintase de
acetolactato como se encontra na ATCC N°. PTA-7999, ou uma
sequéncia pelo menos 95% homdéloga a esta gue compreende
ainda as substituicdes de nucledétidos de guanina

substituida por adenina na posicdo 1641 de TA3960 4558 e
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guanina substituida por timina na posicdo 1684 de
TA3960 4558. Preferencialmente, a sequéncia de aminoacidos
codificada compreende a sequéncia de aminodcidos deduzida
de The Institute for Genomic Research Transcript Assembly

namero TA3960 4558, que possul a sequéncia:

MATTAAAAAAALAGATTAAPKARRRAHLLAARRALAAPIRCSAAPPAT

LTVTAPPATPLRPWGPTDPRKGADILVEALERCGVRDVFAYPGGASMEI
HQALTRSPVIANHLFRHEQGEAFAASGFARSSGRVGVCVATSGPGATNL

VSALADALLDSVPMVAITGQVPRRMIGTDAFQETPIVEVTRSITKHNYLV
LDVDDIPRVVQEAFFLASSGRPGPVLVDIPKDIQQQMAVPVWDTPMSLP
GYTARLPKPPATELLEQVLRLVGESRRPVLYVGGGCAASGEELRRFVEM
TGIPVTTTLMGLGNFPGDDPLSLRMLGMHGTVYANYAVDKADLLLAFG
VRFDDRVTGKIEAFASRAKIVHIDIDPAEIGKNKQPHVSICADVKLALQG
MNALLEGSTSKKSFDFGS WQAELDQQKREFPLGYKTFDDEIQPQYAIQV
LDELTKGEATIATGVGQHQMWAAQY YTYKRPRQWLSSAGLGAMGFGLP
AAAGAAVANPGITVVDIDGDGSFLMNIQELAMIRIENLPVKVEVLNNQH
LGMVVQWEDRFYKANRAHTYLGNPENESEIYPDFVTIAKGFNIPAVRVT
KKSEVHAAIKKMLETPGPYLLDIIVPHQEHVLPMIPSGGAFKDMILDGDG
RTVY

que compreende ainda as substituicdes de aminodcidos de

ValsziIle e TrpsssLeu.

A presente invencdo também se refere a um vetor
que compreende a molécula de &cido nucleico definida acima
ligada operacionalmente a um promotor e ligada

operacionalmente a pelo menos uma sequéncia reguladora.

A presente invencdo também se refere a uma célula
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compreendendo o vetor definido acima, em que a célula é uma

célula vegetal.

A presente invencdo também se refere a um virus
de RNA que compreende a molécula de acido nucleico definida

acima.

A presente invencdo também se refere a uma parte
da planta de sorgo que compreende a molécula de acido
nucleico definida acima. Preferencialmente, a parte da

planta de sorgo é uma semente ou tecido vegetal.

A presente invencdo também se refere a um método
para transformar uma célula vegetal que compreende
transformar a referida célula com o vetor definido acima.
Preferencialmente, o método compreende ainda o passo de
regenerar uma planta transgénica a partir da célula vegetal

transformada.

A presente invencdo também se refere a um
polipéptido codificado pela molécula de &cido nucleico
definida acima. Preferencialmente, o polipéptido compreende
a sequéncia de aminoidcidos deduzida de The Institute for
Genomic Research Transcript Assembly numero TA3960 4558,
que possul a sequéncia apresentada acima, gue compreende
ainda as substituicdes de aminodcidos de ValsziIle e
TrpsssLeu. Numa forma de realizacdo, a invencdo proporciona
uma ou mais partes de plantas de sorgo cujo germoplasma

compreende uma mutacdo da 1invencdo que torna a planta
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resistente a herbicidas de ALS. S&o aqui descritas as
descendéncias (e.g., Fl, F2, F3, etc.) de um cruzamento da
referida planta em que o) germoplasma da referida
descendéncia possui a mesma mutacdo que a planta parental.
Por isso, formas de realizacdo da presente invencédo
proporcionam partes de plantas de sorgo cuja germoplasma
contém a mutacdo da invencdo, de modo a que o fendtipo das

plantas seja resisténcia ao herbicida de ALS.

E aqui revelado um hibrido de sorgo em que o
referido germoplasma hibrido de sorgo confere resisténcia a
inibicdo por um ou mais herbicidas da sintase de
acetolactato a niveis do referido um ou mais herbicidas que
iriam normalmente inibir o crescimento de um hibrido de
sorgo. Em algumas formas de realizacdo, o referido um ou
mais herbicidas da sintase de acetolactato sdo de um grupo
que consiste em sulfonilureias, imidazolinonas, trazolo-
pirimidas e pirimidiniltiobenzoatos. Em algumas formas de
realizacédo, o referido germoplasma de hibrido de sorgo que
confere resisténcia a inibicdo por um ou mais herbicidas da
sintase de acetolactato compreende mutacdes no gene de
acetolactato como se encontra em ATCC N°. PTA-7999. Em
algumas formas de realizacdo, as sementes do referido
hibrido de sorgo sdo revestidas com um herbicida da sintase

de acetolactato.

E aqui revelado um método de controlo de
infestantes na vizinhanca de um hibrido de sorgo como aqui

descrito, compreendendo proporcionar um ou mais herbicidas
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da sintase de acetolactato, aplicando o referido um ou mais
herbicidas da sintase de acetolactato a um campo contendo
um hibrido de sorgo como aqui descrito, e controlando ervas
infestantes na vizinhanca do referido hibrido de sorgo de
modo a gque o crescimento das ervas infestantes seja afetado
adversamente pela aplicacdo do referido um ou mais
herbicidas e o crescimento do referido hibrido de sorgo né&o
seja afetado adversamente. E aqui revelado que o referido
hibrido de sorgo compreende uma ou mais mutacdes no gene da
sintase de acetolactato como encontrado em ATCC N°. PTA-

7999.

E aqui revelado um hibrido de sorgo, em que o
referido hibrido de sorgo compreende um germoplasma dgue
compreende uma ou mais mutag¢gdes no gene da sintase de
acetolactato de modo a resisténcia a um ou mais herbicidas
da sintase de acetolactato seja conferida ao referido
hibrido. E aqui revelado que o referido hibrido de sorgo
seja criado por introgressdo do germoplasma de um sSOorgo que
compreende a referida uma ou mais mutacdes para conferir
resisténcia a um ou mais herbicidas da sintase de
acetolactato. E aqui revelado que o referido hibrido de
sorgo é criado por incorporacdo de um gene heterdlogo que
compreende uma ou mais mutacdes para conferir resisténcia a

um ou mals herbicidas da sintase de acetolactato.

E aqui revelado um método para produzir uma linha
de planta de hibrido de sorgo resistente a um ou mais

herbicidas da sintase de acetolactato que compreende
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identificar um germoplasma conferindo a referida
resisténcia ao herbicida, em que o referido germoplasma de
resistente ao herbicida deriva de uma planta de sorgo
resistente ao herbicida, e introduzir o) referido
germoplasma numa linha da planta de sorgo de elite pela
introducdo de um gene heterdlogo.

E aqui revelado um hibrido de sorgo em que o
germoplasma do referido hibrido compreende resisténcia
conferida a um ou mais herbicidas da sintase de
acetolactato e resisténcia a um ou mais compostos de um ou
mais grupos de herbicidas que né&o s&o inibidores da sintase

de acetolactato.

E aqui revelado um método para identificar linhas
de plantas de sorgo resistentes a herbicidas da sintase de
acetolactato compreendendo fornecer uma amostra de A&cido
nucleico a uma planta de sorgo, proporcionando iniciadores
de amplificacdo para amplificar uma regido de uma planta de
sorgo que corresponde a um gene da sintase de acetolactato
presente na referida amostra de &cido nucleico, aplicar os
referidos iniciadores de amplificacdo a referida amostra de
dcido nucleico de modo a que a amplificacdo da referida
regido do referido gene da sintase de acetolactato ocorra,
e identificar plantas de sorgo resistentes a herbicidas da
sintase de acetolactato baseadas na presenca de uma ou mais
mutacdes que conferem resisténcia ao herbicida sintase de
acetolactato presente na referida amostra de acido nucleico

amplificado.
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Numa forma de realizacdo, a presente invencéo
proporciona sementes de sorgo em que o referido germoplasma
das referidas sementes compreende um gene mutante da
sintase de acetolactato da presente invencdo de modo a que
a referida mutacdo confere resisténcia a inibicdo pelos
herbicidas da sintase de acetolactato. Em algumas formas de
realizacdo, o germoplasma das referidas sementes de sorgo
compreende um gene mutante da sintase de acetolactato como
se encontra na ATCC N°. PTA-7999. Em algumas formas de
realizacdo, o gene mutante da sintase de acetolactato €& um
fragmento funcional do gene como se encontra na ATCC N°.
PTA-7999, de modo a que o fragmento do gene codifica um
fragmento da proteina que ¢é suficiente para conferir
resisténcia & inibicdo por herbicidas da sintase de
acetolactato a uma planta de sorgo. Em algumas formas de
realizacdo, a ©presente 1invencdo proporciona partes da
planta de sorgo gque crescem a partir das referidas

sementes.

S&o aqui reveladas plantas de sorgo hibrido que
possuem todas as carateristicas fisioldbdgicas e morfoldgicas
da referida planta de sorgo cultivada a partir da referida
semente de sorgo. E aqui revelado, a presente invencéao
proporciona culturas de tecidos e <culturas de tecido
regeneradas que surgem da referida semente de sorgo ou
referida parte da planta de sorgo que compreende uma
mutacdo no referido gene da sintase de acetolactato como se

encontra na ATCC N°. PTA-7999.
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Em algumas formas de realizacdo, a presente
invencdo proporciona um gene que & pelo menos 95% homdlogo,
pelo menos 97% homdélogo, ou pelo menos 99% homdélogo ao gene
da resisténcia ao herbicida de ALS como se encontra no
germoplasma KSU 06MN8419 como se encontra no ATCC N°. PTA-
7999 e compreende as substituicdes de aminodcidos ValsziIle

e Trpsssleu, por exemplo, como se encontra na SEQ ID NO: 1.

E aqui descrito um método de produzir sementes de
Sorgo que compreendem cruzar uma planta que compreende um
gene mutante da sintase de acetolactato como se encontra em
ATCC N°. PTA-7999 com ela prépria ou com uma segunda planta
de sorgo e recolhendo as referidas sementes do referido
cruzamento. S&o aqui revelados os métodos para produzir as
referidas sementes de sorgo que compreendem plantar uma
linha de sorgo da semente parental em que a referida linha
de sementes parentar compreende um germoplasma que confere
resisténcia aos herbicidas da sintase de acetolactato com
uma linha de sorgo polinizador parental em que o referido
germoplasma da linha da semente do polinizador compreende
um germoplasma que confere resisténcia aos herbicidas da
sintase de acetolactato, crescer a referida semente
parental e plantas de sorgo polinizadoras em conjunto,
permitindo que as referidas plantas da semente parental
sejam polinizadas pelas referidas plantas polinizadoras
parentais, e recolher as sementes que resultas da referida

polinizacéo.

DESCRIGCAO DAS FIGURAS
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A Figura 1 apresenta a dupla mutacdo de ValsziIle
e TrpsssLeu no gene de ALS do sorgo que se descobriu estar

associado a resisténcia ao herbicida de ALS.

DEFINICOES

Como aqui wutilizado, o termo “resistente” e
“tolerante” ¢é wutilizado para se referir a plantas, por
exemplo plantas de sorgo, dque sdo capazes de tolerar
condicdes (e.g., herbicidas tais como herbicidas de ALS)

prejudiciais a outras estirpes da mesma espécie.

Como aqui wutilizado, o termo “cultivar” é
sinénimo com “wariedade” e é utilizado para se referir a
plantas de culturas que sdo um grupo de plantas semelhantes
que por carateristicas estruturais e desempenho podem ser

identificadas de outras cultivares dentro da mesma espécie.

Como aqui utilizado, o termo “hibrido” refere-se
a descendéncia ou progenitura de plantas parentais
geneticamente distintas ou stock produzidas como resultado
de polinizacdo cruzada controlada em oposicdo a uma semente
ndo-hibrida produzida como resultado de polinizacéo

natural.

Como aqui utilizado, o termo ‘“progenitura”
refere-se as geracdes da planta, em que o ancestral da

geracdo pode ser rastreado até a referida planta.
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Como aqui utilizado, o termo “derivado” de uma
planta resistente ao herbicida inclui a progenitura dessa
planta resistente ao herbicida, assim como qualquer
mutante, recombinante, ou derivado geneticamente modificado
dessa planta, quer seja da mesma espécie ou de uma espécie
diferente, em que a(s) caracteristica(s) de resisténcia ao
herbicida da planta original resistente ao herbicida

foi/foram transferida(s) para a planta derivada.

Como aqui utilizado, o termo “tecido vegetal”
inclui tecidos diferenciados e indiferenciados de plantas
incluindo aqueles presentes nas raizes, rebentos, folhas,
pbdlen, sementes e tumores, assim como células em cultura
(e.g., células isoladas, protoplastos, embrides, callus,
etc.). O tecido vegetal pode ser na planta, em cultura de

brgdos, cultura de tecidos, ou cultura de células.

Como aqui utilizado, o termo “parte da planta”,
como aqui utilizado, refere-se a uma estrutura de plantas
ou um tecido vegetal, por exemplo, pdlen, um obvulo, um
tecido, uma vagem, uma semente, e uma célula. Em algumas
formas de realizacdo da presente invencdo, as plantas

transgénicas sdo plantas de cultura.

Como aqui utilizados, os termos “geracdo F” e
“geracdo filial” refere-se a gqualquer uma das geracdes
consecutivas de plantas, células, tecidos ou organismos

apdés um cruzamento biparental. A geracdo que resulta de um
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emparelhamento de um cruzamento biparental (i.e. dois pais)
é a primeira geracdo filial (designada como “F1” e “F1”) em
referéncia a uma sementa e a sua planta, embora aquela que
resulta do cruzamento de individuos da Fl1 & a segunda
geracdo filial (designada como “F2” ou “F»”) em referéncia

a uma semente e a sua planta.

Como aqui utilizado, o termo “germoplasma”
refere-se a qualquer material genético de plantas que
contém unidades funcionais de hereditariedade. O termo
“germoplasma de elite” em referéncia a uma planta refere-se

a material hereditédrio de superioridade genética provada.

Como aqui wutilizado, o termo “planta elite”
refere-se a qualquer planta que resultou do melhoramento e
da selecdo para um desempenho agronémico superior. Por
exemplo, plantas elite de sorgo aqui referidas incluem, mas
ndo estdo limitadas as linhas de sorgo Tx430, Tx2737,
Tx2783, O00MN7645, HP162, Wheatland, Tx3042, OKll, QL41 e

Tx643, Bt.

Como aqui utilizado, 0 termo “traco” ou
“fendétipo” refere-se a uma carateristica observavel e/ou
mensuradvel de um organismo. Por exemplo, a presente
invencdo descreve plantas que sdo resistentes ao herbicida

de ALS.

Como aqui utilizado, o termo “herbicida de ALS”,

também conhecido como herbicida de AHAS, refere-se a um
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herbicida que 1inibe a atividade da enzima sintase de
acetolactato (também conhecida como sintase de aceto-
hidroxidcido) numa planta. Exemplos de herbicidas de ALS
como aqui descritos incluem, mas ndo estdo limitadas a,
sulfonilureias (sU), imidazolinonas (INI),

triazolopirimidinas (TI) e pirimidiniltiobenzoatos.

Como aqui wutilizado, os termos “marcador” e
“marcador de DNA” e “marcador molecular” em referéncia a um
“marcador de selecdo” refere-se a um traco fisioldgico ou
morfoldgico que pode ser determinado como um marcador para
a sua prépria selecdo ou para selecdo de outros tracos
intimamente ligados a esse marcador. Por exemplo, esse
marcador pode ser um gene ou traco que estd associado a
tolerdncia ao herbicida incluindo, mas ndo limitado a,
repeticdo de sequéncia simples (SSR), polimorfismo de
sequéncia simples (SNP), insercdes e/ou delecdes genéticas

e semelhantes.

Como aqui wutilizado, o termo “introgride” e
“introgressando” e “introgressdo” refere-se a técnicas
convencionais (i.e. clédssicas) de melhoramento por
polinizacdo para incorporar material genético externo numa
linha de stock de melhoramento. Por exemplo, a presente
invencdo proporciona plantas de culturas de sorgo que
sofreram introgressdo com um gene mutante de ALS para
toleréncia ao herbicida através do cruzamento de duas

geracdes de plantas.
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Como aqui utilizado, o termo “selvagem” quando
realizado em referéncia a um gene refere-se a um gene
funcional comum ao longo de uma plantacdo de plantas. Um
gene selvagem funcional € aquele que € mais frequentemente
observado numa populacéao e é por isso designado

arbitrariamente a forma “normal” ou “selvagem” do gene.

Como aqui utilizados, os termos “modificado” ou
“mutante” ou “mutante funcional”, quando utilizados em
referéncia a um gene ou a um produto de gene refere-se,
respetivamente, a um gene ou a um produto de gene que
apresenta modificacdes em sequéncia e/ou propriedades
funcionais (i.e., carateristicas alteradas) quando
comparadas com O gene selvagem ou produto de gene. Assim,
os termos “modificado” e ™“mutante”, quando utilizados em
referéncia a uma sequéncia de nucledtidos referem-se a uma
sequéncia de &cidos nucleicos que difere em um ou mais
nuclebdétidos um do outro, normalmente uma sequéncia de
nucleétidos relacionada e o termo “mutante funcional”,
quando utilizado em referéncia a um polipéptido codificado
pelo referido é&cido nucleico “modificado” ou “mutante”,
refere-se a proteina ou polipéptido que retém atividade. No
presente pedido, a proteina mutante ALS, “ou seu mutante
funcional” é um gene ALS que retém a sua atividade nativa
para criar aminodcidos essenciais. Adicionalmente, uma
sequéncia de nucledétidos “modificada” ¢é interpretada como
aquela que se encontra no cbédigo genético degenerado
conhecido pelos especialistas na arte. Por exemplo, o©

coédigo genético ¢é degenerado na medida me que existem
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muitos casos em que coddes diferentes especificam o mesmo
aminodcido; um cdédigo genético no qual alguns aminodcidos
podem, cada um, ser codificado por mais do que um codéo.
Estd contemplado que a presente invencdo compreende essa
degeneracdo (e.g., em que um hibrido de sorgo compreende um
gene de ALS que é pelo menos 95% homdélogo, pelo menos 97%
homélogo, ou pelo menos 99% homdélogo a SEQ ID NO: 1) como

encontrado em, por exemplo, o germoplasma do sorgo.

Como aqui utilizado, o termo “heterbélogo” quando
utilizado em referéncia a um gene ou acido nucleico refere-

se a um gene que foi manipulado de alguma forma.

Como aqui utilizado, o) termo “porcdo” ou
“fragmento funcional” quando utilizado em referéncia a uma

A\

proteina (como num “fragmento de uma dada proteina” ou “um
fragmento de proteina”) refere-se a fragmentos dessa
proteina. 0Os fragmentos podem variar em tamanho desde
quatro residuos de aminoacidos até a sequéncia amino
inteira menos um aminodcido. Na presente invencdo, o
fragmento da proteina é preferencialmente funcional de modo
a que o fragmento de ©proteina confere resisténcia a

inibicdo a herbicidas da sintase de acetolactato para uma

dada planta.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Numa forma de realizacdo, a presente invencéo

proporciona genes Da presente invencdo que codificam
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proteinas de ALS alteradas. E aqui revelada a utilizacdo de
herbicidas que ndo inibem a enzima ALS em sorgo gue contém
uma enzima de ALT alterada de modo a reduzir a quantidade
de plantas infestantes monocotileddéneas e dicotileddbdneas
presentes num campo de cultura agricola, em gue as
referidas plantas infestantes s&o sensiveis a herbicidas de

ALS.

E aqui revelado um germoplasma resistente a ALS
de uma planta de sorgo que resulta de, por exemplo, um
cruzamento entre duas plantas parentais, um sorgo selvagem
“Tailwind ou Tw” e a linha de planta polinizadora de elite
Tx2783, produzindo uma geracdo F1, seguida por dois
retrocruzamentos (BCyFs:Fs4), com a semente resultante a ser

depositada sob a ATCC N°: PTA-7999, designada KSU 06MN8419.

E aqui revelado um germoplasma de sorgo que
confere resisténcia a inibicdo por herbicidas de ALS e
também confere resisténcia a insetos contra o broca das
hastes manchada Chilo partellus (Girijashankar et al.,
2005, Plant Cell Rep. 24:513-522). E aqui revelado um
hibrido de sorgo cujo germoplasma compreende um Jgene
sintético cryl Ac de Bacillus thuringiensis (Bt) é sujeito
a introgressdo numa linha de sorgo cujo germoplasma confere
resisténcia a herbicidas de ALS. Também, a incorporacdo de
resisténcia ao herbicida de ALS e resisténcia aos insetos é
levada a cabo através de transgénese de plantas no mesmo
hibrido de sorgo. Um especialista na arte reconhecerad as

varias técnicas como aqui descrito que sdo aplicéaveis a
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incorporacdo de dois ou mais atributos de resisténcia no

mesmo hibrido de sorgo.

Numa forma de realizacdo, o gene da resisténcia
ao herbicida de ALS como se encontra no sSorgo dgue
compreende o germoplasma de ALS KSU 06MN8419 depositado sob
ATCC No: PTA-7999 é incorporado nas variedades de sorgo de
elite através de melhoramento e selecdo de plantas,
proporcionando desse modo o desenvolvimento de variedades
de culturas resistentes ao herbicida que irdo tolerar a
utilizacdo de herbicidas que inibem a ALS para o controlo
de infestantes. Em algumas formas de realizacdo, o gene de
resisténcia ao herbicida ALS é pelo menos 95% homdlogo,
pelo menos 97% homdélogo, ou pelo menos 99% hombdblogo ao gene
de resisténcia ao herbicida ALS como se encontra no
germoplasma KSU 06MN8419 e compreende as substituicdes dos
aminodcidos ValsziIle e TrpsssLeu. O desenvolvimento deste
traco de resisténcia a herbicida nas variedades de plantas
das culturas acima mencionadas permite a utilizacdo destes
herbicidas para controlar infestantes monocotileddneas e
dicotileddédneas que crescem na presenca destas culturas.
Como aqui revelada, a incorporacdo do germoplasma de
resisténcia a ALS em linhas de elite ¢é através de
introgressédo, ou métodos cléssicos de melhoramento. Em
algumas formas de realizacdo, a incorporacdo do gene de
resisténcia a ALS da invencdo em linhas de elite é feita
através da transgénese do gene heterdlogo. E aqui revelado
um hibrido de sorgo, em que pelo menos um ancestral do

referido hibrido de sorgo ¢é derivado do germoplasma
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resistente a ALS designado KSU 06MN8419 depositado sob ATCC
No: PTA-7999. E aqui revelado um hibrido de sorgo, em que
pelo menos um ancestral do referido hibrido de sorgo
compreende o gene da sintase de acetolactato que confere
resisténcia a herbicidas de ALS como se encontram no
germoplasma designado KSU 06MN8419 depositado sob ATCC No:
PTA-7999. Em algumas formas de realizacdo, o gene de
resisténcia ao herbicida de ALS é pelo menos 95% homdlogo,
pelo menos 97% homdélogo, ou pelo menos 99% homdélogo ao gene
de resisténcia ao herbicida de ALS como se encontra no
germoplasma KSU 06MN8419 e compreende as substituigdes de

aminocdcidos ValsziIle e TrpsssLeu.

Como aqui revelado, o germoplasma da resisténcia
ao herbicida de ALS é sujeito a introgressdo numa linha de
sorgo de elite utilizando técnicas de melhoramento
clédssico. Exemplos de métodos de melhoramento cléssicos
para o sorgo podem ser encontrados em, por exemplo, Sleper
e Poehlman, 2006, Breeding Field Crops, Fifth Edition,

Blackwell Publishing.

Como aqui revelado, o germoplasma da resisténcia
ao herbicida de ALS é sujeito a introgressdo numa planta de
Sorgo que proporciona alimento para consumo humano. Como
aqui revelado, o germoplasma da resisténcia ao herbicida de
ALS ¢é sujeito a introgressdo em plantas de sorgo que
proporcionam racdo para animais (e.g., aves de aviario,
vacas, suinos, ovelhas, etc). Numa forma de realizacdo, o

gene de resisténcia ao herbicida de ALS da invencgdo é
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introduzido no genoma da planta através de transgénese

utilizando vetores e tecnologias conhecidas na arte.

S&o aqgui revelados métodos para controlar
infestantes num campo de plantas de cultura de sorgo. Como
aqui revelado, controlar as infestantes compreende aplicar
um herbicida de ALS as referidas plantas de cultura de
sorgo, de modo a qgue o crescimento das infestantes seja
inibido, mas o crescimento das plantas de sorgo ndo seja
afetado adversamente. Em algumas formas de realizacdo, o
herbicida de ALS ¢ da familia dos  herbicidas de

sulfonilureia, que compreende um ou mais dos ingredientes

ativos amidosulfuron, azimsulfuron, bensulfuron-metil,
clorimuron-etil, clorosulfuron, cinosulfuron,
ciclosulfamuron, etametsulfuron-metil, etoxisulfuron,

flazasulfuron, flupirsulfuron-metil-sdédio, foramsulfuron,
halosulfuron-metil, imazolsulfuron, iodosulfuron-metil-

s6édio, mesosulfuron-metil, metsulfuron-metil, nicosulfuron,

oxasulfuron, primisulfuron-metil, piraxosulfuron-etil,
rimsulfuron, sulfometuron-metil, sulfosulfuron,
tifensulfuron-metil, triasulfuron, tribenuron-metil,
trifloxisulfuron-sdédio, triflusulfuron-metil,

triofensulfuron, e tritosulfuron. Em algumas formas de
realizacdo, o herbicida ALS ¢é da familia do herbicida
imidazolinona, que compreende um ou mais dos ingredientes
ativos imazametabenz-metil, imazamox, imazapic, imizapir,
imizaguin, e imazetapir. Em algumas formas de realizacdo, o
herbicida ALS da familia do herbicida

pirimidiniltiobenzoato, compreendendo um ou mais dos
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ingredientes ativos bispiribac-sdédio, piribenzoxim,
piriftalid, piriminobacmetil, e piritiobac-sdédio. Em
algumas formas de realizacdo, o herbicida de ALS ¢é da
familia do herbicida triazolopirimidina, gque compreende um
ou mais dos ingredientes ativos cloransulam-metil,
diclusolam, florasulam, flumetsulam, metosulam, e
penoxsulam. Em algumas formas de realizacdo, o herbicida de
ALS compreende uma combinacdo de ingredientes ativos de uma
ou mais familias do herbicida de ALS como aqui revelado.
Todavia, o presente pedido ndo estd limitado ao herbicida
de ALS utilizado, e um especialista na técnica apreciaréa
que estdo a ser descobertos novos quimicos a dqualquer

momento que inibem a enzima ALS.

Numa forma de realizacdo, a presente invencéo
proporciona a utilizacdo de um transgene que compreende um
gene heterdélogo da presente invencdo que codifica uma
proteina de ALS mutante para proporcionar o) traco
agrondémico selecionado da resisténcia ao herbicida de ALS.
Numa forma de realizacdo, o transgene compreende um gene de
ALS mutante como se encontra no germoplasma KSU 06MN8419
depositado sob ATCC No: PTA-7999. Em algumas formas de
realizacdo, o gene ALS ¢é pelo menos 95% hombélogo, pelo
menos 97% homdélogo, ou pelo menos 99% homdélogo ao gene de
ALS mutante como se encontra no germoplasma KSU 06MN8419 e
compreende as substituicdes de aminodcidos ValsziIle e

TrpsasLeu.

Striga normalmente conhecida como vassoura de
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bruxa, ¢é um género de parasita nocivo para plantas de
gramineas e culturas de cereais de monocotileddneas, tais
como milho, trigo e sorgo. Um infestacdo pesada de Striga
num campo de plantas de cultura danifica as plantas
hospedeiras, provocando tolhendo o crescimento, clorose,
murchiddo, e por fim a morte da planta hospedeira,
especialmente no seu habitat nativo em que a a&gua pode ser
escassa. Striga ¢ nativa para regides de pastagens
semidridas e temperadas da Africa e Asia, todavia pode
florescer fora do seu ambiente natural, e existem
infestacdes atuais em terrenos agricolas nos Estados Unidos
da América. As infestacdes estdo disseminadas em Africa,
por isso a Striga € um problema atual para os agricultores
nas regides semi-adridas e sub-sahelianas onde o sorgo & uma
cultura alimentar fundamental. A planta ©parasitica ¢é
dificil de erradicar, as suas sementes can ficar dormentes

no solo até dez anos antes da germinacéo.

O sinais bioldgicos para a germinacdo da semente
de Striga incluem ser estimulada por exsudatos radiculares
a partir da sua planta hospedeira. As sementes de Striga
germinam enviando uma estrutura infecciosa para o
hospedeiro que se liga a raiz do hospedeiro e invade o
sistema vascular do hospedeiro, roubando desse modo do
hospedeiro a &gua, minerais e hidratos de carbono. Assim
que ¢é feito o contacto inicial com o hospedeiro, a
iniciacdo do rebento de Striga e as raizes adventicias
comecam, e o roubo da planta hospedeira aumenta. Nas

localizacdes nativas onde a agua é escassa, a Striga seca
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efetivamente a planta hospedeira de minerais e &agua.

0 parasitismo de Striga é inibido pelos
herbicidas de ALS. A presente invencdo ndo estd limitada a
um mecanismo particular. Na verdade, ndo é necessario um
entendimento do mecanismo ndo €& necessario para praticar a
presente invencdo. Ndo obstante, a infeccdo de Striga das
raizes de sorgo é eliminada revestindo sementes de sorgo
com herbicidas de ALS antes de plantar. Numa forma de
realizacéo, as sementes da invencé&o compreendem  um
germoplasma que confere resisténcia ao herbicida de ALS ao
referido hibrido de sorgo s&do revestidas com um ou mais
herbicidas de ALS antes da plantacdo. Em algumas formas de
realizacéo, as sementes revestidas sdo plantadas em
terrenos agricolas nas gquais reside a espécie da planta
Striga parasitica. Em algumas formas de realizacdo, as
plantas de hibrido de sorgo gue crescem a partir da
referida semente revestida sdo resistentes a infecdo por

Striga.

E  aqui revelado wum hibrido de sorgo cujo
germoplasma confere resisténcia a herbicidas de ALS e
resisténcia a um ou mais herbicidas adicionais de um ou
mais grupos de herbicidas diferentes. Por exemplo, grupos

de  herbicidas adicionais utilizados para inibir o

crescimento de infestantes, incluem, mas nao estédo
limitadas a, inibidores de sintese de lipidos (e.g.,
ariloxifenoxipropionatos, ciclo-hexanodeionas,

benzofuranos, &cidos cloro-carbdénicos, fosforoditioatos,



PE2511373 - 29 -

tiocarbamatos), inibidores de fotossintese no fotossistema
II (e.qg., fenil-carbamatos, piridazinonas, triazinas,
triazinonas, triazolinonas, uracilos, amidas, ureias,
benzotiadiazinonas, nitrilos, fenil-piridinas), inibidores

de fotossintese no fotossistema I (e.g., bipiridilios),

inibidores de oxidase de protoporfirinogénio (e.qg.,
difeniléteres, N-fenilftalimidas, oxadiazoles,
oxizolidinedionas, fenilpirazoles, pirimidindionas,

tiadiazoles), 1inibidores da Dbiossintese de carotendides
(e.g., piridazinonas, piridinacarboxamidas,
isoxazolidinonas, triazoles), inibidores de 4-hidroxifenil-
piruvato-dioxigenase (e.qg., calistemonas, isoxazoles,
pirazoles, tricetonas), inibidores da sintase de EPSP
(e.g., glicinas), inibidores da sintetase de glutamina
(e.g., é&cidos fosfinicos), inibidores de sintase de di-
hidropteroato (e.g., carbamatos), inibidores da montagem de
microttbulos (e.qg., benzamidas, dacidos benzdicos,
dinitroanilinas, fosforoamidatos, piridinas), inibidores de
diviséo celular (e.g., acetamidas, cloroacetamidas,
oxiacetamidas), inibidores da sintese da parede celular
(e.g., nitrilos, triazolocarboxamidas) e inibidores de

transporte de auxinas (e.g., ftalamatos, semicarbazonas).

Melhoramento Cléssico do Sorgo

As culturas de campo tém sido melhoradas
classicamente através de técnicas que tiram wvantagem dos
métodos de polinizacdo das plantas. Uma planta ¢é

considerada “auto-polinizadora” se o pbdlen de uma flor pode
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ser transmitido & mesma ou a outra flor, enguanto as
plantas sdo consideradas de “polinizacdo cruzada” se o
pbdlen tem de vir de outra flor numa planta diferente para

que a polinizacdo ocorra.

As plantas que s&o auto-polinizadas e
selecionadas ao longo de muitas geracdes tornam-se
homozigdéticas se a maioria, se ndo todos, os seus loci de
genes, produzindo desse modo uma populacdo uniforme da
verdadeira descendéncia do melhoramento. Um cruzamento
entre duas plantas homozigdticas de diferentes antecedentes
ou duas linhas homozigdticas diferentes irdo produzir uma
populacdo uniforme de plantas hibridas que serdo muito
provavelmente heterozigdéticas em varios dos seus loci de
genes. Um cruzamento de duas plantas gque sdo cada uma
heterozigbética em varios loci de genes irdo produzir uma
geracéao de plantas hibridas que s&o geneticamente

diferentes e ndo sdo uniformes.

As plantas de sorgo sdo plantas de auto-
polinizacdo, mas elas também podem ser melhoradas por
polinizacdo cruzada. O desenvolvimento de hibridos de sorgo
requer o desenvolvimento de pais polinizadores (restau-
radores de fertilidade) e cruzamentos endogémicos de pais
de sementes utilizando o sistema restaurador de
esterilidade-fertilidade masculina citoplésmica, o
cruzamento de pais de sementes e pais polinizadores, e a
avaliacdo dos cruzamentos. 0Os programas de melhoramento de

pedigree combinam tracos desejaveis; sendo © traco
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desejavel no presente pedido a resisténcia da planta a
herbicidas de ALS. Este traco ¢ introduzido no grupo de
melhoramento de uma ou mais linhas, de modo a qgue sejam
criadas novas 1linhas endogdmicas através de cruzamento,
seguido por selecdo de plantas com o traco desejado,
seguido por mais cruzamentos, etc. As novas plantas
endogémicas s&o cruzadas com outras linhas endogamicas
(e.g., linhas de plantas de elite como aquelas aqgqui

descritas).

0 melhoramento de pedigree comeca com o
cruzamento de dois gendétipos, tais como Tailwind e uma
linha de sorgo de elite (e.g., sorgo Tx430, Tx2737, Tx2783,
00MN7645, HP162, Wheatland, Tx3042, OK11l, QL41, Tx643 e).
Se o0s dois pais originais n&do fornecem todas as
carateristicas desejadas, entdo podem ser incluidas outras
fontes na populacdo do melhoramento. Por exemplo, se &
desejado um hibrido para que tanto a resisténcia ao
herbicida de ALS como a resisténcia a outro herbicida como
aqui descrito seja desejidvel, entdo as plantas com ambos
estes atributos podem ser cruzadas utilizando técnicas
cldssicas de melhoramento. No método de pedigree, as
plantas superiores sdo auto-polinizadas e selecionadas em
geracdes sucessivas. Nas geracdes seguintes, a condicédo de
heterozigotia d& lugar a linhas homogéneas como resultado
da auto-polinizacdo e selecdo. Tipicamente, no método do
pedigree, sdo praticadas cinco ou mais geracdes de auto-
polinizacdo e selecdo (e.g., S1, S2, S3, S4, S5, etc.).

O retrocruzamento é utilizado para melhorar uma
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linha de plantas. O retrocruzamento transfere um traco
especifico desejiavel de uma fonte para outra gue ndo tem
esse traco. Isto é alcancado através de, por exemplo, O
cruzamento de um dador (por exemplo, Tailwind) com uma
linha endogédmica (e.g., Tx2783, uma linha polinizadora de
elite como aqui descrito). A descendéncia deste cruzamento
é entdo retrocruzada (i.e. retrocruzamento) com a linha
endogémica de elite, seguido por selecdo na descendéncia
resultante para o traco desejado (e.g., resisténcia a
herbicidas de ALS). Apds cinco ou mais geracdes do
retrocruzamento com selecdo para o traco desejado, os
descendentes sdo tipicamente heterozigdéticos para o locus
(loci) que controla o fendtipo desejado, mas serdo como O
progenitor de elite para o0s outros tracos genéticos. O
tltimo retrocruzamento ¢é tipicamente auto-polinizado de
modo a produzir uma descendéncia de melhoramento pura para

0 gene a ser transferido.

Nos programas atuais de melhoramento de sorgo
introgressivo hibrido, sdo desenvolvidas novas linhas
parentais para serem ou linhas de pais de sementes (e.g.,
Wheatland, Tx3042, N223, 01MN1589, 03MN954, OK11l, OQL41 e
Tx643) ou linhas de pais de pdblen (e.g., Tx430, Tx2737,
Tx2783, R45, 00MN7645 e HP 162) dependendo se contém ou néo
genes de restauracdo de fertilidade; as linhas de pais de
sementes ndo possuem genes de restauracdo de fertilidade e
sdo estéreis masculinos em certos citoplasmas (também
conhecidas como plantas de “linha A”) e férteis masculinas

noutros citoplasmas (também conhecidas como plantas de
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“linha B”), enquanto as linhas de pais de pdlen ndo séo
estéreis masculinas e contém genes de restauracdo da
fertilidade (também conhecidas como plantas de “linha R”).
As linhas de pais de sementes sdo tipicamente criadas para
serem citoplasmicamente estéreis masculinas de modo a que
as anteras sejam minimas a ndo-existentes nestas plantas
necessitando por isso de polinizacdo cruzada. As linhas de
pais de sementes apenas produzem semente, e o citoplasma é
transmitido apenas através do ovo. O pdlen para a
polinizacdo cruzada ¢é fornecido através de linhas de pais
de pdlen que contém os genes necessarios para uma completa
restauracdo da fertilidade no hibrido da F1l, e o cruzamento
combina com o pal de semente estéril masculino para
produzir um Unico cruzamento hibrido de elevando rendimento
com boa qualidade de grido. Exemplos de plantas de linha R e
linha B que tém utilidade na presente invencdo incluem, mas

ndo estdo limitadas a, aquelas descritas na Tabela 1.

TABELA 1
Pedigree Nova Fonte Gen Comentarios
Tx2737///Tx2737//90SN7/Tw MN07-1903 BC2F5 linha R
Tx2737///Tx2737//90SN7/Tw MNO7-1905 BC2F5 linha R
Tx430///Tx2737//90SN7/Tw MNO7-1916 BC2F5 linha R
Tx430///T%2737//90SN7/Tw MNO7-1926 BC2F5 linha R
Tx430///Tx2737//90SN7/Tw MN07-1935 13C2F4 linha R
Tx430///Tx2737//90SN7/Tw MN07-1936 BC2F4 linha R
Tx430///Tx2737//90SN7/Tw MNO7-1940 BC2F4 linha R
Tx430///Tx2737//90SN7/Tw MN07-1941 BC2F4 linha R
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Tx430///Tx2737//90SN7/Tw MN07-1944 BC2F4 linha R
Tx430///Tx2737//90SN7/Tw MNO7-1945 BC2F4 linha R
Tx430///Tx2737//90SN7/Tw MNO7-1956 BC2F4 linha R
Tx2737///Tx2737//90SN7/Tw MN07-1981 BC2F3 linha R
Tx2737///Tx2737//90SN7/Tw MNO7-1984 BC2F3 linha R
Tx430///Tx2737//90SN7/Tw MNO7-1987 BC2F3 linha R
Tx430///Tx2737//90SN7/Tw MNO7-1992 BC2F3 linha R
Tx430///T%2737//90SN7/Tw MNO7-1995 BC2F3 linha R
R45////R45///Tx2737//90SN7/Tw MN07-2013 BC2F3 linha R
Tx2783//Tx2783/Tw MNO7-2075 BC2F4 linha R
N223///N223//N223/Tw MNO7-2094 BC2F6 linha B
Wheatland///N223//N223/Tw MN07-2113 BC2F4 linha B
Wheatland///N223//N223/Tw MNO7-2118 BC2F4 linha B
N223///N223//N223/Tw MN07-2134 BC2F5 linha B
N223///N223//N223/Tw MNO7-2136 BC2F5 linha B
OK11////OK1l1l///N223//N223/Tw MN07-2164 BC3F3 linha B
QL4l/////QL4l////0K11///N223//N223/Tw MNO7-2198 BC4F3 linha B 75%
DPI (QL41)
01IMN1589////Wht///N223//N223/Tw MNQO7-2230 BC4F3 linha B
01MN1589////Wht///N223//N223/Tw MN07-2248 BC3F3 linha B
01MN1589////Wht///N223//N223/Tw MNO7-2251 BC3F3 linha B
01MN1589////Wht///N223//N223/Tw MNQ7-2254 BC3F3 linha B
03MN954////Wht///N223//N223/Tw MNO7-2261 BC3F3 linha B
Tx3042/////Tx3042////N223///N223//N223/Twu MN07-2290 BC4F3 linha B
Tx3042/////Tx3042////N223///N223//N223/Tw MN07-2293 BCA4F2 linha B
N223///N223//N223/Tw MNO7-2084 BC2F4 linha B
N223///W223//N223/Tw MN07-2088 BC2F4 linha B
Tipicamente, este sistema de restauracdo da
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esterilidade-fertilidade masculina citoplédsmica é realizado
para a producdo de sementes hibridas através da plantacédo
de blocos de filas de plantas estéreis masculinas (pais de
sementes) e blocos de filas de plantas de restauracdo da
fertilidade (pais de pdlen), de modo a que as plantas pais
de sementes sejam polinizadas pelo vento com pdlen da
planta pai de pdlen. Este processo produz um hibrido de
cruzamento uUnico vigoroso que é recolhido e plantado pelo
consumidor. As plantas pais de sementes estéreis masculinas
também podem ser criadas através de reproducgdo de
melhoramento genético introduzindo genes nucleares estéreis
masculinos recessivos numa populacdo particular, todavia o
sistema de restauracéo da esterilidade-fertilidade
masculina citoplédsmica ¢é tipicamente o sistema utilizado
para o melhoramento reprodutivo do sorgo hibrido. Sleper e
Poehlman, 2006, Breeding Field Crops, Fifth Ed., Blackwell
Publishing proporciona uma boa revisdo dos atuais processos

de melhoramento do sorgo.

A presente invencdo ndo estd limitada as linhas
de sorgo parentais de elite listadas, e um especialista na
arte reconhecerd que qualguer linha de sorgo de elite seré
igualmente acessivel para as composicdes e métodos como

aqui descritos.

Plantas Transgénicas

Os genes heterdlogos destinados a expressdo em

plantas sdo primeiro montados em vetores de expressao
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contendo um gene heterdélogo e elementos de controlo de
transcricdo e de traducdo apropriados, métodos dos quais
sdo bem conhecidos dos especialistas na arte. 0s métodos
incluem técnicas de DNA recombinante in vitro, técnicas
sintéticas, e recombinacdo genética in vivo. Técnicas
exemplares sdo vastamente descritas na arte (Ver e.g.,
Sambrook. et al. (1989) Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Press, Plainview, N.Y., e
Ausubel, F. M. et al. (1989) Current Protocols in Molecular

Biology, John Wiley & Sons, New York, N.Y.).

Em geral, estes vetores compreendem uma segquéncia
de &cidos nucleicos que codifica um gene heterdélogo ligado
operacionalmente a um promotor e outras sequéncias
reguladoras (e.qg., intensificadores, sinais de
poliadenilacdo, etc.) necessarios para a expressido numa

planta.

Os promotores incluem, mas ndo estdo limitadas a,
promotores constitutivos, promotores especificos para o
desenvolvimento de tecidos e brgéos, e promotores
induziveis. Exemplos de promotores incluem, mas ndo estdo
limitadas a; promotor constitutivo 35S do virus do mosaico
da couve-flor; um promotor induzivel por uma lesédo, de
tomate, leucina amino peptidase (Chao et al., 1999, Plant
Physiol 120:979-992, agqui incorporado por referéncia na sua
totalidade); um promotor induzivel quimicamente, do tabaco,
Relacionado com Patogénese 1 (induzido por &cido salicilico

e éster do S- metil do acido benzotiadiazole-7-



PE2511373 - 37 -

carbotidico); um promotor de choque térmico (Patente U.S.
N°. 5,187,267; um promotor induzivel pela tetraciclina
(Patente U.S. N°. 5,057,422); e promotores especificos para

a semente.

As cassetes de expressdo podem ainda compreender
quaisquer sequéncias necessédrias para expressdo de mRNA.
Essas sequéncias incluem, mas né&do estdo limitadas a
terminadores de transcricdo, intensificadores tais como
intrdes, sequéncias virais, e sequéncias destinadas a
direccionar o produto de gene para organitos e

compartimentos celulares especificos.

Estéo disponiveis varios terminadores de
transcricdo para utilizacdo na expressdo de sequéncias
utilizando promotores tais como aqueles aqui revelados. Os
terminadores de transcricéo s&o responséaveis pela
terminacdo da transcricdo para além do transcrito e a sua
poliadenilacéo correta. Terminadores de transcricédo
apropriados e aqueles que sdo conhecidos por funcionarem em
plantas incluem, mas ndo estdo limitadas a, o© terminador
35S do CaMV, o terminador tml, o terminador rbcS E9 da
ervilha, e o terminador da sintase de nopalina e octopina
(Odell et al., 1985, Nature 313:810; Rosenberg et al.,
1987, Gene, 56:125; Guerineau et al., 1991, Mol. Gen.
Genet. 262:141; Proudfoot, 1991, Cell, 64:671; Sanfacon et
al., 1990, Genes Dev. 5:141; Mogen et al., 1990, Plant
Cell, 2:1261; Munroe et al., 1990, Gene, 91:151; Ballas et

al., 1989, Nucleic Acids Res. 17:7891; Joshi et al., 1987,
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Nucleic Acids Res., 15:9627.

Em algumas formas de realizacdo, as construcdes
para a expressdo do gene heterdlogo de interesse incluem
uma ou mais das sequéncias que se verifica aumentarem a
expressdo genética a partir do interior da wunidade de
transcricdo. Estas sequéncias podem ser utilizadas em
conjuncdo com as sequéncias de A4cidos nucleicos de
interesse para aumentar a expressdo em plantas. Verificou-
se qgue varias sequéncias de intrdes aumentam a expresséo,
particularmente em células de monocotileddneas. As
sequéncias de intrdo foram incorporadas de rotina em
vetores de transformacdo de plantas, tipicamente dentro das

sequéncias lider ndo-traduzidas.

Em algumas formas de realizacdo, uma construcédo
para a expressdo da sequéncia heterdloga de Acidos
nucleicos de interesse também inclui um regulador tal como
um sinal de localizacdo nuclear (Kalderon et al., 1984,
Cell 39:499; Lassner et al., 1991, Plant Molecular Biology
17:229), uma sequéncia de consenso de traducdo vegetal
(Joshi, 1987, Nucleic Acids Research 15:6643), um intréo
(Luehrsen e Walbot, 1991, Mol. Gen. Genet. 225:81l), e
semelhantes, ligados operacionalmente a sequéncia de &cidos

nucleicos que codifica um gene heterdlogo.

Na preparacdo da construcdo dque compreende a
sequéncia de A4cidos nucleicos gque codifica um gene

heterélogo, ou codifica wuma sequéncia concebida para
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diminuir a expressdo do gene heterdlogo, podem ser
manipulados varios fragmentos de DNA de modo a proporcionar
sequéncias de DNA na orientacdo desejada (e.g., de sentido
ou anti-sentido) e, como apropriado, na grelha de leitura
desejada. Por exemplo, podem ser empregues adaptadores ou
ligantes para unir os fragmentos de DNA, ou podem ser
utilizadas outras manipulacdes para proporcionar sitios de
restricdo convenientes, remocdo de DNA supérfluo, remocéo
de sitios de restricdo, e semelhantes. Para este efeito, é
preferencialmente empregue mutagénese 1in vitro, reparacio
por iniciadores, restricéo, emparelhamento, ressecéao,
ligacdo, e semelhantes, em que estdo envolvidas insercdes,
delecdbes ou substituicdes (e.qg., transicdes e

transversdes) .

Estéo disponiveis numerosos vetores de
transformacdo para transformacdo de plantas. A selecdo de
um vetor para utilizacdo 1ré& depender da técnica de
transformacéo preferida e da espécie alvo para a
transformacdo. Para certas espécies alvo, sdo preferidos
diferentes marcadores de selecdo de antibidético ou
herbicida. Os marcadores de selecdo utilizados de rotina na
transformacdo incluem o gene nptII que confere resisténcia
a canamicina e antibidéticos relacionados (Messing e Vierra,
1982, Gene 19: 259; Bevan et al., 1983, Nature 304:184), o
gene bar que confere resisténcia ao herbicida
fosfinotricina (White et al., 1990. Nucl Acids Res.
18:1062; Spencer et al., 1990. Theor. Appl. Genet. 79:625),

o gene hph que confere resisténcia ao antibidtico
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higromicina (Blochlinger e Diggelmann, 1984, Mol. Cell.
Biol. 4:2929), e o gene dhfr que confere resisténcia ao

metotrexato (Bourouils et al., 1983, EMBO J., 2:1099).

Em algumas formas de realizacéo, 0 vetor
plasmidico Ti (T-DNA) estd adaptado para utilizacdo num
processo de transfecdo mediado por Agrobaeterium tal como
na Patente US 6,369,298 (sorgo), e nas Patentes US
5,981,839, 6,051,757, 5,981,840, 5,824,877 e 4,940,838. A
construcdo de plasmideos Ti e Ri recombinantes em geral
segue os métodos tipicamente utilizados com vetores mais
comuns, tais como o pBR322. A utilizacdo adicional pode ser
feita de elementos genéticos acessérios por vezes
encontrados com os plasmideos nativos e por vezes
construidos a partir de sequéncias estranhas. Estes podem
incluir, mas ndo estdo limitadas a, genes estruturais para

resisténcia a antibidéticos como genes de selecéo.

Existem dois sistemas de vetor plasmidico
recombinante, Ti e Ri, actualmente em uso. O primeiro
sistema é designado sistema “co-integrado”. Neste sistema,
o vetor vaivém contendo o gene de interesse é inserido por
recombinacdo genética num plasmideo Ti ndo-oncogénico que
contém o0s elementos de atuacdo cis e de atuacdo trans
necessarios para transformacdo de plantas como, por
exemplo, no vetor vaivém pMLJl e o plasmideo ndo-oncogénico
Ti pGV3850. A utilizacdo de TDNA como uma regido

flanqueadora numa construcdo para integracdo num plasmideo

Ti- ou Ri- foi descrita na EPO No. 116,718 e Pedidos PCT
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N°s. WO 84/02913, 02919 e 02920; Herrera-Estrella, 1983,
Nature 303:209-213; Fraley et al., 1983, Proc. Natl. Acad.
Sci, USA 80:4803-4807; Horsch et al., 1984, Science

223:496-498; e DeBlock et al., 1984, EMBO J. 3:1681-16809.

O segundo sistema é designado o sistema “binario”
no qual sdo utilizados dois plasmideos e o gene de
interesse é inserido num vetor vaivém contendo os elementos
de atuacdo cis necessarios para a transformacdo da planta.
As outras funcdes necessdrias sdo proporcionadas em trans
pelo plasmideo Ti n&o oncogénico como exemplificado pelo
vetor wvaivém pBIN19 e o plasmideo Ti ndo oncogénico
PAL4404. Alguns desses vetores estédo disponiveis

comercialmente.

Em algumas formas de realizacdo, a sequéncia de
dcidos nucleico de interesse ¢é dirigida a um locus
particular no genoma da planta. A integracdo da sequéncia
de 4&cidos nucleico de interesse dirigida a um sitio no
genoma da célula vegetal pode ser alcancada através de, por
exemplo, recombinacao hombéloga utilizando sequéncias
derivadas de Agrobacterium. De um modo geral, as células
vegetais sdo incubadas com um estirpe de Agrobacterium que
contém um vetor alvo no qual as sequéncias gue séo
homdélogas a uma sequéncia de DNA dentro do locus alvo séo
flanqueadas por sequéncias de DNA de transferéncia de
Agrobacterium (T-DNA), como previamente descrito (Patente
U.S. N°. 5,501,967). Um especialista na arte sabe que a

recombinacdo homéloga pode ser alcancada utilizando vetores
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de direcionamento que contém sequéncias que sdo homdlogas a
qualgquer parte do gene da planta alvo, quer pertenca aos
elementos de regulacdo do gene ou as regides codificantes
do gene. A recombinacdo homéloga pode ser conseguida em
qualquer regido do gene de uma planta desde gue a sequéncia
de 4cidos nucleicos das regides que flanqueiam o sitio con-
siderado alvo sejam conhecidas. Agrobacterium tumefaciens é
uma bactéria do solo comum que provoca a doenca de crista
de galo transferindo algum do seu DNA para a planta
hospedeira. O DNA transferido (T-DNA) ¢é integrado de forma
estédvel no genoma da planta, em gque a sua expressido conduz
a sintese de hormonas vegetais e depois ao crescimento
tumoral das células. Um complexo macromolecular putativo
forma-se no processo de transferéncia de T-DNA para fora da

célula bacteriana para a célula vegetal.

Em algumas formas de realizacéo, os acidos
nucleicos como aqui revelado s&do utilizados para construir
vetores derivados de virus de TNA (+) da planta (e.qg.,
virus do mosaico de brome, virus do mosaico do tabaco,
virus do mosaico da alfafa, virus do mosaico do pepino,
virus do mosaico do tomate, e suas combinacdes e seus
hibridos). De um modo geral, o polinucledétido heterdlogo
inserido pode ser expresso a partir destes vetores como a
proteina de fusdo (e.g., proteina de fusdo da proteina de
revestimento) ou do seu prdéprio promotor subgendmico ou
outro promotor. Métodos para a construcdo e utilizacéo
desses virus sdo descritos nas Patentes U.S. N°s.

5,846,795; 5,500,360; 5,173,410; 5,965,794; 5,977,438; e
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5,866,785.

Em algumas formas de realizacdo, uma sequéncia
heterbloga de &cidos nucleicos de interesse que compreende
um transgene de ALS mutante como se encontra no germoplasma
KSU 06MN8419 depositado sob ATCC No: PTA-7999 é introduzida
diretamente numa planta. Em algumas formas de realizacdo, o
transgene de ALS mutante é pelo menos 95% homdélogo, pelo
menos 97% homdélogo, ou pelo menos 99% hombélogo ao gene de
resisténcia ao herbicida de ALS como Sse encontra no
germoplasma KSU 06MN8419 e compreende as substituigdes de
aminocdcidos ValssziIle e Trpb545Leu. Um vetor util para as
técnicas de transferéncia direta do gene em combinacdo com
a selecdo pelo herbicida Basta (ou fosfinotricina) ¢ uma
versdo modificada do plasmideo pCIB246, com um promotor 358
do CaMV em fusédo operacional com o gene GUS de E. coli e o

terminador de transcricdo 35S de CaMV (WO 93/07278).

Assim que a sequéncia de 4acidos nucleicos que
codifica o gene heterdlogo esteja ligado operacionalmente a
um promotor apropriado e inserido num vetor adequado para a
técnica de transformacdo particular utilizada (e.g., um dos
vetores descrito acima), O DNA recombinante descrito acima
pode ser introduzido na célula vegetal por varias maneiras
conhecidas na arte. 0Os especialistas na arte irdo apreciar
que a escolha do método depende do tipo de planta destinada
a transformacdo. Em algumas formas de realizacdo, o vetor &
mantido epissomicamente. Em algumas formas de realizacdo, ©

vetor ¢é integrado no genoma. Em algumas formas de
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realizacdo, a transformacdo direta no genoma do plastidio é
utilizada para introduzir o vetor na célula vegetal (por
exemplo, ver Patentes U.S. N°s. 5,451,513; 5,545,817;

5,545,818; Pedido PCT WO 95/16783).

A técnica Dbésica para a transformacdo de
cloroplastos envolve a introducdo de regides de DNA
plastidial clonado que flangqueia um marcador de selecédo
juntamente com o acido nucleico que codifica as sequéncias
de interesse num tecido alvo adequado (e.g., utilizando
biolistica ou transformacdo de protoplastos com cloreto de
cdlcio ou PEG). As regides flanqueadoras de 1 até 1,5 kb,
designadas sequéncias alvo, facilitam a recombinacéo
homéloga com o genoma plastidial e desse modo permite a
substituicdo ou modificacdo de regides especificas do
plastoma. Inicialmente, sdo utilizadas mutacdes pontuais
nos genes cloroplastidiais 165 rRNA e rps 12 que conferem
resisténcia a espectinomicina e/ou estreptomicina como
marcadores de selecdo para transformacdo (Svab et al.,
1990, Proc. Natl. Acad. Sci., 87:8526; Staub e Maliga,
1992, Plant Cell, 4:39). A presenca de sitios de clonagem
entre esses marcadores permitem a criacdo de um vetor de
direcionamento plastidial para a introducdo de moléculas de
DNA estranho (Staub e Maliga, 1993, EMBO J., 12:601). Sé&o
obtidos aumentos substanciais na frequéncia de
transformacédo por substituicdo dos genes de resisténcia aos
antibidéticos recessivos de rRNA ou proteina r com um
marcador de selecdo dominante, codificando o gene aadA

bacteriano a enzima desintoxicante da espectinomicina
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aminoglicdésido-3’ -adeniltransferase (Svab e Maliga, 1993,
Proc. Natl. Acad. Sci., 90:913). Outros marcadores de
selecéo uteis para a transformacéo plastidial s&o
conhecidos na arte e estdo abrangidos dentro do admbito da
presente invencdo. S&do obtidas plantas homoplésmicas para
genomas plastidiais contendo as duas sequéncias de &cido
nucleico separadas por um promotor da presente invencgdo, e
sdo preferencialmente capazes de expressido elevada de RNAs

codificados pela molécula de DNA.

Numa forma de —realizacdo, vetores uUteis na
pradtica da presente invencdo s&o microinjetadas diretamente
nas células vegetais (Crossway, 1985, Mol. Gen. Genet,
202:179). Em algumas formas de realizacdo, o vetor ¢
transferido para a célula vegetal utilizando
polietilenoglicol (Krens et al., 1982, Nature, 296:72;
Crossway et al., 1986, BioTechniques, 4:320); fusdo de
protoplastos com outras entidades tais como minicélulas,
células, 1lisossomas ou outros corpos de superficie com
lipidos de fusdo (Fraley et al., 1982, Proc. Natl. Acad.
Sci., USA, 79:1859); e transformacdo de protoplastos (EP 0
292 435); transferéncia direta de genes (Paszkowski et al.,
1984, EMBO J., 3:2717; Hayashimoto et al., 1990, Plant

Physiol, 93:857).

Em algumas formas de realizacdo, o vetor pode
também ser introduzido nas células vegetais por
electroporacdo. (Fromm, et al., 1985, Proc. Natl. Acad.

Sci. USA 82:5824; Riggs et al., 1986, Proc. Natl. Acad.
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Sci. USA 83:5602). Nesta técnica, os protoplastos vegetais
sdo eletroporados na presenca de plasmideos contendo a
construcdo com o gene. Impulsos elétricos de forca de campo
elevada ©permeabilizam reversivelmente as biomembranas
permitindo a introducdo dos plasmideos. Os protoplastos
vegetais eletroporados reformam a parede celular, dividem,
e formam callus na planta. Adicionalmente a transformacéo
direta, em algumas formas de realizacédo, 0s vetores
compreendem uma sequéncia de &Acidos nucleicos que codifica
um gene heterdélogo séo transferidos utilizando
transformacdo mediada por Agrobacterium (Hinchee et al.,
1988, Biotechnology, 6:915; 1Ishida et al., 1996, Nature
Biotechnology 14:745) . Agrobacterium é um género
representativo da familia gram-negativa das Rhizobiaceae.
As suas espécies sdo responsidveis por tumores nas plantas,
tais como a crista de galo e doenca das raizes peludas. No
tecido desdiferenciado carateristico dos tumores, sé&o
produzidos e catabolizados derivados de aminoacidos
conhecidos como opinas. Os genes bacterianos responsaveis
pela expressdo de opinas sdo uma fonte conveniente de
elementos de controlo para cassetes de expressdo quimérica.
Sequéncias genéticas heterdlogas (e.g., sequéncias de &cido
nucleico ligadas operacionalmente ao promotor da presente
invencdo) podem ser introduzidas em células vegetais
apropriadas, através do plasmideo Ti de Agrobacterium
tumefaciens (previamente descrito). O plasmideo Ti ¢é
transmitido as células vegetais durante a infecdo por
Agrobacterium tumefaciens, e é integrado de forma estéavel

no genoma da planta (Schell, 1987, Science, 237:1176).
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Espécies que sdo sensiveis a infeccdo por Agrobacterium
podem ser transformadas in vitro. Métodos de transformacédo
para produzir plantas de sorgo transgénicas wutilizando
transformacdo mediada por Agrobacterium sido fornecidos na

Patente U.S. 6,369,298.

Em algumas formas de realizacdo, o vetor &
introduzido através da aceleracdo de particulas balisticas
(Patente U.S. N°. 4,945,050; Casas et al., 1993, Proc.

Natl. Acad. Sci. USA 90:11212).

Em algumas formas de realizacdo, apds selecédo
para o material vegetal transformado que pode expressar um
gene heterdlogo que codifica uma proteina heterdéloga ou sua
variante, s&o regeneradas plantas totais. A regeneracdo das
plantas a partir de protoplastos em cultura é descrita em
Evans et al., Handbook of Plant Cell Cultures, Vol. 1:
(MacMillan Publishing Co. New York, (1983); Vasil I. R.
(ed.), Cell Culture and Somatic Cell Genetics of Plants,
Acad. Press, Orlando, Vol. I, (1984) e Vol. III, (1986). E
conhecido gque muitas plantas podem ser regeneradas a partir
de células ou tecidos em cultura, incluindo, mas néo
limitado a, todas as espécies principais de cana-de-acucar,
beterraba acucareira, algod&do, &arvores de fruto e outras
adrvores, legumes e vegetais, e monocotileddbdneas (e.g., as
plantas descritas acima). Os meios para a regeneracéo
variam de espécie para espécie de plantas, mas de um modo
geral a suspensdo de protoplastos transformados contendo

copias do gene heterdlogo é primeiro proporcionada. Forma-
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se tecido de callus e podem ser induzidos rebentos a partir

dos callus e subsequentemente desenvolvem-se raizes.

Alternativamente, pode ser induzida a formacido de
embrides a partir da suspensdo de protoplastos. Estes
embrides germinam e formam plantas maduras. Os meios de
cultura conterdo geralmente varios aminodcidos e hormonas,
tais como auxinas e citoquininas. 0Os rebentos e as raizes
normalmente desenvolvem-se em simultdneo. A regeneracédo
eficiente ird depender do meio, do gendtipo, e da histdria
da cultura. A reprodutibilidade da regeneracido depende do

controlo destas varidveis.

EXEMPLOS

Exemplo 1- Resisténcia a herbicida em gendétipo de

sorgo

As sementes do gendétipo selvagem de sorgo
apresentam um fendtipo de resisténcia a ALS, designado
“Tailwind”, e uma gendtipo de sorgo sensivel ao herbicida
designado 90SN7 foram plantados em vasos de 12 litros numa
estufa. Vadrios de cada tipo de planta foram aspergidos com
1) herbicida Lightning (uma combinacdo de Imazethapyr e
Imazapyr) a taxa de 2,56 oz acre’! (uma taxa de herbicida
de 2x), 2) herbicida Steadfast ® (DuPont™; uma combinacdo
de Nicosulfuron e Rimsulfuron) a uma taxa de 1,50 oz acre’!
(um herbicida a 2x), ou 3) uma combinacdo de herbicida

Lightning a wuma taxa de 2,56 o0z acre! e herbicida
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Steadfast® a uma taxa de 1,50 oz acre-l. Para cada
tratamento, as plantas Tailwind né&do apresentaram essen-
cialmente nenhuma lesdo apds 12 dias de aplicacdo de
herbicida, enquanto as plantas 90SN7 morreram, demonstrando
que as Tailwind tinham resisténcia cruzada as classes IMI
(Herbicida Lightening) e SU (Herbicida Steadfast ®) de

herbicidas de inibicdo de ALS.

Exemplo 2 - Cruzamentos de Tailwind com linhas

parentais de sorgo de elite

Tailwind foi cruzado com véarias linhas parentais
de elite incluindo Tx430 e Wheatland. As populacdes F2
derivadas dos cruzamentos com estas linhas parentais foram
avaliadas por andlise de segregacdo para determinar o
numero de genes envolvidos na expressdo de toleradncia. As
populacdes de plantas foram cultivadas numa estufa e foram
aspergidas com taxas de 1x e 3x do herbicida Accent®
(DuPont™; Nicosulfuron), herbicida Option® (BayerCrop-
Science; Foramsulfuron), e herbicida Steadfast®. As
contagens de populacdo de plantas vivas/mortas permitiu as

andlises genéticas.

A anélise de segregacéo indicou um  gene
principal, parcialmente dominante na populacdo derivada de
Tx430 para cada tratamento de herbicida. Analises de
populacdes semelhantes derivadas dos cruzamentos com
Wheatland indicaram um gene Unico principal, parcialmente

dominante, assim como potencialmente dois ou trés genes
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modificadores gque influenciaram a expressdo relativa do

traco de toleréncia.

Os esforcos de melhoramento de plantas foram
iniciados por retrocruzamento do traco da tolerdncia em
linhas parentais polinizadoras de S0rgo de elite
comercialmente importantes incluindo Tx430, Tx2737, Tx2783,
00MN7645, e HP162 assim como linhas parentais de sementes
de sorgo de elite comercialmente importantes incluindo
Wheatland, Tx3042, OKll, QL41 e Tx643, com selecdo para a
tolerdncia a  herbicida em cada geracéo. A semente
resultante do cruzamento de Tailwind com Tx2783 (BC2F3:F4)

foi depositada em ATCC para acesso publico.

Exemplo 3 - Sequéncia Genética para o gene de

resisténcia a ALS

Foram iniciados esforcos de sequenciacdo genética
para determinar se existia uma mutacdo para um sitio alvo
para o fendétipo de tolerdncia ao herbicida. A pesquisa da
sequéncia realizada wutilizando o Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) do National Institute of Health na base
de dados do The Institute for Genomic Research (TIGR) Plant
Transcript Assemblies identificou uma Montagem de Trans-
crito representando um gene de ALS de sorgo (A3960 4558;
SEQ ID NO: 1). Foram concebidos iniciadores de amplificacédo
para a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR), Fdr-
CACATCACCCTTGTACCAGCTC (SEQ ID NO: 3) e B5-

GATTGTGCACATTGATATTGATCC (SEQ ID NO: 4), para amplificar
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regides do gene do sorgo andlogas as regides do gene AHAS
de Arabidopsis thaliana que se ©pensa influenciar a
expressdo de tolerdncia ao herbicida ALS (A. thaliana:
Alal22, Prol97, Ala205, Trpb574, e Ser653; Tan et al.,

2005) .

Os iniciadores de amplificacdo da reacdo em
cadeia pela polimerase foram utilizados com sucesso para
amplificar a regido do gene em gendtipos de sorgo
resistentes ao herbicida (S1-1, S1-2 e S1-3) e sensiveis
(Tx623 e Tx430) wutilizando as seguintes condic¢cdes do
termociclador: desnaturacdo a 94 °C durante 60 segundos,
emparelhamento a 62 °C durante 45 segundos, e extensdo a
72 °C durante 45 segundos. Os produtos de amplificacdo por
PCR foram purificados utilizando o QTIAquick PCR
Purification Kit (QIAGEN) e sequenciados nas instalacbes de
sequenciacdo da Kansas State University. A sequéncia de
aminodcidos deduzida (SEQ ID NO: 2) apresenta mutacdes em
ValsziIle (GTC até ATC), correspondendo a A. thaliana
ValsesnIle, e TrpsssLeu (TGG até TTG), correspondendo a A.
thaliana Trpsnsleu, em gendtipos resistentes a herbicida

(Figura 1).

LISTAGEM DE SEQUENCIAS
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Gly Gly Ala Phe Lys Asp Met Ile lLeu Asp Gly Asp Gly Arg Thr Val
625 630 635 640
Tyr
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Lisboa, 22 de setembro de 2017
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REIVINDICACOES

1. Molécula de &cido nucleico compreendendo uma
sequéncia de 4&cido nucleico que confere resisténcia a
inibicdo por um ou mais herbicidas da sintase de

acetolactato, em que a referida sequéncia compreende:

(i) uma sequéncia que compreende The Institute
for Genomic Research Transcript Assembly number

TA3960 4558, que possul a sequéncia:
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GTGCCCCCGCCCCAAACCCTCGCGCCGCCTCCGAGACAGCCGCCGCAA
CCATGGCCACCACCGCCGCCECCOGCTGCCOCCGCGCTAGCCGGCGCCA
CTACCGCTGCGCCCAAGGCGAGGCGCCGGGCGCACCTCCTGGCCGCAC
GGCGCGCCCTCGCCGCGCCCATCAGGTGCTCAGCGGCGCCACCCGCCA
CGCTGACGGTGACGGCTCCCCCGGCCACCCCGCTCCGGCCATOGGGCC
CCACCGATCCCCGCAAGGGCGCCGACATCCTCGTCGAGGCTCTTGAGC
GCTGCGGCGTCCGCGACGTCTTCGCCTACCCCGGCGGCGCAGTCCATGG
AGATCCACCAGGCACTCACCCGTTCCCCCGTCATCGCCAACCACCTCT
TCCGCCACGAGCAAGGGGAGGCCTTCGCCGCCTCTGGCTTCGCGCGCT
CCTCGGGCCGCGTCGGCOTCTGCGTCGCCACCTCCGGCCCCGGCGCCA
CCAACCTAGTCTCCGCGCTCGCCGACGCGCTGCTCGACTCCGTCCCCA
TGGTCGCCATCACGGGACAGGTTCCGCGGCGCATGATTGGCACCGACG
CCTTCCAGGAGACGCCCATCGTCGAGGTCACCCGCTCCATCACCAAAC
ATAACTACCTGGTCCTCGACGTCGACGACATCCCCCGCGTCGTGCAGG
AGGCTTTCTTCCTCGCCTCCTCCGGTCGCCCGGGACCGGTGCTTGTCGA
CATCCCCAAGGACATCCAGCAGCAGATGGCCAGTGCCGGTCTGGGACA
CGCCCATGAGTCTGCCTGGGTACATTGCGCGCCTTCCCAAGCCTCCTG
CGACTGAATTGCTTGAGCAGGTGCTGCGTCTTGTTGGTGAATCAAGGC
GCCCTGTTCTTTATGTTGGTGGTGGCTGCGCAGCATCTGGCGAGGAGTT
GCGCCGCTTTGTGGAGATGACTGGAATCCCAGTCACAACTACTCTTAT
GGGCCTTGGCAATTTCCCTGGCGACGACCCACTGTCTCTGCGCATGCTT
GGTATGCATGGCACGGTGTATGCAAATTATGCAGTGGATAAGGCGGAT
CTGTTGCTTGCATTTGGTGTGCGGTTTGATGATCGTGTGACAGGGAAG
ATTGAGGCTTTTGCAAGCAGGGCTAAGATTGTGCACATTGATATTGAT
CCCGCTGAGATTGGCAAGAACAAGCAGCCACATGTGTCCATCTGTGCA
GACGTTAAGCTTGCTTTGCAGGGCATGAATGCTCTTCTGGAAGGAAGC
ACATCAAAGAAGAGCTTTGACTTTGGCTCATGGCAAGCTGAGTTGGAT
CAGCAGAAGAGAGAGTTCCCCCTTGGGTATAAAACTTTTGATGACGAG
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ATCCAGCCACAATATGCTATTCAGGTTCTTGATGAGCTGACAAAAGGG
GAGGCCATCATTGCCACAGGTGTTGGGCAGCACCAGATGTGGGCGGC
ACAGTACTACACTTACAAGCGGCCAAGGCAGTGGTTGTCTTCAGCTGG
TCTTGGGGCTATGGGATTTGGTTTGCCGGCTGCTGCTGGCGCTGCTGTG
GCCAACCCAGGTATCACTGTTGTTGACATCGACGGAGATGGTAGCTTC
CTCATGAACATTCAGGAGCTAGCTATGATCCGAATTGAGAACCTCCCA
GTGAAGGTCTTTGTGCTAAACAACCAGCACCTGGGGATGGTGGTGCAG
TGGGAGGACAGGTTCTATAAGGCCAATAGAGCACACACATACTTGGG
AAACCCAGAGAATGAAAGTGAGATATATCCAGATTTCGTGACAATTGC
CAAAGGGTTCAACATTCCAGCAGTCCGTGTGACAAAGAAGAGCGAAG
TCCATGCAGCAATCAAGAAGATGCTTOGAGACTCCAGGGCCATACCTCT
TGGATATAATCGTCCCGCACCAGGAGCATGTGTTGCCTATGATCCCTA
GTGGTGGGGCTTTCAAGGATATGATCCTGGATGGTGATGGCAGGACTG
TGTATTGATCTAAATTTCAGCATGCACATCTCCCTGCCTTTCTTTGACA
TGCATATGAGCTGGTACAAGGGTGATGTGTTATTTATGTGATGTTCTCC
TOGTGTTCTATCTTTTTGTAAGCCGTCAGCTATCTATAGTGTGCTTGTTTG
ATGTACTCTGTTATGGTAATCTTAAGTAGTTTCCTACCTTGTAGTGGTG
TAGTCTGTTGTTTCGTGCTGGCATATCTGTCATCAGAGGTCATGTAAGT
GCCTTTTGCTACAGATAAATAAGGAAATAAGCATTGCTATGCAGTGGT
TCTG

ou uma sequéncia pelo menos 95% hombdloga a esta,
e qgue compreende ainda as substituicdes de
nucledétidos de guanina substituida com adenina na
posicdo 1641 e guanina substituida por timina na

posicédo 1684; ou

(ii) um gene de resisténcia a sintase de
acetolactato como se encontra em ATCC N°. PTA-
7999, ou uma sequéncia pelo menos 95% hombdloga a
esta que compreende ainda as substituicdes de
nucledétidos de guanina substituida com adenina na

posicdo 1641 de TA3960 4558 cuja sequéncia ¢&
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apresentada acima sob (i) e guanina substituida

por timina na posicdo 1684 de TA3960 4558.

2. Molécula de &cido nucleico da reivindicacédo
1, em que a sequéncia de aminodcidos codificada compreende
a sequéncia de aminoadcidos deduzida de The Institute for
Genomic Research Transcript Assembly number TA3960 4558,

que possul a sequéncia:

MATTAAAAAAALAGATTAAPKARRRAHLLAARRALAAPIRCSAAPPATLTVTAPP
ATPLRPWGPTDPRKGADILVEALERCGVRDVFAYPGGASMEIHQALTRSPVIANHL
FRHEQGEAFAASGFARSSGRVGVCVATSGPGATNLVSALADALLDSVPMVAITGQ
VPRRMIGTDAFQETPIVEVTRSITKHNYLVLDVDDIPRVVQEAFFLASSGRPGPVLV
DIPKDIQQQMAVPVWDTPMSLPGYIARLPKPPATELLEQVLRLVGESRRPVLY VGG
GCAASGEELRRFVEMTGIPVTTTLMGLGNFPGDDPLSLRMLGMHGTVYANYAVD
KADLLLAFGVRFDDRVTGKIEAFASRAKIVHIDIDPAEIGKNKQPHVSICADVKLAL
QGMNALLEGSTSKKSFDFGSWQAELDQQKREFPLGYKTFDDEIQPQYAIQVLDEL

TKGEAIIATGVGQHQMWAAQYYTYKRPRQWLSSAGLGAMGFGLPAAAGAAVAN
PGITVVDIDGDGSFLMNIQELAMIRIENLPVKVFVLNNQHLGMVVQWEDRFYKAN
RAHTYLGNPENESEIYPDFVTIAKGFNIPAVRVTKKSEVHAAIKKMLETPGPYLLDI
IVPHQEHVLPMIPSGGAFKDMILDGDGRTVY

que compreende ainda as substituicdes de

aminoacidos de ValsziIle e TrpsssLeu.

3. Vetor gque compreende a molécula de A&cido
nucleico da reivindicacdo 1 ou reivindicacdo 2 ligados
operacionalmente a um promotor e ligado operacionalmente a

pelo menos uma sequéncia reguladora.

4. Célula compreendendo o) vetor da



PE2511373 -5 -

reivindicacdo 3, em que a célula é uma célula vegetal.

5. Virus de RNA qgue compreende a molécula de

dcido nucleico da reivindicacdo 1 ou reivindicacido 2.

6. Parte de planta de sorgo que compreende a
molécula de acido nucleico da reivindicacéao 1 ou

revindicacdo 2.

7. Parte de planta de sorgo da reivindicacédo 6,
em que a parte da planta de sorgo é uma semente ou tecido

vegetal.

8. Método para transformar uma célula vegetal
que compreende transformar a referida célula com o vetor da

reivindicacdo 3.

9. Método da reivindicacdo 8, compreendendo
ainda o passo de regenerar uma planta transgénica a partir

da célula vegetal transformada.

10. Polipéptido codificado pela molécula de

dcido nucleico da reivindicacdo 1 ou da reivindicacdo 2.

11. Polipéptido da reivindicacdo 10, em que ©
polipéptido compreende a sequéncia de aminoadcidos deduzida
de The Institute for Genomic Research Transcript Assembly

number TA3960 4558, que possul a sequéncia:
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MATTAAAAAAALAGATTAAPKARRRAHLLAARRALAAPIRCSAAPPATLTVTAPP
ATPLRPWGPTDPRKGADILVEALERCGVRDVFAYPGGASMEIHQALTRSPVIANHL
FRHEQGEAFAASGFARSSGRVGVCVATSGPGATNLVSALADALLDSVPMVAITGQ
VPRRMIGTDAFQETPIVEVTRSITKHNYLVLDVDDIPRVVQEAFFLASSGRPGPVLV
DIPKDIQQQMAVPVWDTPMSLPGYIARLPKPPATELLEQVLRLVGESRRPVLYVGG
GCAASGEELRRFVEMTGIPVTTTLMGLGNFPGDDPLSLRMLGMHGTVYANYAVD
KADLLLAFGVRFDDRVTGKIEAFASRAKIVHIDIDPAEIGKNKQPHVSICADVKLAL
QGMNALLEGSTSKKSFDFGSWQAELDQQKREFPLGYKTFDDEIQPQYAIQVLDEL
TKGEAIIATGVGQHQMWAAQYYTYKRPRQWLSSAGLGAMGFGLPAAAGAAVAN
PGITVVDIDGDGSFLMNIQELAMIRIENLPVKVFVLNNQHLGMVVQWEDRFYKAN
RAHTYLGNPENESEIYPDFVTIAKGFNIPAVRVTKKSEVHAAIKKMLETPGPYLLDI
IVPHQEHVLPMIPSGGAFKDMILDGDGRTVY

que compreende ainda as substituicdes de

aminodcidos de ValsziIle e TrpsssLeu.

Lisboa, 22 de setembro de 2017
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