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RESUMO
"EVENTO DE MILHO 3272 E METODOS PARA A SUA DETEGAO"

E revelado um novo evento de milho transgénico designado 3272.
A invengdo refere-se a sequéncias de ADN dos constructos
recombinantes inseridos no genoma do milho que originaram o
evento 3272 e de sequéncias gendmicas que flangueiam os sitios
de 1insercdo bem como a ensaios para detetar a presenga do
evento 3272 com base nestas novas sequéncias. A invencdo
refere-se adicionalmente a sementes de plantas de milho que
compreendem o gendtipo de 3272, uma plantas de milho gue
compreendem o gendtipo de 3272 e a métodos para produzir uma
planta de milho por cruzamento de uma planta de milho que
compreende o gendtipo de 3272 consigo prépria ou outra

variedade de milho.



DESCRICAO
"EVENTO DE MILHO 3272 E METODOS PARA A SUA DETECAO"

CAMPO DA INVENGAO

A presente 1invencdo refere-se genericamente ao dominio da
biologia molecular de plantas, transformacdo de plantas e
melhoramento de plantas. Mais especificamente, a invencdo
refere-se a plantas de milho transgénicas com autoprocessamento
gue compreendem um novo gendtipo transgénico e a métodos de
detecdo da presenca do ADN da planta de milho numa amostra e

suas composigdes.

ANTECEDENTES

Utilizam-se enzimas para processar uma variedade de produtos
agricolas como madeira, frutos e vegetais, amidos, sumos e
semelhantes. Tipicamente, enzimas de processamento sdo
produzidas e recuperadas a escala industrial a partir de varias
fontes, como fermentacdo microbiana (cw—amilase de Bacillus) ou
isolamento a partir de plantas (B-galactosidase do café ou
papaina de ©partes de plantas). Utilizam-se ©preparacgdes
enzimaticas em diferentes aplicacdes de processamento
misturando a enzima e o substrato sob as condigbes apropriadas
de humidade, temperatura, tempo e mistura mecénica de modo que
a reacdo enzimatica se dé de um modo comercialmente viavel.
Uma &rea na qual enzimas desempenham um papel importante é a

Area da moagem de milho.

Hoje em dia, o milho é moido para se obter amido de milho e

outros coprodutos da moagem do milho, como racdo de gluten de



milho, farelo de gluten de milho e &leo de milho. O amido
obtido do processo é muitas vezes adicionalmente processado
noutros produtos, como amidos derivatizados e acgucares, ou
fermentado para preparar uma variedade de produtos, incluindo

dlcoois ou &acido latico.

O processo de recuperacgdo de amido a partir de grdos de milho
é bem conhecido e envolve um processo de moagem a humido. A
moagem a humido de milho envolve muitos passos demorados e
dispendiosos, que 1incluem maceracdo do grdo de milho,
trituracdo do grdo de milho e separacdo dos componentes do
grdo. Processos de moagem a seco de preparacdo de agucares
fermentéaveis (e depois etanol, por exemplo) a partir de amido
de milho facilitam um contacto eficiente de enzimas exdgenas
com amido. Estes processos reguerem menos investimento de
capital do gue a moagem a humido mas ainda s8o desejaveis
vantagens econdmicas significativas, pois muitas vezes os
coprodutos derivados destes processos ndo sdo tdo valiosos

quanto os derivados da moagem da humido.

Assim, para a moagem a seco é necessario um método que melhore
a eficiéncia do processo e/ou aumente o valor dos coprodutos.
Para a moagem a humido é necessario um método de processamento
de amido que ndo requeira o equipamento necessario para passos
prolongados de maceracdo, trituracdo, moagem e/ou separacgio
dos componentes do grdo. Por exemplo, é necessario modificar
ou eliminar o passo maceragdo na moagem a humido pois tal ira
reduzir a quantidade de 4&aguas residuais gue ¢é necessario
desperdicgar, desse modo poupando energia e tempo e aumentando

a capacidade do moinho (os grdos 1rdo passar menos tempo nas



cubas de maceracdo). Também é necessario eliminar ou melhorar
o0 processo de separacgdo do endosperma gue contém amido do

embrido.

A presente invencdo refere-se a uma planta de milho (Zea mays)
transgénica com autoprocessamento gque incorporou no seu genoma
um gene de o-—amilase sintético (amy797E) que codifica uma o-—
amilase Amy7927E termoestavel capaz de processar amido em
plantas. Por expressdo e ativacdo da o-amilase, a planta ou
parte de planta processa o substrato no qual atua a o—-amilase.
Este "autoprocessamento" origina uma melhoria significativa na
preparacdo de amido disponivel para fermentacdo. Assim, métodos
que empregam tais plantas e partes de plantas podem eliminar a
necessidade da moagem ou destruicdo fisica de outro modo da
integridade de partes de plantas antes da recuperacdo de
produtos derivados de amido. O evento de milho transgénico
também incorporou no seu genoma um gene mand, dagqui em diante
denominado gene pmi, gque codifica uma enzima fosfomanose
isomerase (PMI), util como marcador selecionavel, que permite

que a planta utilize manose como fonte de carbono.

A expressédo de genes estranhos em plantas pode ser influenciada
pela sua localizacdo no genoma da planta, talvez devido a
estrutura da cromatina ou a proximidade de elementos
reguladores da transcricdo perto do sitio de integracdo
(Weising et al., 1988, Ann. Rev. Genet. 22: 421-477). Por este
motivo é muitas vezes necessario rastrear um grande numero de
eventos para identificar um evento caracterizado por expressdo
6tima de um gene de interesse introduzido. Por exemplo, foi

observado em plantas e noutros organismos que pode haver



grandes variagdes nos niveis de expressdo de um gene heterdlogo
introduzido no cromossoma do genoma de uma planta entre eventos
individualmente selecionados. Também pode haver diferencas em
padrdes de expressdo espacial ou temporal, por exemplo,
diferencas na expressdo relativa de um transgene em vAarios
tecidos de plantas, que podem ndo corresponder aos padrdes
esperados de elementos reguladores da transcricdo presentes no
constructo do gene introduzido. Em consequéncia, ¢é comum
produzir centenas de eventos diferentes e rastrear tais eventos
guanto a um unico evento que tenha niveis e padrdes de expressio
de transgenes desejados para fins comerciais. Um evento que
tenha niveis ou padrdes desejados de expressdo de transgenes é
util para introgressédo do transgene noutros contextos genéticos
por cruzamento exogamico sexuado utilizando métodos de
melhoramento convencionais. A progenitura de tais cruzamentos
mantém as caracteristicas de expressdo de transgenes do
transformante original. ©Utiliza-se esta estratégia para
assegurar expressdo genética fidvel nalgumas variedades que

estdo bem adaptadas a condigdes de cultura locais.

Sera vantajoso conseguir detetar a presenca de um evento
particular para determinar se a progenitura de um cruzamento
sexuado contém um transgene de interesse. Além disso, um método
para detetar um evento particular ajudara a cumprir
regulamentacdes que requerem a aprovagdo pré-comercializacgdo e
etiquetagem de alimentos derivados de plantas de culturas
recombinantes, por exemplo, ou para utilizacdo na monitorizacéo
ambiental, monitorizacdo de caracteristicas em culturas no

campo ou monitorizacdo de produtos derivados de uma colheita,



bem como para utilizacdo no cumprimento de partes sujeitas a

termos regulamentares ou contratuais.

E possivel detetar a presenca de um transgene por qualquer
método de detecdo de acidos nucleicos bem conhecido, incluindo
mas ndo se limitando a amplificacdo térmica (reacdo em cadeia
de polimerase (PCR)) utilizando iniciadores polinucleotidicos
ou hibridacgdo de ADN utilizando sondas de acidos nucleicos.
Tipicamente, por motivos de simplicidade e uniformidade de
reagentes e metodologias para utilizacdo na detecdo de um
constructo de ADN particular que foi utilizado para a
transformacdo de diversas variedades de plantas, estes métodos
de detecdo centram-se geralmente em elementos genéticos
frequentemente utilizados, como promotores, terminadores,
genes marcadores e semelhantes, porgque, para muitos constructos
de ADN, a regido da sequéncia codificadora é intermutavel. Em
resultado, tais métodos podem ndo ser Uteis para distinguir
constructos que diferem apenas na sequéncia codificadora. Além
disso, tais métodos podem ndo ser Uteis para distinguir
diferentes eventos, particularmente os produzidos utilizando
um constructo de ADN igual ou semelhante, a menos dque a
sequéncia do ADN flangqueador adjacente ao ADN heterdlogo

inserido seja conhecida.

O documento WO03/018766 revela um evento de Milho.

RESUMO

0O relatério descritivo ¢é dirigido a um evento de milho
transgénico, designado 3272, compreendendo um novo gendtipo

transgénico que compreende um gene de c—amilase amy797E e um



gene pmi gque confere a planta a capacidade de hidrolisar amido
sob altas temperaturas e a capacidade de utilizar manose como
fonte de carbono, respetivamente, para o evento de milho 3272
e sua progenitura. Descrevem-se aqul composicdes e métodos para
detetar a presenca de acidos nucleicos do evento 3272 com base
na sequéncia de ADN das cassetes de expressdo recombinantes
inseridas no genoma do milho que originaram o evento 3272 e de
sequéncias gendmicas que flangueiam o sitio de insercdo. Também
se descrevem plantas de milho transgénicas compreendendo o
gendétipo descrito aqui, sementes de plantas de milho
transgénicas compreendendo o referido gendétipo e métodos para
produzir uma planta de milho transgénica compreendendo o
gendétipo por cruzamento de uma linhagem endogémica de milho
compreendendo o gendtipo consigo prépria ou com outra linhagem
de milho de um gendtipo diferente. As plantas de milho
transgénicas podem ter essencialmente todas as caracteristicas
morfolégicas e fisioldgicas da planta de milho ndo transgénica
isogénica correspondente para além das conferidas a planta de
milho pelo novo gendtipo. O evento 3272 pode ser adicionalmente
caracterizado por andlise dos niveis de expressdo das proteinas
Amy797E e PMI bem como por teste da atividade enzimatica das

plantas.

De acordo com um aspeto, a presente invencdo proporciona uma
molécula de acido nucleico isoclada que liga uma molécula de
ADN heterélogo ao genoma da planta de milho no evento de milho
3272 que consiste em pelo menos uma sequéncia de nucledtidos
de juncdo do evento de milho 3272 selecionada do grupo que
consiste na SEQ ID NO: 1 e SEQ ID NO: 2, em que a sequéncia de

juncdo abrange a jungdo entre o ADN heterdlogo gue compreende



a cassete de expressdo inserida no genoma do milho e ADN do
genoma do milho que flangqueia o sitio de insercdo. A molécula
de &cido nucleico 1isolada de acordo com este aspeto pode
compreender pelo menos 20 ou pelo menos 50 nucledtidos
contiguos de uma sequéncia de ADN heterdlogo inserida no genoma
da planta de milho do evento de milho 3272 e pelo menos 20 ou
pelo menos 50 nucledtidos contiguos de um ADN do genoma da
planta de milho que flanqueia o ponto de insercdo de uma
sequéncia de ADN heterdélogo inserida no genoma da planta de

milho do evento de milho 3272.

De acordo com outro aspeto descreve-se aquil uma molécula de
dcido nucleico isolada compreendendo uma sequéncia de
nucledtidos que compreende pelo menos uma sequéncia de juncdo
do evento 3272 selecionada do grupo que consiste na SEQ ID NO:
1 e SEQ ID NO: 2 e seus complementos. Uma sequéncia de juncéo
abrange a Jjuncdo entre o ADN heterdélogo que compreende as
cassetes de expressdo inseridas no genoma do milho e ADN do
genoma do milho que flanqueia o sitio de insercdo e ¢

diagnéstico do evento 3272.

Noutro aspeto descreve-se um acido nucleico isolado que liga
uma molécula de ADN heterdlogo ao genoma da planta de milho no
evento de milho 3272 que compreende uma sequéncia com desde
cerca de 11 até cerca de 20 nucledtidos contiguos selecionada
do grupo gue consiste na SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 e seus

complementos.

Também se descreve uma molécula de &cido nucleico isolada

compreendendo uma sequéncia de nucledtidos selecionada do grupo



qgue consiste na SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ

ID NO: 4 e seus complementos.

De acordo com outro aspeto da invengdo é proporcionado um
amplicdo que compreende uma molécula de &cido nucleico da

invencéo.

Descrevem—-se 1iniciadores de sequéncias flanqueadoras para
detetar o evento 3272. Tais iniciadores de sequéncias
flanqueadoras compreendem uma sequéncia de nucledtidos isolada
de pelo menos 10-15 nucledtidos contiguos dos nucledtidos 1-
1409 da SEQ ID NO: 3 (arbitrariamente designada agqui sequéncia
flanqueadora 5H'") ou o0s seus complementos. Num aspeto,
iniciadores de sequéncias flanqueadoras s8o selecionados do
grupo que consiste na SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO:
39, SEQ ID NO: 45 e SEQ ID NO: 48 e os seus complementos.

Noutro aspeto, os iniciadores de sequéncias flanqueadoras
compreendem uma sequéncia de nucledtidos de pelo menos 10-15
nucledtidos contiguos dos nucledtidos 322-1879 da SEQ ID NO: 4
(arbitrariamente designada aqui sequéncia flanqueadora 3') ou
os seus complementos. Num elemento deste aspeto, os iniciadores
de sequéncias flangqueadoras sdo selecionados do grupo due
consiste na SEQ ID NO: 36 e SEQ ID NO: 42 e os seus

complementos.

De acordo com outro aspeto descrevem-se pares de iniciadores
gue sdo Uteis para amplificacgdo de &acidos nucleicos, por
exemplo. Tals pares de iniciadores compreendem um primeiro

iniciador que compreende uma sequéncia de nucledtidos de pelo



menos 10-15 nucledtidos contiguos de comprimento que é ou é
complementar a uma das sequéncias flanqueadoras gendmicas acima
descritas (SEQ ID NO: 3 ou SEQ ID NO: 4) e um segundo iniciador
que compreende uma sequéncia de nucledtidos de pelo menos 10-
15 nucledtidos contiguos de ADN heterdlogo inserido no genoma
do evento 3272, 0 segundo iniciador compreende
preferencialmente uma sequéncia de nucledtidos que €& ou é
complementar a sequéncia de inserto adjacente a sequéncia de
ADN flangueadora gendmica da planta apresentada na SEQ ID NO:
3 desde a posigdo do nucledtido 1410 até 1600 e na SEQ ID NO:

4 desde a posicdo do nucledtido 1 até 321.

De acordo com outro aspeto descrevem-se métodos de detecdo da
presenca de ADN correspondente ao evento 3272 numa amostra
biolbégica. Tais métodos compreendem: (a) contactar a amostra
que compreende ADN com um par de iniciadores gue, guando
utilizados numa reacdo de amplificacgdo de &cido nucleico com
ADN gendmico do evento de milho 3272, produzem um amplicdo gque
é diagnéstico do evento de milho 3272; (b) conduzir uma reacdo
de amplificacdo de &cido nucleico, desse modo produzindo o
amplicdo, e (c) detetar o amplicdo, em dgque o amplicdo
compreende uma sequéncia de nucledtidos selecionada do grupo

que consiste na SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 e seus complementos.

De acordo com outro aspeto descrevem-se métodos de detecdo da
presengca de um ADN correspondente ao evento 3272 numa
biolbégica. Tais métodos compreendem: (a) contactar a amostra
compreendendo ADN com uma sonda que hibrida, sob condigdes de
estringéncia elevada, com ADN gendémico do evento de milho 3272

e ndo hibrida, sob condig¢des de estringéncia elevada, com ADN
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de uma planta de milho de controlo; (b) sujeitar a amostra e
sonda a condig¢des de hibridacdo de estringéncia elevada, e (c)

detetar a hibridacdo da sonda com o ADN.

Descreve-se um estojo para a detecdo de Aacidos nucleicos do
evento 3272 numa amostra bioldgica. O estojo inclui pelo menos
uma sequéncia de ADN compreendendo um comprimento suficiente
de polinucledétidos que é ou é complementar a SEQ ID NO: 1, SEQ
ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 ou SEQ ID NO: 4, em gue as sequéncias
de ADN sdo Uteis como iniciadores ou sondas gque hibridam com
ADN isolado do evento 3272 e que, por amplificagdo ou
hibridacdo com uma sequéncia de acido nucleico numa amostra
seguido de detecdo do amplicdo ou hibridacdo com a sequéncia-
alvo, sdo diagnéstico da presenca de sequéncias de &acidos
nucleicos do evento 3272 na amostra. O estojo inclui
adicionalmente outros materiais necessarios para permitir a
implementacdo de métodos de hibridacdo ou amplificacdo de

dcidos nucleicos.

Outro aspeto descrito aqui consiste num método de detecdo da
proteina do evento de milho 3272 numa amostra bioldgica, gque
compreende: (a) extrair proteina de uma amostra de tecido do
evento de milho 3272; (b) avaliar a proteina extraida
utilizando um método 1imunoldgico que compreende anticorpo
especifico para a proteina 1inseticida ou de marcador
selecionavel produzida pelo evento 3272, e (c) detetar a
ligacdo do referido anticorpo a proteina inseticida ou de

marcador selecionavel.
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Outro aspeto descrito aqui consiste numa amostra bioldgica
derivada de uma planta, tecido ou semente de milho com o evento
3272, em gque a amostra compreende uma sequéncia de nucledtidos
que é ou & complementar a uma sequéncia selecionada do grupo
que consiste na SEQ ID NO: 1 e SEQ ID NO: 2 e em gue a sequéncia
é detetdvel na amostra utilizando um método de amplificacdo de
adcidos nucleicos ou hibridacdo de acidos nucleicos. Num
elemento deste aspeto, a amostra é selecionada do grupo dque
consiste em farinha de milho, farelo de milho, xarope de milho,
6leo de milho, amido de milho e cereais produzidos, na
totalidade ou em parte, para conterem produtos secundarios de

milho.

Também se descreve um extrato derivado de uma planta, tecido
ou semente de milho com o evento 3272 compreendendo uma
sequéncia de nucledtidos que ¢é ou ¢é complementar a uma
sequéncia de nucledtidos selecionada do grupo gue consiste na
SEQ ID NO: 1 e SEQ ID NO: 2. A sequéncia é detetavel no extrato
utilizando um método de amplificacdo de &acidos nucleicos ou
hibridacdo de acidos nucleicos. A amostra é selecionada do
grupo que consiste em farinha de milho, farelo de milho, xarope
de milho, 6leo de milho, amido de milho e cereais produzidos,
na totalidade ou em parte, para conterem produtos secundarios

de milho.

Descrevem—-se plantas e sementes de milho que compreendem as

moléculas de &cidos nucleicos da invencéo.

Outro aspeto descrito aqui consiste num método para produzir

uma planta de milho resistente a infestacdo pelo menos pela
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lagarta das raizes do milho, que compreende: (a) cruzar de modo
sexuado uma primeira planta de milho paterna com uma segunda
planta de milho paterna, em que a referida primeira ou segunda
planta de milho paterna compreende ADN do evento de milho 3272,
desse modo produzindo uma pluralidade de plantas de progenitura
de primeira geracdo; (b) selecionar uma planta de progenitura
de primeira geracgdo que é resistente a infestacdo pelo menos
pela lagarta das raizes do milho; (¢) autofecundar a planta de
progenitura de primeira geragdo, desse modo produzindo uma
pluralidade de plantas de progenitura de segunda geracdo; (d)
selecionar, das plantas de progenitura de segunda geracdo, uma
planta que é resistente a infestacdo pelo menos pela lagarta
das raizes do milho; em que as plantas de progenitura de segunda
geragdo compreendem uma sequéncia de nucledbdtidos selecionada

do grupo gue consiste na SEQ ID NO: 1 e SEQ ID NO: 2.

Outro aspeto descrito consiste num método para produzir semente
de milho que compreende cruzar uma primeira planta de milho
paterna com uma segunda planta de milho paterna e recolher a
semente de milho de primeira geracdo resultante, em gue a
primeira ou segunda planta de milho paterna é uma planta de

milho endogéamica.

Outro aspeto descrito consiste num método para produzir
sementes de milho hibridas, que compreende 0s passos seguintes:
(a) plantar sementes de uma primeira linhagem endogémica de
milho e sementes de uma segunda linhagem endogémica de milho
com um gendtipo diferente; (b) cultivar plantas de milho
resultantes da referida plantacdo até ao florescimento; (c)

emascular flores de plantas de milho de uma das linhagens
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endogémicas de milho; (d) permitir a ocorréncia da polinizacédo
da outra linhagem endogémica, e (e) recolher a semente hibrida

produzida desse modo.

Os aspetos anteriores e outros serdo clarificados a partir da

seguinte descricdo pormenorizada.

DESCRIGCAO DAS SEQUENCIAS NA LISTAGEM DE SEQUENCIAS

SEQ ID NO: 1 é a juncgdo 5' genoma-inserto.

SEQ ID NO: 2 é a juncgdo 3' inserto-genoma.

SEQ ID NO: 3 é a sequéncia 5' genoma + inserto.

SEQ ID NO: 4 é a sequéncia 3' inserto + genoma.

SEQ ID NO: 5 é genoma do milho flangqueador 5' ao inserto.
SEQ ID NO: 6 é genoma do milho flanqueador 3' ao inserto.

SEQ ID Nos: 7-9 s8o iniciadores e sonda para amy797E.

SEQ ID Nos: 10-12 sdo iniciadores e sonda para pmi.

SEQ ID NO: 13-15 sdo iniciadores e sonda para ZmAdhl.

SEQ ID Nos: 16-27 sdo iniciadores especificos para ADN do
inserto.

SEQ ID NO: 28-31 sdo iniciadores de PCR TAIL degenerados.

SEQ ID NO: 32 é um iniciador GenomeWalker® externo.

SEQ ID NO: 33 é um iniciador adaptador encaixado.

SEQ ID NO: 34-35 sdo iniciadores de sequéncias flanqueadoras
5'.

SEQ ID NO: 36 é um iniciador de sequéncia flanqueadora 3'.
SEQ ID NO: 37 é a sequéncia do ADN heterdélogo inserido em 3272,
SEQ ID NO: 38 é a sequéncia de sinal de retencgdo no ER.

SEQ ID NO: 39 é o iniciador AmyFln-5'".

SEQ ID NO: 40 é o iniciador AmyFln-3'.

SEQ ID NO: 41 é o iniciador AmyF2-5'.
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SEQ ID NO: 42 é o iniciador AmyF2-3'.

SEQ ID NO: 43 é o amplicédo F1.

SEQ ID NO: 44 é o amplicdo F2.

SEQ ID NO: 45 é o iniciador direto Es3272-5"'.

SEQ ID NO: 46 é o iniciador reverso Es3272-5"'.

SEQ ID NO: 47 é a sonda Es3272-5".

SEQ ID NO: 48 é o iniciador ESPCR0O026.

SEQ ID NO: 49 é o iniciador ESPCR0O004.

SEQ ID NO: 50-52 sdo iniciadores e sonda para ZmAdhl.

DESCRIGAO BREVE DAS FIGURAS

A Figura 1 é um mapa grafico que ilustra a organizacdo dos
elementos que compreendem as sequéncias de Aacidos nucleicos
heterdélogos inseridas no genoma do evento de milho 3272 e
apresenta as posicgdes relativas onde as sequéncias de acidos
nucleicos inseridas s8o ligadas a sequéncias de ADN gendmico
de milho que flanqueiam as extremidades das sequéncias de ADN

heterdélogo inseridas.

DEFINIGOES

Apresentam-se as seguintes definicdes e métodos para definir
melhor a presente 1invengdo e para orientar os peritos na
técnica na pratica da presente invencdo. A menos que notado de
outro modo, os termos usados aqui devem ser compreendidos de
acordo com a utilizacdo convencional pelos peritos na técnica
relevante. Também podem encontrar-se definigdes de termos

comuns em biologia molecular, por exemplo, em Rieger et al.,
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"Glossary of Genetics: Classical and Molecular", 5@ edicéo,

Springer-Verlag: Nova Iorque, 1994,

Como usado aqui, o termo "amplificado" significa a construcdo
de multiplas cépias de uma molécula de acido nucleico ou
multiplas cépias complementares a molécula de acido nucleico
utilizando pelo menos uma das moléculas de acidos nucleicos
como modelo. Sistemas de amplificacdo incluem o sistema da
reacdo em cadeia de polimerase (PCR), sistema da reacdo em
cadeia de ligase (LCR), amplificacdo baseada em sequéncias de
dcidos nucleicos (NASBA, Cangene, Mississauga, Ontario),
sistemas de Q-Beta Replicase, sistema de amplificacdo baseada
na transcricdo (TAS) e amplificacdo por deslocamento de
filamento (SDA). Ver, por exemplo, Diagnostic Molecular
Microbiology: Principles and Applications, D. H. Persing et
al., Editores, American Society for Microbiology, Washington,

D.C. (1993). O produto de amplificacdo é denominado amplicéo.

Como usado aqui, o termo "gene amy797E" refere-se a uma
sequéncia codificadora que <codifica a «o«o-amilase 797GL3
termoestavel (Lanahan et al., Publicacdo do Pedido de Patente
US N° 20030135885, publicado em 17 de Julho, 2003) fundida a
uma sequéncia de sinal de y-zeina de milho N-terminal com 19
aminodcidos e um sinal de retencdo no reticulo endoplasmatico

(ER rs) SEKDEL (SEQ ID NO: 38) C-terminal.

Uma "sequéncia codificadora" é uma sequéncia de &cido nucleico
qgue é transcrita em ARN, tal como mARN, rARN, tARN, snARN, ARN
sentido ou ARN antissentido. Preferencialmente, o ARN é depois

traduzido num organismo para produzir uma proteina.
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"Estojo de detecgdo", como usado aqui, refere-se a um estojo
utilizado para detetar a presenca ou auséncia de ADN de plantas
3272 numa amostra compreendendo sondas e iniciadores de acidos
nucleicos da presente invencdo, que hibridam especificamente,
sob condigdes de estringéncia elevada, com uma sequéncia de
ADN-alvo, e outros materiais necessarios para permitir a
implementacdo dos métodos de hibridacdo ou amplificacdo de

dcidos nucleicos.

Como usado aqui, o termo "evento" transgénico refere-se a uma
planta recombinante produzida por transformacdo e regeneracdo
de uma uUnica célula de planta com ADN heterdlogo, por exemplo,
uma cassete de expressdo que inclui um gene de interesse. O
termo "evento" refere-se ao transformante original e/ou
progenitura do transformante que incluem o ADN heterdlogo. O
termo "evento" também se refere a progenitura produzida por um
cruzamento exogamico sexuado entre o transformante e outra
linhagem de milho. Mesmo apds retrocruzamento repetido com um
progenitor recorrente, o ADN inserido e o ADN flanqueador do
progenitor transformado estdo presentes na progenitura do
cruzamento na mesma localizacdo cromossédmica. Normalmente, a
transformacdo de tecido de planta produz multiplos eventos, em
gue cada um representa a insercdo de um constructo de ADN numa
localizacdo diferente do genoma de uma célula de planta. Um
evento particular ¢é selecionado com base na expressdo do
transgene ou outras caracteristicas desejaveis. Assim, "evento
3272" ou "3272", como usado aqui, significa o transformante

3272 original e/ou progenitura do transformante 3272 e/ou
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plantas derivadas, de gqualgquer modo, do transformante 3272

original.

"Cassete de expressdo", como usado aqui, significa uma molécula
de acido nucleico capaz de dirigir a expressdo de uma sequéncia
de nucleédtidos particular numa célula hospedeira apropriada,
compreendendo um promotor operavelmente ligado a sequéncia de
nucledtidos de interesse que estd operavelmente ligada a sinais
de terminacéo. Também compreende tipicamente sequéncias
requeridas para a tradugdo apropriada da sequéncia de
nucledtidos. A cassete de expressdo também pode compreender
sequéncias ndo necessarias para a expressdo direta de uma
sequéncia de nucledtidos de interesse mas gque estdo presentes
devido a sitios de restricdo convenientes para remocdo da
cassete de um vetor de expressdo. A cassete de expressdo que
compreende a sequéncia de nucledtidos de interesse pode ser
gquimérica, significando que pelo menos um dos seus componentes
¢ heterdlogo relativamente a pelo menos um dos seus outros
componentes. A cassete de expressido também pode ser tal que
ocorre naturalmente mas que foi obtida numa forma recombinante
util para expressdo heterdloga. No entanto, tipicamente, a
cassete de expressdo é heterdloga relativamente ao hospedeiro,
isto é, a sequéncia de acido nucleico particular da cassete de
expressdo ndo ocorre naturalmente na célula hospedeira e teve
de ter sido introduzida na célula hospedeira ou num antepassado
da célula hospedeira por um processo de transformacdo conhecido
na técnica. A expressdo da sequéncia de nucledtidos na cassete
de expressdo pode estar sob o controlo de um promotor
constitutivo ou de promotor dindutivel que sé inicia a

transcrigdo gquando a célula hospedeira é exposta a algum
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estimulo externo particular. ©No caso de um organismo
multicelular, como uma planta, o promotor também pode ser
especifico para um tecido ou 6érgdo ou fase do desenvolvimento
particular. Uma cassete de expressdo, ou seu fragmento, também
pode ser referida como "sequéncia inserida" ou "sequéncia de

insercdo" quando transformada numa planta.

Um "gene" é& uma regido definida que estd localizada dentro de
um genoma e que, para além da sequéncia de acido nucleico
codificadora acima mencionada, compreende outras sequéncias de
adcidos nucleicos, maioritariamente reguladoras, responsaveis
pelo controlo da expressdo, o mesmo é dizer a transcricdo e
traducdo, da porcdo codificadora. Um gene também pode
compreender outras sequéncias ndo traduzidas e sequéncias de
terminacdo 5' e 3'. Elementos adicionais que podem estar

presentes sdo, por exemplo, intrdes.

"Gene de 1interesse" refere-se a gualguer gene que, guando
transferido para uma planta, confere a planta uma
caracteristica desejada, tal como resisténcia a antibidéticos,
resisténcia a wvirus, resisténcia a insetos, resisténcia a
doencga ou resisténcia a outras pragas, toleréncia a herbicidas,
valor nutricional melhorado, desempenho melhorado num processo
industrial ou capacidade reprodutiva alterada. O '"gene de
interesse" também pode ser tal que é transferido para plantas
para a producdo na planta de enzimas ou metabolitos com valor

comercial.

"Gendtipo", como usado aqui, é o material genético herdado de

plantas de milho paternas, sendo gque nem todo é necessariamente
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expresso nas plantas de milho descendentes. O gendtipo de 3272
refere-se ao material genético heterdlogo transformado no
genoma de uma planta bem como ao material genético que

flanqueia a sequéncia inserida.

Uma sequéncia de acido nucleico "heterdloga" é uma sequéncia
de A&cido nucleico ndo naturalmente associada a uma célula
hospedeira na qual é introduzida, incluindo multiplas cépias
de ocorréncia ndo natural de uma sequéncia de acido nucleico

de ocorréncia natural.

Uma sequéncia de acido nucleico "homdéloga" é uma sequéncia de
acido nucleico naturalmente associada a uma célula hospedeira

na qual é introduzida.

"Operavelmente ligado" refere-se a associacgdo de sequéncias
de acidos nucleicos num Unico fragmento de acido nucleico de
modo que a funcdo de um afeta a funcdo do outro. Por exemplo,
um promotor é operavelmente ligado a uma sequéncia codificadora
ou ARN funcional quando ¢é capaz de afetar a expressdo dessa
sequéncia codificadora ou ARN funcional (isto é, a sequéncia
codificadora ou ARN funcional fica sob o controlo de
transcricédo do promotor) . Sequéncias codificadoras na
orientacdo sentido ou antissentido podem ser operavelmente

ligadas a sequéncias reguladoras.

"Iniciadores", como usado aqui, sdo acidos nucleicos isolados
gue sdo emparelhados com um filamento de ADN-alvo complementar
por hibridacdo de acidos nucleicos para formar um hibrido entre

o iniciador e o filamento de ADN-alvo, depois estendidos ao
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longo do filamento de ADN-alvo por uma polimerase, como ADN
polimerase. Pares ou conjuntos de iniciadores podem ser
utilizados para amplificacgdo de uma molécula de acido nucleico,
por exemplo, pela reacdo em cadeia de polimerase (PCR) ou
outros métodos convencionais de amplificacdo de acidos

nucleicos.

Uma "sonda" é um acido nucleico isolado a qual é ligada uma
etiqueta detetavel ou molécula repdrter convencional, como um
isétopo radicativo, 1ligando, agente guimioluminescente ou
enzima. Tal sonda é complementar a um filamento de um acido
nucleico-alvo, no caso do presente relatdrio descritivo, a um
filamento de ADN gendémico do evento de milho, 3272. O ADN
genémico de 3272 pode provir de uma planta de milho ou de uma
amostra que inclui ADN do evento. Sondas incluem ndo sé acidos
desoxirribonucleicos ou ribonucleicos mas também poliamidas e
outros materiais de sonda que se ligam especificamente a uma
sequéncia de ADN-alvo e podem ser utilizados para detetar a

presenca dessa sequéncia de ADN-alvo.

Iniciadores e sondas tém geralmente entre 10 e 15 nucledtidos
ou mais de comprimento, Iniciadores e sondas também podem ter
pelo menos 20 nucledtidos ou mais de comprimento, ou pelo menos
25 nucledtidos ou mais, ou pelo menos 30 nucledtidos ou mais
de comprimento. Tais iniciadores e sondas hibridam
especificamente com uma sequéncia-alvo sob condigdes de
hibridacdo de estringéncia elevada. Iniciadores e sondas podem
ter complementaridade de sequéncia completa com a sequéncia-

alvo, ndo obstante sondas que diferem da sequéncia-alvo e que
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retém a capacidade de hibridar com sequéncias-alvo possam ser

concebidas por métodos convencionais.

"Condigdes estringentes" ou "condigdes de hibridacédo
estringentes" inclui referéncia a condic¢des sob as quais uma
sonda ira hibridar com a sua sequéncia-alvo num grau
detetavelmente maior do que com outras sequéncias. Condicdes
estringentes dependem da sequéncia-alvo e irdo diferir
dependendo da estrutura do polinucledétido. Ao controlar a
estringéncia das condigdes de hibridacdo e/ou lavagem podem
identificar-se sequéncias-alvo que sdo 100% complementares a
sonda (sondagem homdéloga). Alternativamente, condicdes de
estringéncia podem ser ajustadas para permitir algum
emparelhamento defeituoso em sequéncias de modo gue séo
detetados graus menores de similaridade (sondagem heterdloga).
Sequéncias maiores hibridam especificamente a temperaturas
mais elevadas. Um guia extenso da hibridagcdo de acidos
nucleicos encontra-se em Tijssen (1993) Laboratory Techniques
in Biochemistry and Molecular Biology-Hybridization with
Nucleic Acid Probes, Parte I, Capitulo 2 "Overview of
principles of hybridization and the strategy of nucleic acid
probe assays", Elsevier: Nova Iorque, e Current Protocols 1in
Molecular Biology, Capitulo 2, Ausubel et al., Editores, Greene
Publishing e Wiley-Interscience: Nova Iorque (1995), e também
Sambrook et al. (2001) Molecular Cloning: A Laboratory Manual
{52 Edigdo Cols Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,
NT) .

Especificidade ¢é tipicamente a funcdo de lavagens pds-—

hibridacdo, em que os fatores criticos sdo a forca idnica e
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temperatura da solugdo de lavagem final. Em geral, condicdes
de hibridacdo e lavagem de elevada estringéncia sédo
selecionadas de modo a serem cerca de 5 °C menores do que o
ponto de fusdo térmico (Tf) para a sequéncia especifica a uma
forca idénica e pH definidos. A T:r é a temperatura (sob forca
iénica e pH definidos) a qual 50% da sequéncia-alvo hibrida
com uma sonda perfeitamente correspondente. Tipicamente, sob
condigdes de estringéncia elevada, uma sonda ird hibridar com

a sua subsequéncia-alvo mas ndo com outras sequéncias.

Um exemplo de condigdes de hibridacdo de estringéncia elevada
para hibridacdo de acidos nucleicos complementares gque tém mais
do qgue 100 residuos complementares num filtro numa
transferéncia Southern ou Northern consiste em formamida 50%
com 1 mg de heparina a 42 °C, em que a hibridacdo é efetuada
durante a noite. Um exemplo de condigdes de lavagem de
estringéncia muito elevada consiste em NaCl 0,15 M a 72 °C
durante cerca de 15 minutos. Um exemplo de condigdes de lavagem
de estringéncia elevada consiste numa lavagem com 0,2x SSC a
65 °C durante 15 minutos (ver Sambrook, infra, quanto a uma

descricdo do tampdo SSC).

Condig¢des de hibridacdo exemplificativas para a presente
invencdo incluem hibridacdo em SDS 7%, NaPOs 0,25 M pH 7,2 a
67 °C durante a noite, seguido de duas lavagens em SDS 5%,
NaPOs 0,20 M pH 7,2 a 65 °C durante 30 minutos cada lavagem e
duas lavagens em SDS 1%, NaP0s 0,20 M pH 7,2 a 65 °C durante 30
minutos cada lavagem. Uma lavagem de estringéncia média
exemplificativa para uma hélice dupla, por exemplo, com mais

de 100 nucledétidos consiste em 1x SSC a 45 °C durante 15
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minutos. Uma lavagem de baixa estringéncia exemplificativa para
uma hélice dupla, por exemplo, com mais de 100 nucledtidos

consiste em 4-6x SSC a 40 °C durante 15 minutos.

Para sondas com de cerca de 10 até 50 nucledtidos, condigdes
de elevada estringéncia envolvem tipicamente concentracdes de
sal menores do que cerca de 1,0 M de ido Na, tipicamente uma
concentracdo de cerca de 0,01 até 1,0 M de ido Na (ou outros
sais) a pH 7,0 até 8,3 e a temperatura &€ tipicamente pelo menos
cerca de 30 °C. Condig¢des de estringéncia elevada também podem
ser obtidas por adicdo de agentes desestabilizadores, tais como
formamida. Em geral, uma razdo sinal-ruido de 2x (ou maior) do
gque a observada para uma sonda ndo relacionada no ensaio de
hibridacdo particular indica detegdo de uma hibridacéo
especifica. Acidos nucleicos que ndo hibridam uns com os outros
sob condigdes de estringéncia elevada ainda sdo
substancialmente idénticos se as proteinas que codificam forem
substancialmente idénticas. Tal ocorre, por exemplo, quando é
criada uma cdépia de um Acido nucleico utilizando a
degenerescéncia maxima de codbes permitida pelo cdéddigo

genético.

Os seguintes s&o conjuntos exemplificativos de condigdes de
hibridacdo/lavagem dque podem ser utilizadas para hibridar
sequéncias de nucledtidos que sdo substancialmente idénticas a
sequéncias de nucledétidos de referéncia: uma sequéncia de
nucledétidos de referéncia hibrida preferencialmente com a
sequéncia de nucledtidos de referéncia em dodecilsulfato de
sédio (SDS) 7%, NaPOs 0,5 M, EDTA 1 mM a 50 °C com lavagem em

2X SSC, SDS 0,1% a 50 °C, mais desejavelmente em dodecilsulfato
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de sédio (SDS) 7%, NaPOs 0,5 M, EDTA 1 mM a 50 °C com lavagem
em 1X SSC, SDS 0,1% a 50 °C, mais desejavelmente ainda em
dodecilsulfato de sédio (SDS) 7%, NaPOs4 0,5 M, EDTA 1 mM a 50
°C com lavagem em 0,5X SSC, SDS 0,1% a 50 °C, preferencialmente
em dodecilsulfato de sdédio (SDS) 7%, NaPOs 0,5 M, EDTA 1 mM a
50 °C com lavagem em 0,1X SSC, SDS 0,1% a 50 °C, mais
preferencialmente em dodecilsulfato de sdédio (SDS) %, NaPOs
0,5 M, EDTA 1 mM a 50 °C com lavagem em 0,1X SSC, SDS 0,1% a
65 °C. As sequéncias podem ser detetadas utilizando todas as
condig¢des acima. Para a finalidade de definir a invencgdo

utilizam-se as condig¢des de elevada estringéncia.

"Transformagdo" é um processo para introduzir &cido nucleico
heterdlogo numa célula ou organismo hospedeiro. Em particular,
"transformacdo" significa a integracdo estavel de uma molécula

de ADN no genoma de um organismo de interesse.

"Transformado / transgénico / recombinante" refere-se a um
organismo hospedeiro, como uma bactéria ou uma planta, no qual
foi introduzida uma molécula de acido nucleico heterdlogo. A
molécula de acido nucleico pode ser integrada de modo estavel
no genoma do hospedeiro ou a molécula de acido nucleico também
pode estar presente como uma molécula extracromossdmica. Tal
molécula extracromossédmica pode ser autorreplicadora. E
entendido que c¢élulas, tecidos ou plantas transformados
abrangem ndo sé o produto final de um processo transformacdo
mas também a sua progenitura transgénica. Um hospedeiro "ndo
transformado", "ndo transgénico" ou "ndo recombinante" refere-
se a um organismo de tipo selvagem, por exemplo, uma bactéria

ou planta, que ndo contém a molécula de acido nucleico
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heterdélogo. Como usado aqui, "transgénico" refere-se a uma
planta, célula de planta ou pluralidade de células de planta
estruturadas ou ndo estruturadas que integraram, via técnicas
bem conhecidas de manipulacgdo genética e insercdo de genes,
uma sequéncia de acido nucleico gue representa um gene de
interesse no genoma da planta e tipicamente num cromossoma de
um nucleo celular, mitocdndria ou outros organelos que contém
cromossomas, num local diferente ou num numero de cdpias maior
do que o normalmente presente na planta ou célula de planta
nativa. Plantas transgénicas resultam da manipulacgdo e insercédo
de tais sequéncias de acidos nucleicos, em oposicgdo a mutacdes
de ocorréncia natural, para produzir uma planta que ndo ocorre
naturalmente ou uma planta com um gendtipo de ocorréncia ndo
natural. Técnicas para a transformacdo de plantas e células de
plantas sdo bem conhecidas na técnica e podem compreender, por
exemplo, eletroporagdo, microinjecdo, transformagdo mediada

por Agrobacterium e transformacdo balistica.

Usa-se aqui a nomenclatura de bases de ADN e aminoacidos

apresentada em 37 C.F.R. § 1.822.

DESCRIGAO PORMENORIZADA

Esta invencdo refere-se a uma linhagem de milho geneticamente
aperfeicoada que produz a enzima «-amilase, Amy7927E, e uma
enzima fosfomanose isomerase (PMI) dgque permite que a planta
utilize manose como fonte de carbono. O relatdério descritivo é
particularmente dirigido a um evento de milho transgénico
designado 3272 que compreende um novo gendtipo, bem como a
composicdes e métodos para detetar 4acidos nucleicos deste

evento numa amostra bioldégica. O relatdério descritivo é
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adicionalmente dirigido a plantas de milho gue compreendem o
gendétipo de 3272, a semente transgénica das plantas de milho e
a métodos para produzir uma planta de milho que compreende o
gendtipo de 3272 por cruzamento de uma linhagem endogdmica de
milho compreendendo o gendtipo de 3272 consigo prépria ou outra
linhagem de milho. Plantas de milho que compreendem o gendtipo
de 3272 s&o uUteis no autoprocessamento de amido. Plantas de
milho que compreendem o gendtipo de 3272 também sdo capazes de

utilizar manose como fonte de carbono.

Numa forma de realizacgcdo, a presente 1invencdo abrange uma
molécula de acido nucleico isolada que liga uma molécula de
ADN heterélogo ao genoma da planta de milho no evento de milho
3272 consistindo em pelo menos uma sequéncia de nucledtidos de
juncdo do evento de milho 3272 selecionada do grupo que
consiste na SEQ ID NO: 1 e SEQ ID NO: 2, em que a sequéncia de
juncdo abrange a jungdo entre o ADN heterdlogo gue compreende
a cassete de expressdo inserida no genoma do milho e ADN do
genoma do milho que flanqueia o sitio de insercdo. Também se
descreve uma molécula de acido nucleico isolada gue compreende
pelo menos 10 ou mais (por exemplo, 15, 20, 25 ou 50)
nucledtidos contiguos de uma sequéncia de ADN heterdlogo
inserida no genoma da planta de milho do evento de milho 3272
e pelo menos 10 ou mais (por exemplo, 15, 20, 25 ou 50)
nucledtidos contiguos do ADN do genoma da planta de milho que
flanqueia o ponto de 1insergdo de uma sequéncia de ADN
heterdélogo inserida no genoma da planta de milho do evento de
milho 3272. Também estdo incluidas sequéncias de nucledtidos
que compreendem 10 ou mais nucledtidos da sequéncia de inserto

contigua do evento 3272 e pelo menos um nucledtido de ADN
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flanqueador do evento 3272 adjacente a sequéncia de inserto.
Tais sequéncias de nucledtidos sdo diagndstico do evento 3272.
A amplificacdo de acidos nucleicos de ADN gendmico do evento
3272 produz um amplicdo gque compreende tais sequéncias de

nucledtidos de diagnédstico.

Outro aspeto descrito abrange uma molécula de acido nucleico
isolada compreendendo uma sequéncia de nucledtidos que
compreende pelo menos uma sequéncia de Jjungdo do evento 3272
selecionada do grupo que consiste na SEQ ID NO: 1 e SEQ ID NO:
2 e seus complementos, em que uma sequéncia de Jjungdo abrange
a juncdo entre uma cassete de expressdo heterdloga inserida no
genoma do milho e ADN do genoma do milho que flanqueia o sitio

de insercdo e é diagnéstico do evento.

Qutro aspeto descrito abrange um &cido nucleico isolado que
liga uma molécula de ADN heterdlogo ao genoma da planta de
milho no evento de milho 3272 compreendendo uma sequéncia com
desde <cerca de 11 até cerca de 20 nucledtidos contiguos
selecionada do grupo que consiste na SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:

2 e 0s seus complementos.

Também se descreve uma molécula de acido nucleico isolada
compreendendo uma sequéncia de nucledtidos selecionada do grupo
gue consiste na SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 e SEQ

ID NO: 4 e os seus complementos.

Descreve-se um amplicdo compreendendo uma sequéncia de
nucledtidos selecionada do grupo que consiste na SEQ ID NO: 1,

SEQ ID NO: 2 e os seus complementos. Também se descreve um
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amplicédo compreendendo uma sequéncia de nucledtidos
selecionada do grupo que consiste na SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO:

4 e os seus complementos.

Outro aspeto abrange iniciadores de sequéncias flanqueadoras
para detetar o evento 3272. Tais iniciadores de sequéncias
flanqueadoras compreendem uma sSequéncia de acido nucleico
isolado que compreende pelo menos 10-15 nucledétidos contiguos
dos nucledtidos 1-1409 da SEQ ID NO: 3 (arbitrariamente
designada aqui sequéncia flanqueadora 5") ou ©Os seus
complementos. Num aspeto deste elemento, os 1iniciadores de
sequéncias flanqueadoras sdo selecionados do grupo que consiste
na SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 45

e SEQ ID NO: 48 e os seus complementos.

OQutro aspeto abrange iniciadores de sequéncias flangueadoras
que compreendem pelo menos 10-15 nucledétidos contiguos dos
nucledtidos 322-1879 da SEQ ID NO: 4 (arbitrariamente designada
aquil sequéncia flanqueadora 3') ou os seus complementos. Num
aspeto deste elemento, 0s iniciadores de sequéncias
flanqueadoras sdo selecionados do grupo gue consiste na SEQ ID

NO: 36 e SEQ ID NO: 42 e os seus complementos.

OQutro aspeto descrito abrange um par de iniciadores
polinucleotidicos compreendendo um primeiro iniciador
polinucleotidico e um segundo iniciador polinucleotidico que
atuam conjuntamente na presenca de um modelo de ADN do evento
de milho 3272 numa amostra para produzir um amplicdo
diagnéstico do evento de milho 3272, em que a primeira

sequéncia iniciadora é ou é complementar a um genoma da planta
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de milho que flangqueia o ponto de insercgdo de uma sequéncia de
ADN heterdélogo inserida no genoma da planta de milho do evento
de milho 3272 e a segunda sequéncia de iniciador
polinucleotidico é ou ¢é complementar a sequéncia de ADN
heterdélogo inserida no genoma da planta de milho do evento de

milho 3272.

Num aspeto deste elemento, o) primeiro iniciador
polinucleotidico compreende pelo menos 10 nucledétidos
contiguos das posigdes 1-1409 da SEQ ID NO: 3 ou seus
complementos. Num aspeto adicional deste elemento, o primeiro
iniciador polinucleotidico compreende a sequéncia de
nucledétidos apresentada na SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ
ID NO: 39, SEQ ID NO: 45 ou SEQ ID NO: 48 ou seus complementos.
Noutro aspeto deste elemento, 0 primeiro iniciador
polinucleotidico compreende pelo menos 10 nucledtidos
contiguos das posicgdes 322-1879 da SEQ ID NO: 4 ou seus
complementos. Noutro aspeto deste elemento, o primeiro
iniciador polinucleotidico compreende a sequéncia de
nucledtidos apresentada na SEQ ID NO: 36 ou SEQ ID NO: 42 ou
seus complementos. Ainda noutro aspeto deste elemento, o
segundo iniciador polinucleotidico compreende pelo menos 10
nucledtidos contiguos da SEQ ID NO: 33 ou seus complementos.
Ainda num aspeto adicional deste elemento, o segundo iniciador
polinucleotidico compreende a sequéncia de nucledtidos
apresentada na SEQ ID NO: 16 até SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 40,
SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 46 ou SEQ ID NO: 49 ou seus

complementos.
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Noutro aspeto deste elemento, o) primeiro iniciador
polinucleotidico, que é apresentado na SEQ ID NO: 34, e o
segundo iniciador polinucleotidico, que é apresentado na SEQ
ID NO: 21, atuam conjuntamente na presenca de um modelo de ADN
do evento de milho 3272 numa amostra para produzir um amplicéo
diagnéstico do evento de milho 3272 como descrito no Exemplo
5. Num aspeto adicional deste elemento, o primeiro iniciador
polinucleotidico, que é apresentado na SEQ ID NO: 35, e o
segundo iniciador polinucleotidico, que é apresentado na SEQ
ID NO: 26, atuam conjuntamente na presenca de um modelo de ADN
do evento de milho 3272 numa amostra para produzir um amplicéo
diagnéstico do evento de milho 3272 como descrito no Exemplo
5. Ainda noutro aspeto deste elemento, o primeiro iniciador
polinucleotidico, que é apresentado na SEQ ID NO: 39, e o
segundo iniciador polinucleotidico, que é apresentado na SEQ
ID NO: 40, atuam conjuntamente na presenca de um modelo de ADN
do evento de milho 3272 numa amostra para produzir um amplicéo
diagnéstico do evento de milho 3272 como descrito no Exemplo
4. Noutro aspeto deste elemento, o primeiro iniciador
polinucleotidico, que é apresentado na SEQ ID NO: 45, e o
segundo iniciador polinucleotidico, que é apresentado na SEQ
ID NO: 46, atuam conjuntamente na presenca de um modelo de ADN
do evento de milho 3272 numa amostra para produzir um amplicéo
diagnéstico do evento de milho 3272 como descrito no Exemplo
8. Ainda noutro aspeto deste elemento, o primeiro iniciador
polinucleotidico, que é apresentado na SEQ ID NO: 48, e o
segundo iniciador polinucleotidico, que é apresentado na SEQ
ID NO: 49, atuam conjuntamente na presenca de um modelo de ADN

do evento de milho 3272 numa amostra para produzir um amplicdo
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diagnéstico do evento de milho 3272 como descrito no Exemplo

8.

Noutro aspeto deste elemento, o) primeiro iniciador
polinucleotidico, que é apresentado na SEQ ID NO: 36, e o
segundo iniciador polinucleotidico, que é apresentado na SEQ
ID NO: 27, atuam conjuntamente na presenca de um modelo de ADN
do evento de milho 3272 numa amostra para produzir um amplicéo
diagnéstico do evento de milho 3272 como descrito no Exemplo
5. Ainda noutro aspeto deste elemento, o primeiro iniciador
polinucleotidico, que é apresentado na SEQ ID NO: 42, e o
segundo iniciador polinucleotidico, que é apresentado na SEQ
ID NO: 41, atuam conjuntamente na presenca de um modelo de ADN
do evento de milho 3272 numa amostra para produzir um amplicéo
diagnéstico do evento de milho 3272 como descrito no Exemplo

4.

Obviamente, pertence a pericia na técnica obter sequéncia
adicional penetrando mais na sequéncia do genoma que flanqueia
qualgquer uma das extremidades das sequéncias de ADN heterdlogo
inseridas para utilizacdo como sequéncia iniciadora que pode
ser utilizada em tais pares de iniciadores para amplificar as
sequéncias gque s8o diagnéstico do evento 3272. Para as
finalidades desta revelagdo, a frase '"penetrando mais na
sequéncia do genoma que flanqueia qualgquer uma das extremidades
das sequéncias de ADN heterdlogo 1inseridas" refere-se
especificamente a um movimento sequencial afastando-se das
extremidades das sequéncias de ADN heterdélogo inseridas, os
pontos em que as sequéncias de ADN inseridas sdo adjacentes a

sequéncia de ADN gendmico nativa, e penetrando no ADN gendmico
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do cromossoma particular onde foram inseridas as sequéncias de
ADN heterdélogo. Preferencialmente, uma sequéncia iniciadora
correspondente ou complementar a uma parte da sequéncia de
inserto deve iniciar a extensdo da transcricdo de um filamento
nascente de ADN ou ARN na direcdo da Juncdo das sequéncias
flanqueadoras mais préxima. Consequentemente, uma sequéncia
iniciadora correspondente ou complementar a uma parte da
sequéncia flanqueadora gendmica deve 1iniciar a extensdo da
transcricdo de um filamento nascente de ADN ou ARN na direcéo
da Jjungdo das sequéncias flangqueadoras mais préxima. Uma
sequéncia iniciadora pode ser ou pode ser complementar a uma
sequéncia de ADN heterdlogo inserida no cromossoma da planta,
ou uma sequéncia flangqueadora gendmica. O perito na técnica
reconhecera facilmente o beneficio de uma sequéncia iniciadora
dever ser ou dever ser complementar a sequéncia apresentada
dentro da sequéncia de ADN heterdlogo inserida ou apresentada
na SEQ ID NO: 3 ou SEQ ID NO: 4, dependendo da natureza do
produto gque se guer obter através da utilizac8o de um conjunto
encaixado de iniciadores destinados a utilizacdo na
amplificacdo de uma sequéncia flanqueadora particular contendo
a juncdo entre a sequéncia de ADN gendmico e a sequéncia de

ADN heterdlogo inserida.

Outro aspeto descrito abrange um método de detecgdo da presenca
de ADN correspondente ao evento 3272 numa amostra bioldgica,
em gque o método compreende: (a) contactar a amostra
compreendendo ADN com uma sonda que hibrida, sob condigdes de
estringéncia elevada, com ADN gendémico do evento de milho 3272
e ndo hibrida, sob condig¢des de estringéncia elevada, com ADN

de uma planta de milho de controlo; (b) sujeitar a amostra e
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sonda a condig¢des de hibridacdo de estringéncia elevada, e (c)
detetar a hibridacdo da sonda com o ADN. Num aspeto, o amplicédo
compreende uma sequéncia de nucledtidos selecionada do grupo

que consiste na SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 e seus complementos.

Outro aspeto descrito abrange um método de detecgdo da presenca
de um ADN correspondente ao evento 3272 numa amostra bioldgica,
em gque o método compreende: (a) contactar a amostra
compreendendo ADN com uma sonda que hibrida, sob condigdes de
estringéncia elevada, com ADN gendémico do evento de milho 3272
e ndo hibrida, sob condig¢des de estringéncia elevada, com ADN
de uma planta de milho de controlo; (b) sujeitar a amostra e
sonda a condig¢des de hibridacdo de estringéncia elevada, e (c)
detetar a hibridagdo da sonda com o ADN. A detecdo pode ser
efetuada por qualguer meio bem conhecido na técnica, incluindo
mas ndo se limitando a fluorescente, guimioluminescente,
radiolégico, imunoldégico ou outros. No caso de a hibridacdo se
destinar a ser utilizada como meio de amplificagdo de uma
sequéncia particular para produzir um amplicdo que é
diagnéstico do evento de milho 3272, pretende-se que a producdo
e detecgdo, por qualquer meio bem conhecido na técnica, do
amplicdo sejam 1indicadoras da hibridacdo pretendida com a
sequéncia-alvo onde é utilizada uma sonda ou iniciador, ou
sequéncias onde s8o utilizadas duas ou mais sondas ou
iniciadores. Pretende-se qgue o termo M"amostra bioldégica"
compreenda uma amostra que contém ou gue se suspeita conter um
adcido nucleico compreendendo entre cinco e dez nucledtidos de
cada lado do ponto onde uma ou a outra das duas extremidades
terminais da sequéncia ADN heterdélogo inserida contacta a

sequéncia de ADN gendémico dentro do cromossoma onde foi
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inserida a sequéncia de ADN heterdlogo, aqui também conhecidas
como sequéncias de juncgdo. Além disso, a sequéncia de Jjuncdo
compreende apenas dois nucledtidos: esses sdo o primeiro
nucledétido dentro do ADN gendmico flangqueador adjacente e
covalentemente ligado ao primeiro nucledtido dentro da

sequéncia de ADN heterdlogo inserida.

Também se descreve um estojo para detetar a presenca de acidos
nucleicos 3272 numa amostra bioldgica, em gque o estojo
compreende pelo menos uma molécula de acido nucleico de
comprimento suficiente de nucledtidos contiguos homdloga ou
complementar a uma sequéncia de nucledétidos selecionada do
grupo que consiste na SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3
e SEQ ID NO: 4, que atua como iniciador ou sonda de ADN
especifico para o evento 3272, e outros materiais necessarios
para permitir a hibridacdo ou amplificacgdo de acidos nucleicos.
Pode utilizar-se uma variedade de métodos de detecdo incluindo
TAQMAN (Perkin Elmer), amplificacdo térmica, reacgdo em cadeia
de ligase, hibridacgdo Southern, métodos ELISA e métodos de
detecdo colorimétricos e fluorescentes. Em particular, a
presente invencdo proporciona estojos para detetar a presenca
da sequéncia-alvo, isto é, pelo menos uma das Juncgdes do ADN
de inserto com o ADN gendmico da planta de milho em 3272, numa
amostra que contém acido nucleico gendmico de 3272. O estojo é
compreendido por pelo menos um polinucledtido capaz de se ligar
ao sitio-alvo ou substancialmente adjacente ao sitio-alvo e
pelo menos um meio para detetar a ligacdo do polinucledtido ao
sitio-alvo. 0O meio de detecdo pode ser fluorescente,
guimioluminescente, colorimétrico ou isotdépico e pode ser

acoplado pelo menos a métodos imunoldgicos para detetar a
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ligacdo. Também é concebido um estojo que consegue detetar a
presencga do sitio-alvo numa amostra, isto &, pelo menos uma
das jungdes do ADN de inserto com o ADN gendmico da planta de
milho em 3272, tirando partido de duas ou mais sequéncias
polinucleotidicas que, em conjunto, sdo capazes de se ligar a
sequéncias de nucledtidos adjacentes ou dentro de cerca de 100
pares de bases, ou dentro de cerca de 200 pares de bases, ou
dentro de cerca de 500 pares de bases ou dentro de cerca de
1000 pares de bases da sequéncia-alvo e dgue podem ser
estendidas na direcdo uma da outra para formar um amplicdo que

contém pelo menos o sitio-alvo.

Também se descreve um método para detetar a proteina do evento
3272 numa amostra biocldgica, em gque o método compreende: (a)
extrair proteina de uma amostra de tecido do evento de milho
3272; (b) avaliar a proteina extraida utilizando um método
imunolégico que compreende anticorpo especifico para a proteina
inseticida ou de marcador selecionavel produzida pelo evento
3272, e (c) detetar a ligacdo do referido anticorpo a proteina

inseticida ou de marcador selecionavel.

Também se descreve uma planta de milho, ou suas partes,
compreendendo o gendtipo do evento transgénico 3272, em que o
gendtipo compreende a sequéncia de nucledtidos apresentada na
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 ou SEQ ID NO: 4 ou
seus complementos. A planta de milho provém das linhagens de
milho endogémicas CGENALS, CGENAS58A, CG3ND97, CG5NAOQ1,
CG5NF22, CG4NU1l5, CG00685, CGO00526, CG0O0716, NP904, NPO11,
NP948, NP934, NP982, NP991, NP993, NP2010, NP2013, NP2015,
NP2017, NP2029, NP2031, NP2034, NP2045, NP2052, NP2138, NP2151,
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NP2166, NP2161, NP2171, NP2174, NP2208, NP2213, NP2222, NP2275,
NP2276, NP2316, BCTT609, AF031, H8431, 894, BUTT201, R327H,
2044BT e 2070BT. No entanto, o perito na técnica reconhecera
que o gendtipo de 3272 pode sofrer introgressdo em qualqguer
variedade de planta gue possa ser melhorada com milho,

incluindo espécies de milho selvagens.

Também se descreve uma planta de milho compreendendo pelo menos
uma primeira e uma segunda sequéncias de ADN ligadas em
conjunto para formarem uma sequéncia de nucledtidos contigua,
em que a primeira sequéncia de ADN estd dentro de uma sequéncia
de Jjuncgdo e compreende pelo menos cerca de 11 nucledtidos
contiguos selecionados do grupo que consiste nos nucledtidos
1400-1419 da SEQ ID NO: 3; nucledtidos 312-331 da SEQ ID NO:
4; SEQ ID NO: 5; SEQ ID NO: 6, e os seus complementos, em gue
a segunda sequéncia de ADN estd dentro da sequéncia de ADN
heterdlogo de inserto apresentada na SEQ ID NO: 33 e 0s seus
complementos, e em gue a primeira e a segunda sequéncias de
ADN s&o uUteis como iniciadores ou sondas nucleotidicos para
detetar a presenca de sequéncias de acidos nucleicos do evento
de milho 3272 numa amostra Dbioldégica. Num aspeto, os
iniciadores nucleotidicos sdo utilizados num método de
amplificacdo de ADN para amplificar uma sequéncia de ADN-alvo
a partir do ADN de modelo extraido da planta de milho e a
planta de milho pode ser identificada relativamente a outras
plantas de milho pela producdo de um amplicdo correspondente a
uma sequéncia de ADN que compreende a SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID
NO: 2
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Plantas de milho podem ser adicionalmente caracterizadas pelo
facto de a digestdo do ADN gendmico da planta com a endonuclease
de restricdo Kpnl originar uma uUnica banda de hibridacéo
amy797FE utilizando uma sonda especifica para amy797E sob
condicdes de estringéncia elevada. Exemplifica-se agqui uma
sonda de amy797FE compreendendo os nucledtidos 889-2771 da SEQ
ID NO: 33.

Plantas de milho podem ser adicionalmente caracterizadas pelo
facto de a digestdo do ADN gendmico da planta com a endonuclease
de restricdo XmnIl originar uma uUnica banda de hibridacdo pmi
utilizando uma sonda especifica para pmi sob condigdes de
estringéncia elevada. Exemplifica-se aqui uma sonda de pmi

compreendendo os nucledtidos 4506-5681 da SEQ ID NO: 33.

Descreve-se adicionalmente uma planta de milho em gue o
gendétipo de 3272 confere a planta de milho uma capacidade de
autoprocessamento para hidrolisar amido ou a capacidade de
utilizar manose. O gendtipo gue confere a capacidade de
hidrolisar amido pela planta de milho compreende um gene
amy797EFE. Noutro aspeto deste elemento, o gendtipo que confere
a planta de milho a capacidade de utilizar manose compreende

um gene pmi.

Também se descreve uma amostra Dbioldgica derivada de uma
planta, tecido ou semente de milho com o evento 3272, em que a
amostra compreende uma sequéncia de nucledtidos que € ou é
complementar a uma sequéncia selecionada do grupo que consiste
na SEQ ID NO: 1 e SEQ ID NO: 2 e em gue a sequéncia é detetavel

na amostra utilizando um método de amplificacdo de acidos
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nucleicos ou hibridacdo de acidos nucleicos. Num aspeto deste
elemento, a amostra é selecionada de farinha de milho, xarope
de milho, 6leo de milho, amido de milho e cereais produzidos,

na totalidade ou em parte, para conterem produtos de milho.

Descreve-se adicionalmente um extrato derivado de uma planta,
tecido ou semente de milho com o evento 3272 compreendendo uma
sequéncia de nucledtidos gque ¢é ou ¢é complementar a uma
sequéncia de nucledtidos selecionada do grupo gue consiste na
SEQ ID NO: 1 e SEQ ID NO: 2. Num aspeto deste elemento, a
sequéncia é detetada no extrato utilizando um método de
amplificacdo de acidos nucleicos ou hibridacdo de &acidos
nucleicos. Noutro aspeto deste elemento, a amostra é
selecionada de farinha de milho, xarope de milho, &leo de
milho, amido de milho e cereais produzidos, na totalidade ou

em parte, para conterem produtos de milho.

Descreve-se adicionalmente um método para produzir uma planta
de milho resistente a infestacdo pelo menos pela lagarta das
raizes do milho, que compreende: (a) cruzar de modo sexuado
uma primeira planta de milho paterna com uma segunda planta de
milho paterna, em que a referida primeira ou segunda planta de
milho paterna compreende ADN do evento de milho 3272, desse
modo produzindo uma pluralidade de plantas de progenitura de
primeira geracgdo; (b) selecionar uma planta de progenitura de
primeira geracdo gque ¢é capaz de autoprocessamento; {(c)
autofecundar a planta de progenitura de primeira geracdo, desse
modo produzindo uma pluralidade de plantas de progenitura de
segunda geracgdo, e (d) selecionar, das plantas de progenitura

de segunda geracdo, uma planta que € resistente a infestacéo
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pelo menos pela lagarta das raizes do milho; em que as plantas
de progenitura de segunda geracgdo compreendem uma sequéncia de
nucledtidos selecionada do grupo gue consiste na SEQ ID NO: 1

e SEQ ID NO: 2.

Também se descreve um método para produzir sementes de milho
hibridas, que compreende: (a) plantar sementes de uma primeira
linhagem endogamica de milho compreendendo uma sequéncia de
nucledtidos selecionada do grupo que consiste na SEQ ID NO: 1,
SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 e SEQ ID NO: 4 e sementes de uma
segunda linhagem endogdmica com um gendtipo diferente; (b)
cultivar plantas de milho resultantes da referida plantacdo
até ao florescimento; (c¢) emascular as referidas flores de
plantas de uma das linhagens endogdmicas de milho; (d) cruzar
de modo sexuado as duas linhagens endogé&micas diferentes entre
si, e (e) recolher a semente hibrida produzida desse modo. Num
aspeto deste elemento, a primeira linhagem endogdmica de milho
proporciona o0s progenitores femininos. Noutro aspeto deste
elemento, a primeira linhagem endogdmica de milho proporciona
0s progenitores masculinos. O presente relatdrio descritivo
também abrange a semente hibrida produzida pelo método e

plantas hibridas cultivadas a partir da semente.

O perito na técnica reconhecera que o gendtipo transgénico
descrito agqui pode sofrer introgressdo por melhoramento noutras
linhagens de milho compreendendo diferentes gendtipos
transgénicos. Por exemplo, uma linhagem endogémica de milho
compreendendo o gendtipo transgénico pode ser cruzada com uma
linhagem endogdmica de milho compreendendo o gendtipo

transgénico do evento Btll resistente a lepidépteros, gque é



40

conhecido na técnica, desse modo produzindo semente de milho
que compreende tanto o gendtipo transgénico descrito aqui
quanto o gendtipo transgénico de Btll. Exemplos de outros
eventos transgénicos que podem ser cruzados com uma linhagem
endogémica do presente relatdrio descritivo incluem o evento
GA21 tolerante ao glifosato, o evento MON802 tolerante ao
glifosato/resistente a insetos lepiddpteros, o evento DBT418
resistente a lepidépteros, o evento de esterilidade masculina
MS3, o evento tolerante a fosfinotricina Bl6, o evento
resistente a 1insetos lepiddbépteros MON 80100, os eventos
tolerantes a fosfinotricina T1l4 e T25, o evento resistente a
insetos lepidépteros 176 e o evento resistente a coledpteros
MON863, todos os quais sdo conhecidos na técnica. Sera
adicionalmente reconhecido gque podem ser efetuadas outras

combinac¢des com o gendtipo transgénico do relatdrio descritivo.

O perito na técnica também reconhecerad que a semente de milho
transgénico compreendendo o gendtipo transgénico do presente
relatério descritivo pode ser tratada com varios produtos

quimicos de tratamento de sementes.

Melhoramento

0O gendtipo transgénico pode sofrer introgressdo em qualquer
linhagem endogémica ou hibrido de milho utilizando técnicas de
melhoramento reconhecidas na técnica. 0 obJjetivo do
melhoramento de plantas consiste em combinar numa Unica
variedade ou hibrido varias caracteristicas desejaveis. Para
culturas de campo, estas caracteristicas podem incluir
resisténcia a 1nsetos e doencas, tolerdncia a herbicidas,

tolerédncia ao calor e a seca, reducgdo do tempo necessario até
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a maturidade da cultura, maior rendimento e melhor gqualidade
agronémica. Com a recolha mecénica de muitas culturas ¢
importante a uniformidade das caracteristicas da planta, tais
como germinagdo e estabelecimento da cultura, velocidade de

crescimento, maturidade e altura da planta e espiga.

Culturas de campo sdo melhoradas através de técnicas que tiram
partido do método de polinizacdo da planta. Uma planta é
autopolinizada se o pdlen de uma flor for transferido para a
mesma ou para outra flor da mesma planta. Uma planta &
polinizada de modo cruzado se o pdlen provier de uma flor de

uma planta diferente.

Plantas que foram autopolinizadas e selecionadas gquanto ao tipo
durante muitas geracdes tornam-se homozigdticas em quase todos
os locals genéticos e produzem uma populacdo uniforme de
progenitura de cruzamento verdadeira. Um cruzamento entre duas
linhagens Thomozigéticas diferentes produz uma populacdo
uniforme de plantas hibridas gue podem ser heterozigdticas
quanto a muitos locais genéticos. Um cruzamento de duas plantas
em que cada uma € heterozigdtica nalguns locais genéticos
produzirad uma populacdo de plantas hibridas que diferem

geneticamente e ndo serdo uniformes.

Mais (Zea mays L.), muitas vezes designado milho, pode ser
melhorado por técnicas de autopolinizacdo e polinizacdo
cruzada. O milho tem flores masculinas e femininas separadas
na mesma planta, localizadas no penddo e na espiga,

respetivamente. Ocorre polinizag¢do natural em milho guando
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vento sopra pdlen dos penddes para as barbas gque sobressaem

dos topos das espigas.

Um método fiavel de controlo da fertilidade masculina em
plantas oferece a oportunidade de melhoramento aperfeigoado de
plantas. Tal é especialmente verdade para o desenvolvimento de
hibridos de milho, que se baseia nalgum tipo de sistema de
esterilidade masculina. Os criadores de melhoramento tém varias
opcdes disponiveis para controlar a fertilidade masculina, tais
como: emasculacdo (ou despendoamento) manual ou mecanica,
esterilidade masculina citoplasmatica, esterilidade masculina

genética, gametocidas e semelhantes.

Uma semente de milho hibrida é tipicamente produzida por um
sistema de esterilidade masculina que incorpora despendoamento
manual ou mecdnico. Filas alternadas de duas 1linhagens
endogémicas de milho s8o plantadas num campo € o0s penddes
contendo pdlen sdo removidos de uma das linhagens endogmicas
{feminina) . Desde gque haja um isolamento suficiente de fontes
de pdlen de milho estranho, as espigas da linhagem endogéamica
submetida a despendoamento serdo fertilizadas apenas a partir
da outra linhagem endogéamica (masculina), e a semente
resultante ¢é consequentemente hibrida e formara plantas

hibridas.

O processo de despendoamento trabalhoso e ocasionalmente néo
fidvel pode ser evitado utilizando um de muitos métodos da
técnica para conferir esterilidade masculina genética, cada um
com os seus préprios beneficios e desvantagens. Estes métodos

empregam uma variedade de abordagens, tais como administrar na
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planta um gene que codifica uma substéncia citotéxica associada
a um promotor especifico para tecido masculino ou um sistema
antissentido no qual é identificado um gene critico para a
fertilidade e um antissentido a esse gene é inserido na planta
(ver: Fabinjanski, et al. publicagdo EPO 89/3010153.8 n°
329,308 e pedido PCT PCT/CA90/00037 publicado como WO
90/08828) .

Desenvolvimento de Linhagens Endogémicas de Milho

A utilizacdo de linhagens endogémicas de esterilidade masculina
é apenas um fator na producgdo de hibridos de milho. Técnicas
de melhoramento de plantas conhecidas na técnica e utilizadas
num programa de melhoramento de plantas de milho incluem mas
nao se limitam a selecdao recorrente, retrocruzamento,
melhoramento do pedigree, selecdo intensificada por
polimorfismos de comprimento de restricgdo, selecéo
intensificada por marcadores genéticos e transformacdo. O
desenvolvimento de hibridos de milho num programa de
melhoramento de plantas de milho requer, em geral, o0
desenvolvimento de linhagens endogdmicas homozigdbdticas, o
cruzamento destas linhagens e a avaliacdo dos cruzamentos. O
melhoramento do pedigree e métodos de melhoramento por selecdo
recorrente sdo utilizados para desenvolver linhagens
endogémicas a partir de populagdes de melhoramento. Programas
de melhoramento de plantas de milho combinam os contextos
genéticos de duas ou mais linhagens endogémicas ou varias
fontes diferentes de plasma germinativo em reunides de
melhoramento a partir das quais sdo desenvolvidas novas
linhagens endogémicas por autofecundacdo e selecdo de fendtipos

desejados. As novas linhagens endogdmicas sdo cruzadas com
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outras linhagens endogémicas e os hibridos destes cruzamentos
sdo avaliados para determinar quals os que tém potencial
comercial. O melhoramento de plantas e desenvolvimento de
hibridos, implementados num programa de melhoramento de plantas

de milho, s&o processos dispendiosos e demorados.

0O melhoramento do pedigree comega com o cruzamento de dois
gendtipos, cada um dos guais pode ter uma ou mais
caracteristicas desejaveis que estdo ausentes no outro ou que
complementam o outro. Se os doils progenitores originais né&o
proporcionarem todas as caracteristicas desejadas podem
incluir-se outras fontes na populacdo de melhoramento. No
método do pedigree, plantas superiores sdo autofecundadas e
selecionadas em geracgdes sucessivas. Nas geracgdes gue se
sucedem, a condi¢do heterozigética da& origem a linhagens
homogéneas devido a autopolinizacdo e selecgdo. Tipicamente, no
método de melhoramento do pedigree sdo criadas cinco ou mais
geracdes de autofecundacdo e selecdo: F1 = Fa; F2 2 F3; F3 2Fa;
Fs 2F.5; etc.

Pode utilizar-se melhoramento por selecdao recorrente,
retrocruzamento, por exemplo, para melhorar uma linhagem
endogédmica e um hibrido que ¢é preparado utilizando tais
linhagens endogémicas. O retrocruzamento pode ser utilizado
para transferir uma caracteristica desejavel especifica de uma
linhagem endogémica ou fonte para uma linhagem endogamica
desprovida dessa caracteristica. Tal pode ser realizado, por
exemplo, primeiramente cruzando uma linhagem endogéamica
superior (progenitor recorrente) com uma linhagem endogémica

dadora (progenitor n8o recorrente) que contém of(s) gene(s)
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apropriado(s) para a caracteristica em questdo. A progenitura
deste cruzamento é depois cruzada de novo com o progenitor
recorrente superior, seguido de seleg¢do na progenitura
resultante gquanto a caracteristica desejada a ser transferida
do progenitor ndo recorrente. Apds cinco ou mais geracdes de
retrocruzamento com selecdo quanto a caracteristica desejada,
a progenitura serd homozigdtica quanto a locais que controlam
a caracteristica a ser transferida mas serd como o progenitor
superior quanto a essencialmente todos os outros genes. A
ultima geracdo de retrocruzamento é depois autofecundada para
originar progenitura de melhoramento pura gquanto ao(s) gene(s)
a ser(em) transferido(s). Um hibrido desenvolvido a partir de
linhagens endogé&micas contendo o(s) gene(s) transferido(s) é
essencialmente igual a um hibrido desenvolvido a partir das

mesmas linhagens endogdmicas sem o(s) gene(s) transferido(s).

Linhagens endogémicas de elite, isto é, linhagens endogémicas
homozigdéticas de melhoramento puro, também podem ser utilizadas
como materiais de partida para melhoramento de populacgdes de
fonte a partir das quais se podem desenvolver outras linhagens
endogémicas. Estas linhagens endogémicas derivadas de
linhagens endogamicas de elite podem ser desenvolvidas
utilizando o melhoramento do pedigree e métodos de melhoramento
por selecgdo recorrente descritos anteriormente. Como exemplo,
quando se utiliza melhoramento por retrocruzamento para criar
estas linhagens derivadas num programa de melhoramento de
plantas de milho, linhagens endogémicas de elite podem ser
utilizadas como 1linhagem paterna ou material de partida ou
populacdo de fonte e podem atuar como dador ou progenitor

recorrente.
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Desenvolvimento de Hibridos de Milho

Um hibrido de milho de cruzamento Unico resulta do cruzamento
de duas 1linhagens endogamicas, cada uma das quais tem um
gendétipo que complementa o gendtipo da outra. A progenitura
hibrida da primeira geracdo é designada Fi. No desenvolvimento
de hibridos comerciais num programa de melhoramento de plantas
de milho apenas sdo pretendidas as plantas hibridas Fi. Os
hibridos F: preferenciais sdo mais vigorosos do gue 0s seus
progenitores endogmicos. Este vigor hibrido, ou heterose, pode
manifestar-se em muitas caracteristicas poligénicas, incluindo

crescimento vegetativo aumentado e rendimento aumentado.

0O desenvolvimento de um hibrido de milho num programa de
melhoramento de plantas de milho envolve trés passos: (1) a
selecdo de plantas de varias reunides de plasma germinativo
para cruzamentos de melhoramento iniciais; (2) a autofecundacdo
das plantas selecionadas dos cruzamentos de melhoramento
durante varias geragdes para produzir uma série de linhagens
endogamicas que, apesar de serem diferentes umas das outras,
exibem melhoramento verdadeiro e sdo altamente uniformes, e
(3) cruzamento das linhagens endogamicas selecionadas com
diferente linhagens endogdmicas para produzir a progenitura
hibrida (F1). Durante o processo de endogamia no milho, o vigor
das linhagens diminui. O vigor é restabelecido quando duas
linhagens endogdmicas diferentes sdo cruzadas para produzir a
progenitura hibrida (Fi1). Uma consequéncia importante da
homozigosidade e homogeneidade das linhagens endogémicas é o

facto de o hibrido entre um par definido de 1linhagens
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endogémicas ser sempre o mesmo. Depois de identificadas as
linhagens endogdmicas gque originam um hibrido superior, a
semente hibrida pode ser reproduzida indefinidamente desde que

a homogeneidade dos progenitores endogémicos seja mantida.

E produzido um hibrido de um tunico cruzamento quando duas
linhagens endogamicas sdo cruzadas para produzir a progenitura
Fi. E produzido um hibrido de um cruzamento duplo a partir de
quatro linhagens endogé&micas cruzadas em pares (A X B e C X D)
e depois os dois hibridos Fi1 s8o novamente cruzados (A X B) X
(C X D). E produzido um hibrido de um cruzamento de trés vias
a partir de trés 1linhagens endogdmicas em qgue duas das
linhagens endogamicas sdo cruzadas (A X B) e depois o hibrido
F1 resultante é cruzado com a terceira linhagem endogdmica (A
X B) X C. Muito do vigor hibrido exibido pelos hibridos Fi1 é
perdido na geracdo seguinte (F2). Consequentemente, sementes

de hibridos ndo sdo utilizadas para lote de plantacgdes.

A producgdo de sementes hibridas requer a eliminagdo ou
inativacdo de pdlen produzido pelo progenitor feminino. A
remocdo ou inativacdo incompleta do pdlen proporciona o
potencial de autopolinizacdo. Esta semente inadvertidamente
autopolinizada pode ser recolhida e embalada de modo néo

intencional com semente hibrida.

Depols de a semente ser plantada, ¢é possivel identificar e
selecionar estas plantas autopolinizadas. Estas plantas
autopolinizadas serdo geneticamente equivalentes a linhagem

endogémica feminina utilizada para produzir o hibrido.
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Tipicamente, estas plantas autopolinizadas podem ser
identificadas e selecionadas devido ao ser vigor diminuido. As
autofecundagdes femininas sdo identificadas pela sua aparéncia
menos vigorosa quanto a caracteristicas vegetativas e/ou
reprodutivas, incluindo menor altura das plantas, menor tamanho
das espigas, forma das espigas e grédos, cor dos sabugos ou

outras caracteristicas.

Estas linhagens autopolinizadas também podem ser identificadas
através de analises de marcadores moleculares. Ver "The
Identification of Female Selfs in Hybrid Maize: A Comparison
Using Electrophoresis and Morphology", Smith, J. S. C. e Wych,
R. D., Seed Science and Technology 14, paginas 1-8 (1995).
Através destas tecnologias é possivel verificar a
homozigosidade da linhagem autopolinizada analisando a
composicdo alélica em varios locais ao longo do genoma. Aqueles
métodos permitem a identificacdo rapida da invencgdo revelada
aqui. Ver também "Identification of Atypical Plants in Hybrid
Maize Seed by Postcontrol and Electrophoresis" Sarca, V. et
al., Probleme de Genetica Teoritica si Aplicata Vol. 20 (1)

paginas 29-42.

Como é€ claro para o perito na técnica, os anteriores sdo apenas
alguns dos varios modos pelos quais a linhagem endogémica do
presente relatdério descritivo pode ser obtida pelos que
pretendem a 1ntrogressdo do gendtipo transgénico noutras

linhagens de milho. Estdo disponiveis outros meios.

EXEMPLOS
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O relatdério descritivo serd adicionalmente descrito com
referéncia aos seguintes exemplos pormenorizados. Estes
exemplos sdo proporcionados para fins ilustrativos. Técnicas
comuns de ADN recombinante e clonagem molecular utilizadas aqui
sdo bem conhecidas na técnica e sdo descritas por Ausubel
{editor), "Current Protocols in Molecular Biology", John Wiley
and Sons, Inc. (19294); J. Sambrook, et al., "Molecular Cloning:
A Laboratory Manual", 3% Edicdo, Cold Spring Harbor, NI: Cold
Spring Harbor Laboratory Press (2001), e por T.J. Silhavy, M.L.
Berman e L.W. Enquist, "Experiments with Gene Fusions", Cold

Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NI (1984).

Exemplo 1. Transformacdo e Selecdo do Evento 3272

0 evento 3272 foil produzido por transformagdo mediada por
Agrobacterium de uma linhagem endogémica de milho (Zea mays)
registada. Embrides imaturos foram transformados
essencialmente como descrito em Negrotto et al. (Plant Cell
Reports 19: 798-803, 2000), utilizando um fragmento de ADN do
plasmideo pNOV7013 (SEQ ID NO: 33). O plasmideo pNOV7013
compreende cassetes de expressdo em série. A primeira cassete
de expressdo é compreendida por uma sequéncia promotora de y-
Zeina (N° de Acesso do Genbank X56117) operavelmente ligada a
um gene de a—amilase amy797E, que também & operavelmente ligado
ao Intrdo N° 9 de Zea mays do gene da fosfoenolpiruvato
carboxilase (Matsuoka et al. 1989, Furo. J. Biochem. 181: 593-
598), que também ¢é operavelmente ligado a uma sequéncia de
terminacdo da transcricdo e poliadenilacd8o na extremidade 3'
etiquetada com 358 (Franck et al. 1980, Cell 21: 285-294).A
segunda cassete de expressdo é compreendida por um promotor

ZmUbiInt de Zea mays (Christensen et al. 19292, Plant Mol. Biol.
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18: 675-689) operavelmente ligado a uma sequéncia codificadora
de pmi (N° de Acesso do Genbank M15380), também operavelmente
ligada a uma sequéncia terminadora do gene da nopalina sintase

de Agrobacterium tumefaciens (N° de Acesso do Genbank V00087).

Embrides imaturos foram excisados de espigas com 8 - 12 dias
de idade e enxaguados com meio fresco na preparacdo para a
transformacdo. Os embrides foram misturados com a suspensdo de
células de Agrobacterium albergando o vetor de transformacdo
pNOV7013, foram submetidos a vértice durante 30 segundos e
deixados incubar durante mais 5 minutos. A solucgdo de
Agrobacterium em excesso fol aspirada e embrides foram depois
deslocados para placas gque continham um meio de cultura ndo

seletivo. Os embrides foram cocultivados com a Agrobacterium

remanescente a 22 °C durante 2-3 dias no escuro. Os embrides
foram transferidos para meio de cultura suplementado com
cefotaxima (250 mg/mL) e nitrato de prata (1,6 mg/L) e
incubados no escuro durante 10 dias. Os embrides que produziram
calo embriogénico foram transferidos para meio de cultura de

células que continha manose.

As pléntulas regeneradas foram testadas por andlise de PCR
TAQMAN® (ver Exemplo 2) quanto a presenca de ambos 0s genes pmi
e amy797E, bem como quanto a auséncia do gene de resisténcia a
antibidéticos espectinomicina (spec). Plantas positivas para
ambos o©os transgenes e negativas para o gene spec foram
transferidas para a estufa para propagacdo adicional. Eventos
positivos foram identificados e rastreados utilizando
bicensaios de inseto contra a lagarta das raizes do milho. Os

eventos inseticidas foram caracterizados guanto ao numero de
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coOpias por andlise TAQMAN. 3272 foi escolhido para analise
adicional com base no facto de ter uma uUnica c¢dbdépia dos
transgenes, boa expressdo proteica identificada por ELISA e

boa atividade enzimatica.

A Tp de 3272 foil cruzada com as linhagens endogdmicas de milho
NP911lx e NP2222x, criando populagdes Ti. As plantas T:; foram
autopolinizadas para criar a geragdo BCl e este processo foi
repetido para criar uma geracgdo BC3 ou BC4, respetivamente.
Empregou-se teste da progenitura das plantas retrocruzadas para
identificar familias homozigdéticas (convertidas). As linhagens
endogamicas convertidas de 3272 foram cruzadas com outras
linhagens endogdmicas de elite para criar hibridos utilizados

em estudos adicionais.

Exemplo 2. Detecgdo de 3272 por PCR TAQMAN

A andlise TAQMAN foi realizada essencialmente como descrito em
Ingham et al. (Biotechnigques, 31: 132-140, 2001). Em resumo,
ADN genémico foi isolado de folhas de plantas de milho
transgénicas e ndo transgénicas utilizando o Estojo de Extracéo
de ADN Gendmico Puregene® (Gentra Systems, Minneapolis, MN)
essencialmente de acordo com a instrucdo do fabricante, com a
excegdo de todos os passos terem sido conduzidos em placas de
96 cavidades de 1,2 mL. O grédnulo de ADN seco fol novamente

suspenso em tampdo TE (Tris-HC1l 10 mM, pH 8,0, EDTA 1 mM).

Reacbes de PCR TAQMAN foram realizadas em placas de 96
cavidades. Para o controlo genético de milho enddgeno,
iniciadores e sondas foram especificamente concebidos para o

gene da alcool desidrogenase (adhl) de Zea mays (n°® de acesso
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da Genbank AF044295). Serad reconhecido pelo perito que podem
ser utilizados outros genes de milho como controlos enddgenos.
As reagbes foram submetidas a multiplex para amplificar
simultaneamente amy797FE e adhl ou pmi e adhl. Para cada amostra
gerou-se uma mistura-mde combinando 20 uL de ADN gendmico
extraido com 35 uL de 2x TAQMAN Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems) suplementado com iniciadores para uma
concentracdo final de 200 nM cada, sondas para uma concentracdo
final de 100 nM cada e agua para um volume final de 70 uL. Esta
mistura foi distribuida em trés repeticdes de 20 ulL cada em
placas de amplificacdo de 96 cavidades e selada com filme de
selagem térmica oticamente transparente (Marsh Bio Products).
Conduziu-se PCR num instrumento ABI Prism 7700 utilizando os
seguintes parametros de amplificacdo: 2 min a 50 °C e 10 min a

95 °C, seguido de 35 ciclos de 15 s a 95 °C e 1 min a 60 °C.

Os resultados da anadlise TAQMAN demonstraram que o evento 3272

tinha uma cépia do gene amy797E e uma cdpia do gene pmi.

Exemplos de combinacgdes adequadas de sequéncias de

iniciador/sonda que foram utilizadas sdo:

Nome do Iniciador Sequéncia do Iniciador SEQ 1D
NO:

synAmyl-direto 5'- CAAGCAGGAGCTCATCAACATG -3 SEQ ID NO: 7
synAmyl-reverso 5b'- GCCCTGTGGTTGATCACGAT -3' SEQ ID NO: 8
synAmyl-sonda 5'- TCCGCGATGACCTTGATGCCGTA -3' SEQ ID NO: 9

(Etiqueta 5' = FAM, etiqueta 3' = TAMRA)

PMI-direto 5'-CCGGGTGAATCAGCGTTT-3" SEQ ID NO: 10
PMI-reverso 5'-GCCGTGGCCTTTGACAGT-3" SEQ ID NO: 11

PMI-sonda 5'"-TGCCGCCAACGAATCACCGG-3" SEQ ID NO: 12
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(Etiqueta 5' = FAM, etiqueta 3' = TAMRA)
ZmADH-267direto 5'-GAACGTGTGTTGGGTTTGCAT-3' SEQ ID NO: 13
ZmADH-337 reverso L'-TCCAGCAATCCTTGCACCTT-3! SEQ ID NO: 14
ZmADH-316 sonda b5'-TGCAGCCTAACCATGCGCAGGGTA-3' SEQ ID NO: 15
(Etiqueta 5'= TET, etiqueta 3' = TAMRA)

Exemplo 3. Detecdo de 3272 por Transferéncia Southern

ADN gendmico utilizado para a analise Southern foi isolado de
tecido foliar reunido de dez plantas representando a geracdo
de retrocruzamento seis (BC4) de 3272 utilizando essencialmente
o método de Thomas et al. (Theor. Appl. Genet. 86: 173-180,
19293). Todas as plantas utilizadas para o isolamento de ADN
foram individualmente analisadas utilizando PCR TAQMAN (como
descrito no Exemplo 2) para confirmar a presenca de uma Unica
coépia do gene amy797E e do gene pmi. Para os controlos
segregantes negativos, ADN foi isolado de tecido foliar reunido
de cinco plantas representando a geracdo BC4 do evento 3272.
Estas plantas segregantes negativas foram analisadas
individualmente utilizando PCR TAQMAN e os ensalos foram
negativos quanto a presenca do gene amy797FE e do gene pmi mas
foram, como esperado, positivos para o controlo interno do

ensaio, o gene de milho endégeno adh.

Conduziu-se andlise Southern utilizando técnicas convencionais
de biologia molecular. ADN gendémico (7,5 pg) foi digerido com
enzimas de restrigdo KpnI ou XmnI, que tém um uUnico sitio de
reconhecimento dentro do inserto de T-ADN de 3272. Esta
abordagem permite determinar o numero de cdpias dos elementos,
correspondentes a sonda especifica utilizada para cada
Southern, gque foram incorporados em 3272. Tal origina uma banda

de hibridacdo por cédépia do elemento presente em 3272. Apds
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eletroforese em gel de agarose e transferéncia alcalina para
uma membrana Nytran® realizaram-se hibrida¢dées utilizando
sondas completas geradas por PCR especificas para elementos. A
sonda utilizada nas transferéncias Southern de amy797E e pmi
compreendem os nucledtidos 889-2771 da SEQ ID NO: 33 e
nucledtidos 4506-5681 da SEQ ID NO: 33, respetivamente. As
sondas foram etiquetadas com 3°P wvia iniciacdo aleatédria
utilizando o sistema Rediprime™ II (Amersham Biosciences, N°

do Cat. RPN1633).

Utilizaram-se as seguintes condig¢des de hibridacdo: Adicionam-—
se 1-2 milhbGes de cpm/mL a PerfectHyb (Sigma) suplementado com
ADN de Timo de Vitelo (Invitrogen) 100 ug/mL pré-aquecido para
65 °C. A hibridacdo foi realizada a 65 °C durante 3 horas.
[OCcorre pré-hib na mesma solucdoc de acima, mesma temp O/N ou
durante pelo menos uma hora], seguido de lavagem 2X em 2X SSC,
SDS 0,1% durante 20 minutos a 65 °C e 2X em 0,1X SSC, SDS 0,1%

durante 20 minutos a 65 °C.

Em cada Southern incluiram-se trés amostras de controlo: (1)
ADN de um segregante negativo (ndo transformado) utilizado para
identificar quaisquer sequéncias enddbdgenas de ZJea mays gue
possam hibridar de modo cruzado com a sonda especifica para
elementos; (2) ADN de um segregante negativo no qual ¢é
introduzida uma gquantidade de pNOV7013 digerido com KpnI ou
XmnI que é igual a um numero de cédpias com base no comprimento
da sonda, para demonstrar a sensibilidade da experiéncia na
detecgcdo de uma Unica cédépia de genes dentro do genoma de Zea
mays, e (3) plasmideo pNOV7013 digerido com KpnI ou XmnI que é

igual a um numero de cdbdpias com base no comprimento da sonda,
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como controlo positivo da hibridacdo bem como para demonstrar

a sensibilidade da experiéncia.

Os dados da hibridacdo proporcionam evidéncias confirmatérias
gue suportam a analise de PCR TAQMAN segundo a qual 3272 contém
uma Unica cdépia dos genes amy797E e pmi e segundo a qual 3272
ndo contém nenhuma das sequéncias vetoriais da cadeia principal
presentes em pNOV7013. Como esperado para ambas as sondas
amy797E e pmi, o digesto com KpnI e XmnI, respetivamente,
originou uma uUnica banda de hibridacdo, demonstrando gue uma
Unica cépia de cada gene esta presente no evento 3272.
Adicionalmente, para a sonda da cadeia principal, a auséncia
de hibridacdo demonstra a auséncia de quaisquer sequéncias da
cadeia principal do vetor pNOV7013 incorporadas em 3272 durante

o processo de transformacgdo.

Exemplo 4. Sequenciacdo do Inserto de T-ADN

Determinou-se a sequéncia de nucledtidos de todo o inserto de
ADN transgénico presente no evento 3272 para demonstrar a
integridade global do inserto, a contiguidade dos elementos
funcionais e para detetar quaisquer alteracdes de pares de
bases individuais. O inserto 3272 foi amplificado a partir de
ADN derivado da geragdo BC4 na forma de dois fragmentos
individuais sobrepostos. Cada fragmento foi amplificado
utilizando um iniciador polinucleotidico homélogo a sequéncias
gendmicas de planta que flanqueiam o dnserto 3272 e um
iniciador polinucleotidico homélogo a sequéncia de inserto.
Para gerar o) fragmento 57, um primeiro iniciador
polinucleotidico homélogo a sequéncia flangueadora 5', AmyFln-

5'" (SEQ ID NO: 39), foi combinado com um segundo iniciador
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polinucleotidico homélogo ao ADN inserido dentro do promotor
ZmUbiInt, AmyFln-3' (SEQ ID NO: 40). Para gerar o fragmento
3", um primeiro iniciador polinucleotidico hombélogo a sequéncia
flanqueadora 3', AmyF2-3' (SEQ ID NO: 42), foi combinado com
um segundo iniciador polinucleotidico hombélogo ao ADN inserido

dentro do promotor ZmUbiInt, AmyF2-5' (SEQ ID NO: 42).

Conduziu-se amplificacgdo por PCR utilizando o sistema de PCR
Expand High Fidelity (Roche, N° Cat. 1732650) sob as condigdes
seguintes: 95 °C durante 5 min, 94 °C durante 30 s, 50-60 °C
durante 30 s durante 35 ciclos, 72 °C durante 2 min, 72 °C
durante 10 min e terminando a 4 °C. O amplicdo resultante da
amplificacdo por PCR utilizando a SEQ ID NO: 39 e SEQ ID NO:
40 estd apresentado na SEQ ID NO: 43 e compreende a sequéncia
de Juncdo 5' (SEQ ID NO: 1). O amplicdo resultante da
amplificacdo por PCR utilizando a SEQ ID NO: 42 e SEQ ID NO:
41 estd apresentado na SEQ ID NO: 44 e compreende a sequéncia
de Juncdo 3' (SEQ ID NO: 2). Cada fragmento de sequenciacdo
foi individualmente clonado no vetor pCR -XL-TOPO® (Invitrogen,
N° Cat. K4700-20) e trés clones separados para cada fragmento
foram identificados e sequenciados. A sequenciacdo foi efetuada
utilizando um analisador ABI3730XL utilizando quimica de dGTP
ABI BigDye® 1.1 ou Big Dye 3.1 (para modelos ricos em GC). A
analise de sequéncia foi efetuada utilizando o pacote Phred,
Phrap e Consed da Universidade de Washington e foi realizada
com uma taxa de erro menor do que 1 em 10 000 bases (Ewing e
Green, 1998). Determinou-se a sequéncia de consenso final
combinando os dados de sequéncia dos seis clones individuais
(trés para cada fragmento de sequenciacdo) para gJgerar uma

sequéncia de consenso do inserto 3272. Procedeu-se ao
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alinhamento utilizando o programa ClustalW com os seguintes
parémetros: matriz de pontuacdo Blosumb5, penalidade por
abertura de intervalo 15, penalidade por extensdo de intervalo
6,66 (Thompson et al, 1994, Nucleic Acids Research, 22, 4673-
4680) .

Os dados da sequéncia de consenso para o inserto de T-ADN 3272
demonstraram que a integridade global do inserto e contiguidade
dos elementos funcionais dentro do inserto como pretendido em
pNOV7013 haviam sido mantidas. A andlise de sequéncia revelou
gue ocorreu algum truncamento nas extremidades da borda direita
(RB) (nucledtidos 1-2 da SEQ ID NO: 33) e borda esquerda (LB)
{(nucledétidos 6083-6100 da SEQ ID NO: 33) do inserto de T-ADN
durante o processo de transformacdo que originou o evento 3272.
A porcdo RB do inserto de T-ADN foi truncada por 23 pb e a
extremidade LB do inserto de T-ADN foi truncada por 7 pb. Estas
delegdes ndo tém nenhum efeito na eficacia do inserto de T-ADN
e este fendmeno foli previamente observado em transformacdo
mediada por Agrobacterium (Tinland & Hohn, 1995. Genetic

Engineering, 17: 209-229).

Exemplo 5. Andlise da Sequéncia de ADN Flangueadora
Determinou-se a sequéncia de ADN do genoma de milho que
flanqueia o ADN heterdlogo inserido no genoma da planta de

milho do evento 3272 na borda direita (designada sequéncia

flanqueadora 5') utilizando o método de PCR entrelacado
assimétrico térmico (TAIL) como descrito por Liu et al. (1995,
The Plant Journal 8: 457-463). Este método emprega trés

iniciadores encaixados especificos para o inserto, CT RB-1 5'-

TGCGGTTCTGTCAGTTCCAAACGTA-3"' (SEQ ID NO: 18), CT RB-2 b5'-



58

AACGTGACTCCCTTAATTCTCCGCTCATGATCA-3" (SEQ ID NO: 19) e CT RB-
3: 5'"-GATTGTCGTTTCCCGCCTTCAGTTTA-3"' (SEQ ID NO: 20), em trés
reacdes sucessivas Jjuntamente com uma mistura de iniciadores
arbitrarios degenerados {iniciadores AD). A mistura de

iniciadores AD compreendeu o0s seguintes iniciadores: MZEADI:

5'"-WGTGNAGSANCGNAGA-3"' (SEQ ID NO: 28), MZEADZ : 5'-
WCAGNTGSTNGTNCTG-3"' (SEQ ID NO: 29), MZEAD® 5'-
STGGNTCSANCTNTGC-3"' (SEQ ID NO: 30) e MZEADS 5'-

NCCGASTSTSGSGTT-3'" (SEQ ID NO: 31), em que W= A ou T, N=A, T,
C ou G e S=C ou G. Todas as reagdes de PCR continham 0,5 uM de
iniciadores especificos para T-ADN e 2 até 4 uM de iniciadores
AD em reagente de PCR 2X Jumstrat Readymix Red (Sigma Chemical
Co.).

Para a reacdo de PCR TAIL primaria utilizaram-se dez ng de ADN
gendmico de 3272, diniciadores CT RB-1 e mistura de AD numa
reacdo de 10 uL. As condic¢des de PCR foram as seguintes: 4 °C
durante 2 min, 93 °C durante 1 min, 95 °C durante 1 min, 94 °C
durante 30 s, 62 °C durante 1 min, 72 °C durante 2 min e 30 s,
94 °C durante 30 s durante mais 4 ciclos, 94 °C durante 30 s,
25 °C durante 3 min, Subida a 0,2 °C por segundo para 72 °C,
72 °C durante 2 min e 30 s, 94 °C durante 10 s, 68 °C durante
1 min, 72 °C durante 2 min e 30 s, 94 °C durante 10 s, 68 °C
durante 1 min, 72 °C durante 2 min e 30 s, 94 °C durante 10 s,
44 °C durante 1 min, 72 °C durante 2 min e 30 s, 94 °C durante
10 s durante mais 14 ciclos, 72 °C durante 5 min, terminando a

4 °cC.

Para a reacdo de PCR TAIL secundaria, um uL do produto de PCR

da reacdo primaria foi diluido 100 vezes com agua destilada.
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Utilizaram-se cinco uL do produto diluido como modelo numa
reagdo de 50 uL utilizando os iniciadores CT RB-2 e mistura de
AD. As condigdes para a reacdo de PCR TAIL secundaria foram as
seguintes: 4 °C durante 2 min, 94 °C durante 10 s, 64 °C durante
1 min, 72 °C durante 2 min e 30 s, 94 °C durante 10 s durante
mais 4 ciclos, 94 °C durante 10 s, 64 °C durante 1 min, 72 °C
durante 2 min e 30 s, 94 °C durante 10 s, 64 °C durante 1 min,
72 °C durante 2 min e 30 s, 94 °C durante 10 s, 44 °C durante
1 min, 72 °C durante 2 min e 30 s, 94 °C durante 10 s durante
mais 14 ciclos, 94 graus durante 10 s, 44 graus durante 1 min,
72 graus durante 3 min, 94 °C durante 10 s durante mais 4

ciclos, 72 °C durante 5 min, terminando a 4 °C.

Para a terceira reagdo de PCR TAIL utilizaram-se 5 mL de uma
diluicdo 100 vezes do produto de PCR secundadrio como modelo
numa reacgdo de 50 mL utilizando os iniciadores CT RB-3 e a
mistura de AD. As condigdes para a terceira reacdo de PCR TAIL
foram as seguintes: 4 °C durante 2 min, 94 °C durante 10 s, 44
°C durante 1 min, 72 °C durante 2 min 30 s, 94 °C durante 10 s
durante mais 19 ciclos, 72 °C durante 5 min, terminando a 4

°C.

Depols de completadas todas as reacgdes de PCR conduziu-se
eletroforese em gel de agarose nos produtos de amplificacdo
resultantes. O amplicdo foli excisado e purificado com o Estojo
de Extracdo em Gel QiaAquik (Cat #: 28706) e seqguenciado
utilizando o iniciador de T-ADN correspondente. Confirmou-se a
sequéncia flanqueadora 5' utilizando um iniciador localizado
na sequéncia flanqueadora 57, 15B13RB1F: 57—
TGCCAAGCCATGCCCATGCAAGTCG-3"'" (SEQ ID NO: 34) e um iniciador
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especifico para T-ADN, RB-Prla: 5'-GCGGTTCTGTCAGTTCCAAACG-3'
(SEQ ID NO: 21) para conduzir PCR. A reacdo de PCR gerou um
amplicdo de 461 pb compreendendo os nucledtidos 1081-1541 da
SEQ ID NO: 3, que compreende a sequéncia de Jjuncdo 5'

apresentada na SEQ ID NO: 1.

Sequéncia de ADN flanqueadora mais 5', penetrando mais no
genoma para além do que fol descrito acima, e a sequéncia de
ADN do genoma do milho que flanqueia o ADN heterélogo na borda
esquerda (designada sequéncia flanqueadora 3') foram obtidas
utilizando a tecnologia GenomeWalker™ (Clonetech Laboratories,
Inc.) de acordo com as instrugdes do fabricante. Preparou-se
uma biblioteca digerindo 2,5 ug de ADN gendmico do evento 3272
com a endonuclease de restricdo Stul. Os fragmentos de ADN
gendmico resultantes foram depois 1ligados ao adaptador
GenomeWalker™ proporcionado, gque contém as sequéncias dos
iniciadores adaptadores externos e encaixados. Cada ligacéo
foi depois amplificada numa reacdo de PCR primaria utilizando

o iniciador GenomeWalker™ externo (5'-GTAATACGACTCACTATAGGGC-

3'; SEQ ID NO: 32) e um iniciador especifico para o inserto
para a sequéncia da borda direita
(5'-GTTGCGGTTCTGTCAGTTCCAAACGTAAA-3"; SEQ ID NO: 22) ou
sequéncia da borda esquerda (5'-

TTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCT-3"; SEQ ID NO: 23). A mistura
de produtos da PCR primaria foi depois diluida e utilizada como
modelo para uma PCR secundaria ou encaixada utilizando o
iniciador adaptador encaixado (5'-ACTATAGGGCACGCGTGGT-3'; SEQ
ID NO: 33) proporcionado por GenomeWalker™ e um iniciador
encaixado especifico para o inserto para a sequéncia da borda

direita (5'-CTCCGCTCATGATCAGATTGTCGTTTC-3'; SEQ ID NO: 24) ou
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sequéncia da borda esquerda (5'-TTACTAGATCTGCTAGCCCTGCAGGAAA-
3'; SEQ ID NO: 25). Utilizaram-se as seguintes condig¢des de
PCR para as reacdes primaria e secundaria: 94 °C, 25 s 72 °C,

3 min, 7¥X; 94 °C, 25 s; 67 °C, 3 min, 32X; 67 °C, 7 min, 1X.

A sequéncia flangqueadora 5' foi confirmada utilizando um
iniciador localizado na regido flangqueadora 5' (SEQ ID NO: 35)
combinado com um iniciador da sequéncia de inserto (SEQ ID NO:
26) numa reacdo de PCR sob as seguintes condigdes: 95 °C durante
5 min, 94 °C durante 30 s, 50-60 °C durante 30 s durante 35
ciclos, 72 °C durante 2 min, 72 °C durante 10 min e terminando
a 4 °C. A sequéncia do amplicdo resultante esta apresentada na
SEQ ID NO: 3, que compreende a sequéncia de Jjuncdo 5'
apresentada na SEQ ID NO: 1. A sequéncia flangqueadora 5'

compreendida na SEQ ID NO: 3 esta apresentada na SEQ ID NO: 5.

A sequéncia flangqueadora 3' foi confirmada utilizando um
iniciador localizado na regido flangqueadora 3' (SEQ ID NO: 36)
combinado com um iniciador especifico para o inserto (SEQ ID
NO: 27) numa reacdo de PCR sob as seguintes condigdes: 95 °C
durante 5 min, 94 °C durante 30 s, 50-60 °C durante 30 s durante
35 ciclos, 72 °C durante 2 min, 72 °C durante 10 min e
terminando a 4 °C. A sequéncia do amplicdo resultante esta
apresentada na SEQ ID NO: 4, que compreende a sequéncia de
juncdo 3' apresentada na SEQ ID NO: 2. A sequéncia flangqueadora
3'" compreendida na SEQ ID NO: 4 estd apresentada na SEQ ID NO:
6.

Exemplo 6. Andlise de semente de plantas de milho 3272

expressando a o-amilase Amy797E
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Obteve-se semente de plantas de milho 3272 transformadas com
pPNOV7013 como descrito no Exemplo 1. A acumulacdo de amido
nestes grdos aparentou ser normal, com base em inspeg¢do visual
e coloragdo normal guanto a amido com uma solucdo de iodo antes
de qualquer exposicdo a temperatura elevada. Os grdos imaturos
foram dissecados e endospermas purificados foram colocados
individualmente em tubos de microcentrifugacdo e imersos em
200 upuL de tampdo NaPOs 50 mM. Os tubos foram colocados num
banho de &gua a 85 °C durante 20 minutos, depois foram
arrefecidos em gelo. Adicionaram-se a <cada tubo vinte
microlitros de uma solucgdo de iodo 1% e o sistema foil misturado.
Aproximadamente 25% dos grdos segregantes coraram normalmente
quanto ao amido. Os restantes 75% ndo exibiram coloracgdo,
indicando que o amido havia sido degradado em acucares de baixo
peso molecular que ndo ficam corados com iodo. Verificou-se
que os grdos de 3272 procederam a auto-hidrélise do amido de
milho. Ndo se observou nenhuma reducdo detetavel do amido apds

incubacdo a 37 °C.

A expressdo da amilase foi adicionalmente analisada por
isolamento da fracdo proteica hipertermofilica do endosperma
seguido de coloracgdo por PAGE/Coomassie. Observou-se uma banda
proteica segregante com o peso molecular apropriado (50 kD).
Estas amostras sdo sujeitas a um ensaio de a-amilase utilizando
amilose corada comercialmente disponivel (AMYLAZYME, da
Megazyme, Irlanda). Niveis elevados de atividade de amilase
hipertermofilica estdo correlacionados com a presenca da

proteina de 50 kD.
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Grdos de plantas do tipo selvagem ou plantas 3272 foram
aquecidos a 100 °C durante 1, 2, 3 ou 6 horas e depois corados
quanto ao amido com uma solucdo de iodo. Detetou-se pouco ou
nenhum amido em grdos maduros apds 3 ou 6 horas,
respetivamente. Assim, o amido presente em grdos maduros de
milho transgénico que expressam o—amilase hipertermofilica que
é dirigida para o reticulo endoplasmatico foi hidrolisado

qgquando incubado a temperatura elevada.

Noutra experiéncia, amido parcialmente purificado de gréos
maduros de plantas 3272 que foram macerados a 50 °C durante 16
horas foi hidrolisado apds aguecimento a 85 °C durante 5

minutos. Tal ilustrou gque a a-amilase dirigida para o reticulo
endoplasmatico se liga a amido apds trituragdo do grdo e é
capaz de hidrolisar o amido por aquecimento. A coloragdo com

iodo indicou gque o amido permanece intacto em sementes maduras

apbds a maceracdo durante 16 horas a 50 °C.

Noutra experiéncia, grdos maduros segregantes de plantas 3272
foram aquecidos a 95 °C durante 16 horas e depois foram secos.

Em sementes dgue expressam a o-amilase hipertermofilica, a
hidrélise do amido em acguicar originou uma aparéncia enrugada

apdés a secagem.

Exemplo 7. Fermentacdo de grdo de plantas de milho que
expressam a-amilase
Milho 3272 transgénico que contém uma o-amilase termoestavel

tem bom desempenho na fermentagdo sem adigdo de oa-amilase

exbdgena, requer muito menos tempo para a liquefagdo e origina
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solubilizacédo mais completa do amido. Realizaram-se
fermentacdes a escala laboratorial empregando um protocolo com
0s seguintes passos (pormenorizados abaixo): 1) trituracéo,
2) analise da humidade, 3) preparacdo de uma pasta gue contém
amido triturado, &agua, vinhaca ("backset") e oa-amilase, 4)
liquefacgdo e 5) sacarificacdo e fermentacgdo simulténeas (SSF).
Neste exemplo, a temperatura e tempo do passo de liquefacéo
foram variados como descrito abaixo. Adicionalmente, o milho
transgénico foi liquefeito com e sem oa-amilase exdgena e o
desempenho na produgdo de etanol foi comparado com milho de

controlo tratado com o-amilase comercialmente disponivel.

O milho foi seco para 11% de humidade e armazenado a temperatura

ambiente. O teor de o-amilase da farinha de milho 3272 foi 95
unidades/g em que 1 unidade de enzima gera 1 micromole de

extremidades redutoras por min a partir de farinha de milho a

85 °C em tampdo MES pH 6,0. O milho de controlo que foi
utilizado consistiu num milho amarelo dentado que se sabe ter
bom desempenho na producgdo de etanocl. 1) Trituragcdo: Milho
transgénico (1180 g) foi triturado num moinho de martelos
Perten 3100 equipado com um crivo de 2,0 mm, deste modo gerando
farinha de milho transgénico. Milho de controlo foi triturado
no mesmo moinho apdés limpeza extensa para prevenir a
contaminagdo pelo milho transgénico. 2) Analise de humidade:
Amostras (20 g) de milho transgénico e de controlo foram
pesadas em recipientes de pesagem de aluminio e aquecidas a
100 C durante 4 h. As amostras foram novamente pesadas e o teor
de humidade foi calculado a partir da perda de peso. O teor de
humidade da farinha transgénica foi 9,26%; o da farinha de

controlo foi 12,54%. 3) Preparacdo de pastas: A composicdo de
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pastas fol concebida para originar um mosto com 36% de sélidos
no 1inicio da SSF. Prepararam-se amostras de controlo em
garrafas de plastico de 100 mL gue continham 21,50 g de farinha

de milho de controlo, 23 mL de &gua desionizada, 6,0 mL de
vinhaca (8% de sdélidos por peso) e 0,30 mL de uma oa-amilase

comercialmente disponivel diluida 1/50 com agua. A dose de o-
amilase foi escolhida como representativa da utilizacdo

industrial. Por avaliacdo sob as condigdes descritas acima para

o ensaio da oa-amilase transgénica, a dose de oa-amilase de
controlo foi 2 U/g de farinha de milho. O pH foli ajustado para
6,0 por adicdo de hidrdéxido de amdébnio. Prepararam-se amostras
transgénicas do mesmo modo mas continham 20 g de farinha de

milho devido ao menor teor de humidade da farinha transgénica.
Prepararam-se pastas de farinha transgénica com oa-amilase a

mesma dose das amostras de controlo ou sem a-amilase exdgena.

4) Liquefacdo: As garrafas que continham pastas de farinha
de milho transgénico foram imersas em banhos de agua a 85 °C
ou 95 °C durante periodos de tempo de 5, 15, 30, 45 ou 60 min

As pastas de controlo foram incubadas durante 60 min a 85 °C.
Durante a incubacdo a temperatura elevada, as pastas foram
manualmente misturadas de modo vigoroso a cada 5 min Apds o
passo a temperatura elevada, as pastas foram arrefecidas em
gelo. 5) Sacarificacdo e fermentacgcdo simulténeas: O mosto
produzido por liquefacdo fol misturado com glicocamilase (0,65
mL de uma diluicgdo 1/50 de uma glicocamilase 1L-400
comercialmente disponivel), protease (0,60 mL de uma diluicdo
1 000 vezes de uma protease comercialmente disponivel), 0,2 mg
de Lactédésido & ureia (0,85 mL de uma diluicdo 10 vezes de Licor

de Ureia 50%). Fez-se um orificio na tampa da garrafa de 100
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mL contendo o mosto para permitir a ventilacdo de CO2. O mosto
foi depois inoculado com levedura (1,44 mL) e incubado num
banho de agua fixado a 90 F. Passadas 24 horas da fermentacgéo,
a temperatura foi diminuida para 86 F; as 48 horas foi fixada

em 82 F.

A levedura para inoculacdo fol propagada preparando uma mistura
que continha levedura (0,12 g) com 70 gramas de maltodextrina,
230 mL de &agua, 100 mL de wvinhaca, glicoamilase (0,88 mL de
uma diluicdo 10 vezes de uma glicocamilase comercialmente
disponivel), protease (1,76 mL de uma diluigdo 100 vezes de
uma enzima comercialmente disponivel), ureia (1,07 gramas),
penicilina (0,67 mg) e sulfato de zinco (0,13 g). A cultura de
propagacdo foi iniciada no dia antes de ser necessaria e foi

incubada com mistura a 90 °F.

As 24, 48 & 72 horas recolheram-se amostras de cada reator de

fermentacgdo, gque foram filtradas através de filtros de 0,2 um
e analisadas por HPLC quanto a etanol & acucares. As 72 h,
amostras foram analisadas quanto aos sélidos dissolvidos totais

e quanto a amido residual.

A analise de HPLC foi realizada num sistema de gradiente
binadrio equipado com detetor do indice de refracgdo, aquecedor
de coluna & coluna Bio-Rad Aminex HPX-87H. O sistema foi
equilibrado com H2S804 0,005 M em adgua a 1 mL/min. A temperatura
da coluna foi 50 °C. O volume de injecdo de amostras foi 5 ulL;
a eluicdo foil efetuada no mesmo solvente. A resposta de RI foi
calibrada por injecdo de padrdes conhecidos. Etanol e glicose

foram ambos medidos em cada injecédo.
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0O amido residual foli medido do modo seguinte. Amostras e
padrdes foram secos a 50 °C num forno, depois triturados num
pbd num moinho de amostras. O pd (0,2 g) fol pesado num tubo de
centrifugacgdo graduado de 15 mL. O pd foili lavado 3 vezes com
10 mL de etanol aquoso (80% v/v) por sujeicdo a vortice seqguido
de centrifugacdo e desperdicio do sobrenadante. Adicionou-se
DMSO (2,0 mL) ao gréanulo seguido de 3,0 mL de uma alfa-amilase
termoestavel (300 unidades) em tampdo MOPS. Apds mistura
vigorosa, os tubos foram incubados num banho de agua a 85 °C
durante 60 min Durante a incubacgdo, os tubos foram misturados
quatro vezes. As amostras foram arrefecidas e adicionaram-se
4,0 mL de tampdo de acetato de sédio (200 mM, pH 4,5) seguido
de 0,1 mL de glicoamilase (20 U). As amostras foram incubadas
a 50 °C durante 2 horas, foram misturadas, depois centrifugadas
durante 5 min a 3 500 rpm. O sobrenadante foi filtrado através
de um filtro de 0,2 um e analisado quanto a glicose pelo método

de HPLC descrito acima. Empregou-se um tamanho de injecdo de

50 uL para amostras com pouco amido residual (<20% de sdlidos).

Milho com o evento 3272 teve bom desempenho na fermentagdo sem
a-amilase adicionada. O rendimento de etanol as 72 horas foi

essencialmente o mesmo com ou sem o-amilase exdgena. Estes
dados também mostram gque se obtém um rendimento mais elevado
de etanol gquando a temperatura de liquefacdo ¢é¢ maior; a
presente enzima expressa no milho transgénico tem atividade a

temperaturas mais elevadas do que outras enzimas utilizadas

comercialmente, como a a-amilase de Bacillus liquefaciens.

Exemplo 8. Ensaio TAQMAN Especifico para o Evento 3272
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Este exemplo descreve um método de PCR TAQMAN quantitativo em
tempo real especifico para eventos para a determinacdo do teor
relativo de ADN do Evento 3272 para ADN de milho total numa
amostra. O ensaio de PCR foil otimizado para utilizagdo num
sistema de detegdo de sequéncias ABI Prism® 7900. O equipamento
que pode ser utilizado neste procedimento inclui mas ndo se
limita ao seguinte: sistema detecdo de sequéncias ABI Prism®
7000 (Applied Biosystems Parte N° 4339940); "Software": Sistema
de Detecdo de Sequéncias versdo 1.1 (Applied Biosystems Parte
N°® 4349157); sistema de detecgdo de sequéncias ABIPrismalm 7900HT
{Applied Biosystems Parte N° 4329002 ou 43292004); "Software":
Sistema de Detecdo de Sequéncias versdo 2.0 (Applied Biosystems
Parte N° 4329002); "Software": Sistema de Detecdo de Sequéncias
versdo 2.1 (Applied Biosystems Parte N° 43195666); placas de
reacdo de 96 cavidades o6éticas MicroAmp® (Applied Biosystems
Parte N° N801-0560); tampas Oticas MicroAmp® (8 tampas/tira)
{(Applied Biosystems Parte N° N801-0935); coberturas adesivas
6ticas ABI Prisma® (Applied Biosystems Parte N° 4311971);
estojo iniciador de cobertura adesiva 6tica ABI Prism® (Applied
Biosystems Parte N° 4313663); almofadas de compressdo de
cobertura o6tica ABI Prism® (Applied Biosystems Parte N°

4312639) .

Para a detecdo especifica de ADN gendmico do Evento 3272
amplificou-se um fragmento de 94 pb da regido gue abrange a
juncdo inserto-planta no Evento de milho 3272 utilizando dois
iniciadores especificos. 0Os produtos de PCR foram medidos
durante cada ciclo (tempo real) através de uma sonda
oligonucleotidica especifica para o alvo etiquetada com dois

corantes fluorescentes: FAM como corante repdrter na sua
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extremidade 5 e TAMRA como corante extintor na sua extremidade

3'. Explora-se a atividade de 5'-nuclease da Tag ADN polimerase
que origina a clivagem especifica da sonda, conduzindo a

fluorescéncia aumentada gque depois é monitorizada.

Para a gquantificacdo relativa de ADN do Evento 3272, um sistema
de referéncia especifico para milho que amplifica um fragmento
de 136 pb de Alcool Desidrogenase (Adhl), um gene enddgeno de
milho, utilizando um par de iniciadores especificos para o gene
Adhl e uma sonda especifica para o gene Adhl etiquetada com

VIC como corante repdrter na sua extremidade 5 e TAMRA como

corante extintor na sua extremidade 3’ como descrito acima.
Exemplos de combinacgdes adequadas de sequéncias de

iniciador/sonda que foram utilizadas neste procedimento

incluem:
Nome do Iniciador Sequéncia do Iniciador SEQ 1D
NO:
Es3272-5" 5'- TCATCAGACCAGATTCTCTTTTATGG - SEQ ID NO: 45
Direto 37
Es3272-5" 5'- CGTTTCCCGCCTTCAGTTTA -3' SEQ ID NO: 46
Reverso
Es3272-5" 5'- ACTGCTGACGCGGCCAAACACTG -3' SEQ ID NO: 47
Sonda

(etiqueta 5' = 6-FAM, etiqueta 3'

= TAMRA)

ESPCR0O026 F 5'-CATGATGAGTGCGTGATGAGGGCTCTT-3' SEQ ID NO: 48
ESPCR0O004 R 5'-GTATGATCTCGGCATGACTCACCGTGTT- SEQ ID NO: 49
3'
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ZmAdhl Diretob'-CGTCGTTTCCCATCTCTTCCTCC-3" SEQ ID NO: 50
ZmAdhl 5'"-CCACTCCGAGACCCTCAGTC-3" SEQ ID NO: 51
Reverso

ZmAdhl Sonda 5'-AATCAGGGCTCATTTTCTCGCTCCTCA-3'SEQ ID NO: 52
(etiqueta 5'= VIC, etiqueta 3' =
TAMRA)

Para anadlise de amostras de milho utilizaram-se aproximadamente

250 ng de ADN modelo por reacgdo.

Todos os reagentes foram deixados descongelar, foram bem
misturados e armazenados em gelo. Prepararam-se duas misturas
reacionais, uma para PCR do Evento 3272 e uma para PCR de Adhl
de Zea mays. As misturas-mde consistiram em todos o©s
componentes da PCR, excetuando modelo de ADN, em quantidade
suficiente para realizar todas as reagdes (incluindo para
solucgdes de ADN padrédo). Tipicamente preparou-se um excesso de
cada mistura-mde para tomar em consideracdo perdas durante a

transferéncia repetida de liguido.

Mostra-se nas Tabelas 1-5 uma listagem de reagentes, tampdes e
solucdes utilizados neste procedimento.

Tabela 1. Lista de reagentes.

Reagente Numero/Especificacgéo
EDTA 0,5 M Sigma N° Cat. E-7889
Agua sem nucleases Sigma N° Cat. W-4502
Iniciadores de PCR (10 uM) e Sintetizados pela
sondas oligonucleotidicas Applied Biosystems
fluorescentes (5 uM)
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Mistura-mde para PCR Sigma Sigma Aldrich Ltd P-2893
Jumpstart RedTaqg (2X) requer

Suplemento (ver abaixo)

Tris-HC1 1 M, pH 8,0 Sigma N° Cat. T-3038
MgClz: 1 M
Sulforrodamina 101 Sigma N° Cat. $5-7635

Tabela 2. 50x lote de ensaio de Zm Adhl enddgeno.

50x Lote de Ensaio de Zm Adhl Enddgeno

1X concentracdo de iniciadores e sonda D 300 nM, R 300 nM,
Sonda 200 nM

Para 1 mL de 50X concentracdo, num tubo de estilo Amber

Eppendorf, misturar:

* 15 pL de Iniciador Direto (1000 pmol/ulL),

* 15 pL de Iniciador Reverso (1000 pmol/uL),

* 100 puL I de Sonda (100 pmol/uL) e

* 870 pnL de agua sem nucleases

Sujeitar bem a vértice & Armazenar a 4 °C até 1 ano.

Tabela 3. 50x lote de ensaio do Evento 3272.

50x Lote do Ensaio do Evento 3272

1X concentracdo de iniciadores e sonda D 50 nM, R 900 nM,

Sonda 200 nM

Para 1 mL de 50X concentracdo, num tubo de estilo Amber

Eppendorf, misturar:

* 2,5 uL de Iniciador Direto (1000 pmol/ulL),

* 45 pL de Iniciador Reverso (1000 pmol/uL),
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* 100 pL de Sonda (100 pmol/uL)

e

* 852,5 ulL de agua sem nucleases

Sujeitar bem a vértice & Armazenar a 4 °C até 1 ano

Tabela 4. 1000x Lote de sulforrodamina 101.

10000x Lote de sulforrodamina 101

agua sem nucleases

Ressuspender 100 mg de Sulforrodamina 101 in 360 mL de

Sujeitar bem a vértice & Armazenar a -20 °C.

Tabela 5. 2x Jumpstart Readymix Suplementado.

2x Jumpstart Readymix Suplementado

50 mL

A 2x Mastermix, Adicionar:

* 550 pL de MgCl, 1 M,

* 10 pL de 10000x Sulforrodamina 101

Sujeitar bem a vértice & Armazenar a 4 °C até 1 ano.

Aquando da preparacdo de cada mistura reacional,

0s reagentes

foram tipicamente adicionados na ordem listada nas Tabelas 6 e

7.

Tabela 6. Preparacdo da reacdo para o ensalio do gene de

referéncia 7Zm Adhl

Componente

Concentracao

na reagao

Volume
por
reacgao

(nL)

Sigma Jumpstart Readymix 2X

1x

12,5
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50x Lote de Ensaio de ZmAdh 1 1x 0,5
Enddgeno (1lx concentracdo = D 300
nM, R 300 nM, Sonda 200 nM)
Agua sem nucleases # 7
ADN modelo (maximo 250 ng) # 5
Total volume: 25

Tabela 7. Preparacdo da reacdo para o ensaio do Evento 3272
Componente Concentragdo | Volume por
final em PCR reagao
(L)
Sigma Jumpstart Readymix 2X 1x 12,5
50x Lote de Ensaio do Evento 1x 0,5
3272 (1lx concentracdo = D 50 nM,
R 900 nM, Sonda 200 nM)
Agua sem nucleases # 7
ADN modelo (maximo 250 ng) # 5
Total volume: 25
Foi conduzida PCR utilizando as condicdes de aplicacgdo de
ciclos listadas na Tabela 8 para ambos os ensaios do Evento
3272 e Zm Adhl.
Tabela 8. Condig¢des de Aplicacdo de Ciclos de PCR
Recolha
Tempo Cic-
Passo Etapa T °C de
(s) los
dados
1 UNG 50 °Cc | 120" nao 1x
2 Desnaturacdo inicial 95 °C | 600" néo 1x
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nao
3 Desnaturacdo | 95 °C | 15"
Amplifi- 40x
4 Emparelha- sim
cacao
mento & 60 °C | 60"
Extensdo

A curva padrdo foi definida pela linha de regressdo gerada a
partir da média de sete pontos de dados, marcados S1 até S7. O
primeiro ponto de dados utilizado para estabelecer a curva
padrdo foi o ponto S1 e foi derivado de um modelo gue continha
100% do ADN gendmico (gADN) do Evento 3272. Os pontos S2 - 87
da curva padrdo foram obtidos por diluicdes do padrdo 100% de
gADN transgénico (GM), S1, em 100% de gADN ndo GM. A gama de %
de concentracdo de GM utilizada para estabelecer a curva padrédo
abrange 0% até 100%. O esquema de diluicdo e a quantidade
correspondente do teor de gADN do Evento 3272 em cada padrao

estdo pormenorizados na Tabela 9.

Tabela 9. Esquema de Diluicdo e Quantidade de gADN do Evento
3272.

PADROES
S1 | s2 S3 sS4 S5 S6 s7

Teor de gADN total por 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250

reagao (ng)

Teor de gADN do Evento 250 25 (12,5(2,5]1,25]0,25 0
3272 total por reagao
(ng)

Teor de %de GM relativo 100 | 10 5 1 0,5 0,1 0

por reagéo

Fator de Diluicgéo 1 10 20 | 100 | 200 1000 |n/a
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Os resultados da andlise TAQMAN demonstraram que ADN do evento
3272 pbdbde ser seletivamente detetado e quantificado.

Todas as publicacdes e pedidos de patentes mencionados neste
relatédrio descritivo s8o indicadores do nivel de pericia dos

peritos na técnica a qual pertence esta invencéo.
LISTAGEM DE SEQUENCIAS
<110> Syngenta Participations AG
Johnson, Brian
Markham, Tanya
Samoylov, Vladimir
Meghji, Moez
<120> Evento de milho 3272 e Métodos para a Sua Detecédo

<130> 70648WOPCT

<150> US 60/662,410
<151> 2005-03-16

<150> US 60/773,847
<151> 2006-02-16

<1l60> 52

<170> PatentIn versdo 3.2
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REIVINDICAGOES

1. Uma molécula de acido nucleico isolada gque liga uma molécula
de ADN heterdélogo ao genoma da planta de milho no evento de
milho 3272 que consiste em pelo menos uma sequéncia de
nucledtidos de juncgdo do evento de milho 3272 selecionada do
grupo que consiste na SEQ ID NO: 1 e SEQ ID NO: 2, em que a
sequéncia de Jjuncdo abrange a Jjungdo entre o ADN heterdlogo
que compreende a cassete de expressdo inserida no genoma do
milho e ADN do genoma do milho que flanqueia o sitio de

insercéo.

2. Um amplicdo gue compreende a molécula de acido nucleico de

acordo com a reivindicacdo 1.

3. Um par de iniciadores polinucleotidicos que compreende um
primeiro iniciador polinucleotidico e um segundo iniciador
polinucleotidico que atuam conjuntamente na presenca de um
modelo de ADN do evento de milho 3272 numa amostra para produzir
um amplicdo diagnéstico do evento de milho 3272, em gque o
primeiro iniciador é um iniciador de sequéncia flanqgqueadora
compreendendo uma sequéncia de nucledtidos gque compreende pelo
menos 10 nucledtidos contiguos das posigdes 1-1409 da SEQ ID
NO: 3 ou um iniciador de sequéncia flanqueadora compreendendo
uma sequéncia de nucledtidos qgue compreende pelo menos 10
nucledtidos contiguos das posicgdes 322-1879 da SEQ ID NO: 4,
em que o segundo iniciador compreende uma sequéncia de
nucledtidos que compreende pelo menos 10 nucledtidos contiguos
da sequéncia de inserto de ADN heterdlogo adjacente a sequéncia

de ADN flanqueadora gendmica da planta apresentada na SEQ ID



NO: 3 das posicgdes de nucledtidos 1410-1600 ou na SEQ ID NO: 4
das posigdes de nucledtidos 1-321, e em que o amplicdo
compreende uma sequéncia de nucledtidos selecionada do grupo

gue consiste na SEQ ID NO: 1 e SEQ ID NO: 2.

4. Um método de detecdo da presenca de ADN correspondente ao
evento de milho 3272 numa amostra bioldgica, o método
compreendendo:

(a) contactar a amostra compreendendo ADN com um par de
iniciadores que, quando utilizados numa reacdo de amplificacdo
de acido nucleico com ADN gendémico do evento de milho 3272,
produzem um amplicdo que é diagnéstico do evento de milho 3272,
em que o par de iniciadores ¢é o par de 1iniciadores
polinucleotidicos de acordo com a reivindicacdo 3;

{(b) conduzir uma reacdo de amplificagdo de &acido nucleico,
desse modo produzindo o amplicdo, e

(c) detetar o amplicédo;

em gue o amplicdo compreende uma sequéncia de nucledtidos
selecionada do grupo que consiste na SEQ ID NO: 1 e SEQ ID NO:
2.

5. Um método de detecdo da presenca de ADN do evento de milho
3272 numa amostra bioldgica, gque compreende:

{a) contactar a amostra com uma primeira sequéncia de iniciador
polinucleotidico e uma segunda sequéncia de iniciador
polinucleotidico que atuam conjuntamente numa reacgdo de
amplificacdo de &acidos nucleicos na presenga de um modelo de
ADN do evento de milho 3272 para produzir um amplicédo
diagnéstico do evento de milho;

{(b) conduzir uma reacdo de amplificagdo de &acido nucleico,



desse modo produzindo o amplicdo, e

(c) detetar o amplicédo;

em que

i) o amplicdo compreende a SEQ ID NO: 1 e em que se utiliza
um primeiro iniciador polinucleotidico selecionado do grupo
gue consiste na SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 39,
SEQ ID NO: 45 e SEQ ID NO: 48 e um segundo 1iniciador
polinucleotidico selecionado do grupo gue consiste na SEQ ID
NO: 16 até SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41, SEQ ID
NO: 46 e SEQ ID NO: 49, ou

ii) o amplicdo compreende a SEQ ID NO: 2, e em gque se utiliza
um primeiro iniciador polinucleotidico selecionado do grupo
que consiste na SEQ ID NO: 36 e SEQ ID NO: 42 e um segundo
iniciador polinucleotidico selecionado do grupo gue consiste
na SEQ ID NO: 16 até SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 40 e SEQ ID NO:
41.

6. Um método de detecdo de ADN do evento de milho 3272 numa
amostra bioldégica, gque compreende:

(a) contactar uma amostra que compreende ADN com uma sonda
polinucleotidica que hibrida, sob condig¢des de hibridacdo e
lavagem de elevada estringéncia, com o ADN 3272 e que néo
hibrida, sob condig¢des de hibridacdo e lavagem de elevada
estringéncia, com ADN de uma planta de milho diferente de 3272,
em que a sonda é derivada de uma molécula de acido nucleico de
acordo com a reivindicacdo 1;

(b) sujeitar a amostra e a sonda as condigdes de elevada
estringéncia, e

(c) detetar a hibridacdo da sonda com o ADN do evento 3272;

em que a sonda polinucleotidica compreende uma sequéncia de



nucledtidos selecionada do grupo gue consiste na SEQ ID NO: 1

e SEQ ID NO: 2.

Lisboa, 27 de abril de 2018
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