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aumentar sua estabilidade e sua eficiéncia na supressdo da expressdo de gene-alvo em diferentes organismos. A s moléculas de &cido
nucleico de acordo com ainvencdo compreendem uma primeira regido com ao menos 19 nucleotideos contiguos, uma segunda regido
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liguem. A invencdo ainda prové plantas que incorporam assequéncias ensinadas, demonstrando sua efetividade no controle de diferentes
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RELATORIO DESCRITIVO DE PATENTE DE INVENCAO

AUMENTO DA EFICACIA DE SUPRESSAO DE EXPRESSAO DE GENES POR MEIO DO USO DE

MOLECULAS DE RNA COM ESTRUTURA ESTABILIZADA

CAMPO DA INVENCAO

[1 A presente invengdo trata de tecnologia no campo da Biologia Molecular e da
manipulacdo de genes, abordando uma estratégia de construcdo de moléculas de acido
nucléico com o objetivo de aumentar sua eficiéncia na supressdo da expressdo de genes
alvo. Também sdo apresentadas construcfes e outros agentes associados a manipulacéo
de genes. Em particular, os elementos da presente invencdo estéo relacionados ao
silenciamento de genes. Também sdo abordadas possiveis aplicacfes da presente
invencdo em sistemas de manegjo de populacbes de insetos e no combate a pragas

agricolas.

DESCRICAO DO ESTADO DA TECNICA

[2] RNA interferente  (RNAi) € um mecanismo de regulacdo g@génica pos
transcricional atamente conservado em eucariotos, participando de varios processos
bioldgicos do desenvolvimento e do metabolismo (Zhang, S.; Liu, Y.; Yu, B. PRL1, an
RNA-binding protein, positively regulates the accumulation of miRNAs and ssRNAs in
Arabidopsis. Pios Genetics.Volume 10, nimero 12, 1-9, 2014.), em que um dsRNA
(double stranded RNA, em portugués, RNA dupla fita) aciona a inibicdo do seu RNA
mensageiro (MRNA) homdlogo (Ongvarrasopone, C; Roshorm, Y.; Panyim, S. A
Simple and Cost Effective Method to Generate dsRNA for RNAiI Studies in
Invertebrates. Science Asia. Volume 33, 35 - 39, 2006.). Além de fazer parte da
regulacdo génica, este mecanismo funciona como uma defesa contra acidos nucléicos
externos, como retroelementos e transposons, e também estd envolvido na acurdcea da
segregacao da cromatina durante a divisdo celular (Wassenegger, M. The role of the
RNAI machinery in heterochromatin formation. Celi. Volume 122, 13-16, 2005.).
Desde a sua descoberta, a estratégia de RNAI tem sido bastante aplicada em genética



10

15

20

25

30

WO 2018/184083 PCT/BR2018/050087

reversa para promover a supressdo de certos genes, visando, principamente, a
descoberta de suas fungbes (Ramaswamy, G.; Slack, F. J. SRNA: a guide for RNA
silencing. Chemistry & Biology. Volume 9, 1053-1057, 2002.)- O RNAI pode ser usado
para a identificacdo de genes, no combate de patdégenos, para gerar plantas e animais
transgénicos e para o controle de tumores e doencas genéticas (DOGINI, D. B. et al.
The new world of RNAs. Genetics and Molecular Biology. Volume 37, nimero 1, 285-
293, 2014.)- Sendo assim, o possivel uso do bloqueio da expressdo de genes especificos
por esse mecanismo € uma estratégia em potencial para o controle de insetos-praga
(Burand, J. P.; Hunter, W. B. RNAi: Future in insect management. Journa of
Invertebrate Pathology. Volume 12, 68 - 74, 2013).

[3] H& duas vias de silenciamento por RNAIi em eucariotos: a de microRNA
(mirNAs) e a de sSRNA (small interfering RNA, em portugués, RNA pegueno de
interferéncia) (Bansal, R.; Michel, A. P. Core machinery and Sidl, a component for
systemic RNAi in the Hemipteran insect, Aphis glycines. International Journal of
Molecular Sciences. Volume 14, 3786-3801, 2013.). miRNAs sdo produtos de um gene
ndo codante (Chen, X. MicroRNA biogenesis and function in plants. Federation of
European Biochemical Societies. Volume 579, 5923-5931, 2005) e possuem entre 20 a
25 nucleotideos, sendo produzidos em duplex a partir de pri-miRNAS, que sdo
transcritos primarios (Zhang, S.; Liu, Y.; Yu, B. PRL1, an RNA-binding protein,
positively regulates the accumulation of miRNAs and sSiIRNAs in Arabidopsis. Pios
Genetics.Volume 10, nimero 12, 1-9, 2014). A via de miRNA utiliza produtos
enddgenos transcritos do genoma celular, com estrutura de dsRNA, a fim de regular
processos hioldgicos (Katoch, R.; Sethi, A.; Thakur, N.; Murdock, L. L. RNAIi for
Insect Control: Current Perspective and Future Challenges. Applied Biochemistry and
Biotechnology. Volume 171, 847 - 873, 2013.). Ja para o SIRNA, o dsRNA é clivado
pela Dicer-2 (Nishida, K. M. et al. Roles of R2D2, a cytoplasmic D2 body component,
in the endogenous siIRNA pathway in Drosophila. Molecular Celi. Volume 49, 680-691,
2013.) e é congtituido de duas fitas de RNA hibridizadas, cada uma com 21
nucleotideos, com cada fita contendo dois nucleotideos sobressalentes na regido 3'
(Snead, N. M et al. Molecular basis for improved gene silencing by Dicer substrate

interfering RNA compared with other SIRNA variants. Nucleic Acid Research. Volume
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41, nimero 12, 6209-6221, 2013.)- A via de SIRNA esta envolvida na defesa contra
dsRNA exdgeno e transposons (Koch, A.; Koge, K.-H. New wind in the sails
improving the agronomic value of crop plants through RNAi-mediated gene silencing.
Plant Biotechnology Journal. Volume 12, 821-831, 2014.) e a especificidade do RNAI
esta relacionada com a sequéncia de bases, em que uma das fitas do dsRNA ¢é especifica
ao gene transcrito (Katoch R. et al, RNAI for Insect Control: Current Perspective and
Future Challenges. Applied Biochemistry and Biotechnology. Volume 171, 847 - 873,
2013.).

[4] O dsRNA, uma vez no citoplasma da célula, € clivado pela enzima Dicer em
fragmentos que possuem entre 20 e 25 pares de base, com dois pares de base livres na
extremidade 3' (Scott J. G. et al, Towards the Elements of Successful Insect RNAI.
Journal of Insect Physiology. Volume 59, 1212 - 1221, 2013.). A enzima Dicer é capaz
de reconhecer e clivar moléculas longas de dsRNA e gerar pequenos fragmentos de
RNA (Buchon, N.; Vaury, C. RNAI: a defensive RNA-silencing against viruses and
trnasposable elements. Heredity. Volume 96, 195 - 202, 2006.). A Dicer- 1 processa pre-
mMiRNAs em miRNASs, enguanto a Dicer-2 processa longos dsRNAs em sSiRNAS,
respectivamente (Hutvagner, G. Small RNA asymmetry in RNAI: function in RISC
assembly and gene regulation. Federation of European Biochemical Societies. Volume
579, 5850-5857, 2005.). Esses fragmentos de RNA sdo incorporados em um complexo
multiproteico de silenciamento induzido por RNA chamado RISC (RNA-induced
silencing complex), em que uma das fitas, afita passageira, é eliminada, e aoutra fita, a
fita guia, é retida. Uma proteina Argonauta com dominio RNase H cliva o RNA
mensageiro (MRNA) com sequéncia complementar a fita guia, que serve de template
(Scott, J. G. et a. Towards the Elements of Successful Insect RNAI. Journa of Insect
Physiology. Volume 59, 1212 - 1221, 2013). Um dos passos mais importantes para o
silenciamento por RNAi é a clivagem dos mRNA transcritos guiada pelo siRNA,
realizada pela proteina Argonauta (Faehnle, C. R.; Joshua-Tor, L. Argonautes confront
new small RNAs. Current Opinion in Chemical Biology. Volume 11, nimero 5, 569-
577, 2007.). Os miRNAs sdo incorporados a Agol, enquanto siRNAs sdo incorporados
aAgo2 (Nishida, K. M. et al. Roles of R2D2, a cytoplasmic D2 body component, in the
endogenous sSIRNA pathway in Drosophila. Molecular Celi. Volume 49, 680-691,
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2013). O nivel de complementaridade entre a molécula a ser silenciada (MRNA) e a
molécula silenciadora (SRNA/mMiRNA) determina o destino do mRNA, que pode ou ser
degradado imediatamente, ou ter sua traducdo interrompida (Tijsterman, M.; Plasterk,
R. H. A. Dicers a RISC: the mechanism of RNAIi. Cdli. Volume 117, 1-4, 2004.),
causando a perda de sua funcéo génica (Miller, S. C et al. Dissecting Systemic RNA
Interference in the Red Flour Beetle Tribolium castaneum: Parameters Affecting the
Efficiency of RNAi. Pios One. Volume 7, 1 - 14, 2012.). O RNAI possui €feito
sistémico e este pode ser dividido em dois passos. captacdo do RNA pelas células e
propagacdo sistémica de seu efeito (Kobayashi, | et al. SID-1 protein of Caenorhabditis
elegans mediates uptake of dsRNA into Bombyx cells. Insect Biochemistry and
Molecular Biology. Volume 42, 148 - 154, 2012.).

[5] Em experimentos em insetos, ha vérias vias de absorcdo do dsRNA:

a) Microinjecdo: o dsRNA é sintetizado in vitro e injetado na hemolinfa do

inseto, ocasionando altos niveis de inibicdo da expressao génica.

b) Ingestdo: o inseto pode ser alimentado com dsRNA sintetizado in vitro ou
com bactérias que expressem a molécula de dsRNA. Este método é mais
natural € menos invasivo que a microinjegdo, causando menos danos ao
inseto. Entretando, alguns estudos de RNAI em insetos por aimentagdo néo
obtiveram os resultados desgjados, ndo causando o silenciamento esperado;
todavia, muitos insetos foram suscetiveis aos efeitos do RNAIi pela

ministragéo oral.

c) Soaking: nesta técnica, 0 inseto ou células do inseto sdo embebidas em uma
solucéo que contenha dsRNA, ndo sendo muito eficiente para o inseto todo,
devido a barreiras de seu corpo, como a cuticula. Este método é
aconselhdvel apenas para certos tipo celulares de insetos especificos e em
estagios de desenvolvimento que absorvam dsRNA do meio (Katoch, R.;
Sethi, A.; Thakur, N.; Murdock, L. L. RNAIi for Insect Control: Current
Perspective and Future Challenges. Applied Biochemistry and
Biotechnology. Volume 171, 847 - 873, 2013).
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[6] Em 2007, Baum e colaboradores demonstraram ser possivel 0 uso do RNAi em
plantas trangénicas para controlar o coleoptero Diabrotica virgifera. Neste estudo, os
insetos foram alimentados com dsRNA relativo ao gene V-ATPase, tanto em dieta
artificial quando em planta transgénica. Em ambos 0s casos houve a mortalidade dos
insetos e, na planta, transgénica, houve a diminuicdo do dano causado nas raizes das
plantas. Em 2007 e 2011, Mao e colaboradores fizeram estudos com H. armigera, em
gue o inseto foi alimentado com planta transgénica, expressando dsRNA de CYP6AE14;
neste caso, o crescimento da larva foi atrasado e as plantas transgénicas foram menos

danificadas que as plantas controle.

[7] A maioria dos trabalhos realizados com insetos e RNAi foi através de
microinjecd0 na hemocele do inseto. Este método € muito eficiente para estudos de
validacdo de genes, ja que sdo necessarias pegquenas quantidades de dsRNA. Entretanto,
a microinjecdo ndo é viavel para a defesa dos cultivares contra insetos-praga. Sendo
assim, é necess&rio 0 desenvolvimento de técnicas para que 0 inseto entre em contato
com o dsRNA através da aimentacdo (Burand, J. P.; Hunter, W. B. RNAI: Future in
insect management. Journa of Invertebrate Pathology. Volume 12, 68 - 74, 2013). Uma
dessas técnicas € o desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas (GM) que
expressem 0 dsRNA para o gene alvo, para que sgja uma fonte auténoma e regular de
dsRNA para o inseto (Katoch, R.; Sethi, A.; Thakur, N.; Murdock, L. L. RNAi for
Insect Control: Current Perspective and Future Challenges. Applied Biochemistry and
Biotechnology. Volume 171, 847 - 873, 2013). Nesses casos, 0 primeiro loca que o
dsRNA entrard em contato no inseto sera o intestino (Price, R. G.; Gatehouse, J. A.
RNAi-mediated crop protection against insects. Celi. Volume 26, niumero 7, 393-400,
2008.).

[8] O efeito do RNAI em insetos ocorre como resultado de sua alimentacdo, que €
mediada pela exposicdo do alimento ao intestino médio (Price, R. G.; Gatehouse, J. A.
RNAi-mediated crop protection against insects. Celi. Volume 26, nimero 7, 393-400,
2008.). Entretanto, a agdo de nucleases presentes no intestino do inseto é um problema a
ser solucionado para que o RNAI tenha aplicabilidade em campo para o controle de
insetos (Katoch, R.; Thakur, N. Insect Gut Nucleases: a Challenge for RNA interference
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mediated insect control strategies. International Journal of Biochemistry and
Biotechnology. Volume 1, 198 - 203, 2012.).

[9] Em 2007, Arimatsu e colaboradores identificaram no suco gastrico do bicho da
seda, Bombyx mori, uma nuclease acalina, capaz de digerir dsSRNA e em 2014, Wynant
e colaboradores demonstraram que hé atividade de degradacdo de dsRNA no intestino
de Schistocerca gregaria e que, quando inibida essa atividade, o dsRNA ndo sofre
degradacdo. Sendo assim, a inibicdo das nucleases presentes nos intestinos de insetos-
praga € um obstaculo a ser enfrentado para que atecnologia do RNAI sgja eficaz para o
combate deste mal.

SUMARIO DA INVENCAO:

[10] Napresente invengdo sdo apresentados polinucleotideos estruturados de forma a
melhorar sua estabilidade com o objetivo de aumentar sua efetividade da supressdo da
expressdo de genes alvo. Tal caracteristica pode ser usada como estratégia no controle

de pragas agricolas, por exemplo.

[11] Nesse sentido, ainvencdo se refere a um polinucleotideo sintético que apresenta
uma primeira regido contendo pelo menos 19 nucleotideos contiguos, uma segunda
regido com o complemento da primeira sequéncia e uma terceira regido contendo a

sequéncia de uma ribozima.

[12] A invencdo ainda se refere a gene quimérico contendo tal polinucleotideo e
promotor ativo, operacionalmente ligado ao mesmo. Também é previsto um vetor que
compreenda o polinucleotideo.

[13] A presente invengdo ainda prevé uma sequéncia de ribonucleotideo de filamento
duplo produzida a partir da expressso de uma molécula de &acido nucleico que
compreenda o referido polinucleotideo.

[14]  Outro objeto dainvencdo € um método de aumentar estabilidade de molécula de
um ribonucleotideo caracterizado por incluir na construcdo da molécula regides de
travas de incompatibilidade que conferem forma especifica & molécula, possibilitando

gue suas extremidades se liguem.
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[15] Também é previsto um método de supresséo de expressdo génica caracterizado
por utilizar molécula nucleotidica que compreenda o referido polinucleotideo, assim
como um meétodo de transformagédo de organismo no qual se insere, no dito organismo,
uma molécula de acido nucléico que compreenda o dito polinucleotideo. Dessa forma, a
invencdo aborda a planta e/ou o microorganismo transformado compreendendo uma
molécula de &cido nucléico que compreenda o dito polinucleotideo, assim como uma
semente transgénica ou parte propagativa de tal planta.
[16) Também é objeto da invencdo um método de controle de pragas caracterizado
por expor a dita praga a molécula de &cido nucléico que compreenda o dito
polinucleotideo.
[17]  Oreferido polinucleotideo pode apresentar a seguinte configuracéo:
a) Uma primeira regido com sequéncia de &cidos nuclécos conforme
sequencia descrita em SEQ ID No 3 ou em SEQ ID No 13;
b) Uma segundaregido com o complemento da sequéncia de (a);
c) Uma terceira regido contendo a sequéncia de uma ribozima conforme
sequéncia descrita em SEQ ID No 7 ou em SEQ ID No 17.

[18] Dessa forma, a invencdo também prevé gene quimérico que contenha o
polinucleotideo na configuragdo acima descrita € um promotor génico ativo
operacionalmente ligado a ele, assim como um vetor que compreenda o mesmo
polinucleotideo, a sequéncia de ribonucleotideo de filamento duplo produzida apartir da
expressao de qualquer dessas moléculas e um método de supressao de expressao génica

que utilize o polinucleotideo descrito no parégrafo anterior.

[19] Outro objeto dainvencdo € um método de aumentar estabilidade de molécula de
um ribonucleotideo caracterizado por incluir na construcdo da molécula regides
nucléicas de travas de incompatibilidade conforme as sequéncias SEQ ID No 4, SEQ ID
No 6, SEQ ID No 8, SEQ ID No 14, SEQ ID No 16 €/ou SEQ ID No 18.

[20] A invencdo ainda prevé um método de transformagdo de organismo no qual se
insere no dito organismo uma molécula de &cido nucléico compreendendo o
polinucleotideo contendo ma primeira regido com sequéncia de &cidos nuclécos

conforme sequencia descrita em SEQ ID No3 ou em SEQ ID No 11; uma segunda
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regido com o complemento da sequéncia anterior e uma terceira regido contendo a
sequéncia de uma ribozima conforme sequéncia descrita em SEQ ID No 7 ou em SEQ
ID No 17. Ainda é previsto o microorganismo ou a planta transformada contendo a
molécula de &cido nucléico, assim como uma semente transgénica ou parte propagativa
desta planta.

[211  Outro aspecto dainvencdo € um método de controle de pragas no qual apraga é
exposta a molécula de é&cido nucléico compreendendo o polinucleotideo contendo uma
primeira regido com sequéncia de &cidos nucléicos conforme sequencia descrita em
SEQ ID No 3 ou em SEQ ID No 13; uma segunda regido com o complemento da
sequéncia anterior e uma terceira regido contendo a sequéncia de uma ribozima

conforme sequéncia descrita em SEQ ID No 7 ou em SEQ ID No 17.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[22] Figura 1: Esquema do cassete de expressdo do dsRNA estruturado. O cassete
génico para transcricdo contém promotor, terminador e ribozimas Rib5, Rib3
flanqueando as extremidades 5' e 3' das sequéncias do dsRNA, respectivamente, aém
da ribozima Rib4, que ativa o dsRNA estruturado. A regido da seguencia senso e

antisenso contém a sequencia alvo.

[23] Figura 2: Mortalidade de fémeas de A. grandis silenciadas com o dsRNA linear
e 0 dsRNA estruturado de AgraCHS2.

[24] Figura 3: Andlise por RT-gPCR da expressdo génica de quitina sintase 11 em A.
grandis (AgraCHS2) apds silenciamento génico, via microinjecdo, por dsRNA
estruturado e dsRNA linear. A microinjecéo foi realizada com 500 ng de cada dsRNA
(estruturado e linear do gene AgraCHSl), usando dsRNA-GUS como controle negativo
e dsAgraCHS2 como controle positivo (A). O dsRNA estruturado contra o gene quitina
sintase Il foi mais de oito vezes (8,93x) mais eficaz que o dsRNA linear contra 0 mesmo
gene (B). Beta-actina foi utilizada como gene de referéncia e a expressao relativa (UA)

foi calculada com base no menor valor de expressdo obtido.
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[25] Figura4: Efeito do silenciamento de AgraCHS2 com o dsRNA linear e o dsRNA

estruturado sobre oviposicéo de fémeas deA. grandis.

[26] Figura 5: Efeito do dsRNA de AgraCHS2 com o dsRNA linear e o dsRNA
estruturado sobre aviabilidade de ovos deA. grandis.

[27] Figura 6: Contabilizacdo do numero total de galhas em todas as raizes de
plantulas de soja; transformadas com o dsRNA-estruturado-Minc; dsRNA Minc-ndo
estruturado e planta controle (ndo transformada). Os dados obtidos foram
estatisticamente analisados pelo sistema Sirvar 5.6 aplicando o teste Tukey e Scott-
Knott.

[28] Figura 7: Localizacgo subcelular do dsRNA estruturado. O dsRNA marcado com
Cy3, segundo o protocolo do fabricante, foi localizado no cloroplasto de células de
folhas de A. thaliana, regido que foi desenhado para ser enderegado (a). O corante Cy3
e o dsRNA linear marcado com Cy3 ndo ficaram localizados em nenhum local
especifico da planta (b) e (c). Em (d) e (e) encontram-se 0s controles negativos com

&gua, emraiz e em folha, respectivamente.

[29] Figura 8: Selecdo de raizes de plantulas de soja transformadas com 0 dsRNA do
gene efetor, por meio da expressdo de GFP, detectada pela coloracdo verde sob luz

ultravioleta (488 nm excitagdo e 505-530 nm de emiss&o).

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[30] A presente invengdo descreve um novo e inventivo método de aumento de
estabilidade de molécula de RNA com o objetivo de também melhorar sua eficiéncia na
supressao da expressdo de genes. No contexto dessa descricdo, inimeros termos seréo

utilizados e por isso serdo melhor detalhados a seguir.

[31] O termo "acido nucleico" refere-se a uma molécula a qual pode ser fita simples
ou fita dupla, composta de monémeros (nucleotideos) contendo um agucar, um fosfato e
uma base purina ou pirimidina. Um "fragmento de &cido nucleico” é uma fragdo de uma
dada molécula de acido nucleico. "Complementariedade” refere-se ao pareamento

especifico de bases purinas e pirimidinas que consistem de écidos nucleicos. pares de
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adenina com timina e pares de guanina com citosina. Entdo, o "complemento” de um
primeiro fragmento de &cido nucleico refere-se ao segundo fragmento de &cido nucleico

cuja sequéncia de nucleotideos € complementar aprimeira sequéncia de nucleotideos.

[32] Em organismos mais complexos, o &cido desoxirribonucleico (DNA) € um é&cido
nucléico que contém a informacdo do material genético de um dado organismo,
enquanto o acido ribonucleico (RNA) € um é&cido nucléico que esta envolvido na
transferéncia dainformacéo do DNA em proteinas. Um "genoma’ € toda parte principal
do material genético contida em cada célula de um organismo. O termo "sequéncia de
nucleotideo” refere-se as sequéncias de polimeros de nucleotideos, formando uma fita
de DNA ou RNA, as quais podem ser simples ou dupla-fita, opcionalmente sintéticas,
nao naturais ou com bases de nucleotideos ateradas capazes de incorporagdo dentro de
polimeros de DNA ou RNA. O termo "oligbmero" refere-se a sequéncias curtas de
nucleotideos, usualmente até 100 bases de comprimento. O termo "homélogo” faz
referéncia aligagdo ancestral entre as sequéncias de nucleotideos de duas moléculas de
acido nucleico ou entre as sequéncias de aminoécidos de duas moléculas de proteinas. A
estimativa de tal homologia € provida através da hibridizacdo de DNA-DNA ou RNA-
RNA sob condicbes de estringéncia como definido no estado da técnica (como
mencionado no documento US20030074685, Hames, B. D. and Higgins, S. J. (1985)
Nucleic Acid Hybridization: A Practical Approach, IRL Press Oxford, U.K); ou pela
comparacdo de similaridade de sequéncia entre duas moléculas de &cido nucleico ou
proteina (como mencionado no documento US20030074685, Needleman et a., J. Mol.
Biol. (1970) 48:443-453).

[33] "Gene" refere-se ao fragmento de nucleotideo que expressa uma proteina
especifica, incluindo sequéncias regulatérias precedentes (regido 5' ndo traduzida) e
posteriores (regido 3' ndo traduzida) a regido codificadora. "Gene nativo" refere-se a
um gene isolado com sua prépria sequéncia reguladora encontrada na natureza. "Gene
guimérico" refereese a0 gene que compreende combinacbes de sequéncias
codificadoras, regulatorias e heterogéneas ndo encontradas na natureza. O gene
guimérico da presente invencdo compreende moléculas isoladas de acido nucleicos, na

orientacdo sense ou antisense, ligadas operacionalmente a promotores ativos.
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Construcdes génicas dapresente invencéo podem conter um ou mais genes quimericos e

podem ou ndo apresentar introns.

[34] "Sequéncia codificadora’ refere-se a sequéncia de DNA que codifica uma
proteina especifica e exclui a sequéncia ndo codificadora. Um "intron" € uma sequéncia
de nucleotideo gue é transcrita e esta presente no pré mRNA, mas € removida através de
clivagem ere-ligacdo do mRNA dentro da célula gerando um mRNA maduro gque pode
ser traduzido em uma proteina ou ndo. Exemplos de introns incluem, mas ndo sdo
limitados a intron pdk, intron pdk2, intron catalase da mamona, intron Delta 12
desnaturase de algoddo, Delta 12 desnaturase de Arabidopsis thaliana, intron ubiquitina

de milho, intron de SV40, introns do gene da malato sintase.

[35] "Transcrito de RNA" refere-se ao produto resultante da transcricdo catalisada
pela RNA polimerase de uma sequéncia de DNA. Quando o transcrito de RNA é uma
copia perfeita da sequéncia de DNA, ele é referido com transcrito primério ou ele pode
ser uma sequéncia de RNA derivada de um processo pos-transcricional do transcrito
primario e € entdo referido como transcrito maduro. "RNA mensageiro (mMRNA)"
refere-se a0 RNA sem introns. "RNA sense" refere-se a um transcrito de RNA que
inclui 0 mMRNA. "RNA antisense" refere-se a um transcrito de RNA que é
complementar a todas as partes de um transcrito primario ou mRNA e que pode
bloquear a expresséo de um gene avo através da interferéncia no processamento,
transporte e/ou traducdo do seu transcrito primario ou mRNA. A complementaridade de
um RNA antisense pode ser com qualquer parte do transcrito génico especifico, isto é,
sequéncia 5' ndo traduzida, sequéncia 3' ndo traduzida, introns ou sequéncia
codificadora. Além disso, 0 RNA antisense pode conter regides de sequéncias ribozima

gue aumentam a eficacia do RNA antisense para bloquear aexpressdo génica.

[36] "Ribozima' refere-se a0 RNA catalitico e inclui sequéncias especificas de

endoribonucl eases.

[377 "dsRNA" ou "double-strand RNA" refere-se a estrutura formada entre a
sequéncia do mMRNA ou RNA sense, a sequéncia de uma regido espacadora e a
sequéncia do RNA antisense, sendo que "regido espacadora’ refere-se a sequéncia de
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nucleotideo que ndo esta relacionada com a sequéncia do gene alvo como, por exemplo,

a sequéncia de um intron.

[38] O termo "vetor" diz respeito a um replicon, como plasmideo, fago ou virus, no
gual outras sequéncias genéticas ou elementos (sgjam eles de DNA ou RNA) podem ser
ligados. Desta forma, os genes podem ser replicados juntamente com o vetor. Tais
vetores podem ser obtidos comercialmente, sendo apresentados a seguir aguns
exemplos de vetores, mas ndo limitados: pKannibal (Wesley SV et al. Construct design
for efficient, effective and highthroughput Gene silencing in plants. Plant J. 27:581590.
2011) pGLYP, pAC321, sé&rie pCambia (BioForge Co.), pBlI121 (Chen, Po-Yen et
al. Complete sequence of the binary vector pBl121 and its application in cloning T-
DNA insertion from transgenic plants. . Molecular Breeding vol. 11 issue 4 May 2003.
p. 287-293), pBSK (Addgene Co.), pGEM-T easy (Promega Corporation), pETIOI/ D-
TOPO (Invitrogen). A obtencdo de vetores recombinantes compreendendo promotores
ligados a écidos nucleicos é conhecida no estado da técnica e pode ser encontrada em
Sambrook et a. (Sambrook, J., Russell, D. W., Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, 2nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press. 1989).

[39] Umaformade produzir o dsRNA é através dainsercdo, na molécula de DNA, de
sequéncia de nucleotideos do gene avo na orientacdo sense, € uma sequéncia de
nucleotideos na orientacdo antisense, podendo haver ou ndo uma regido espacadora
entre as sequéncias de nucleotideos sense e antisense. As sequéncias de nucleotideos
mencionadas podem ser congtituidas de cerca de 19nt a 2000nt ou ainda cerca de 5000

nucleotideos ou mais.

[40] Convenientemente, o dsRNA (RNA de dupla fita) como descrito pode ser
introduzido dentro de células hospedeiras pela introducdo e possivel integracdo de uma
construgdo génica contendo as moléculas de &cido nucleico da presente invencgéo,
transcricdo das mesmas para producdo do dsRNA. Portanto, em uma concretizagdo, a
invencdo é suportada por possuir uma construgdo génica que € capaz de ser expressa em
células de organismos eucariotos de interesse, operacionalmente ligada a uma molécula

de DNA gue quando transcrita produz uma molécula de dsRNA.



10

15

20

25

13

WO 2018/184083 PCT/BR2018/050087

[41] "Promotor" refere-se a sequéncia de DNA em um gene, usualmente localizada a
montante da sequéncia codificadora, a qual controla a expressdo da sequéncia
codificadora promovendo o reconhecimento pela RNA polimerase e outros fatores
requeridos para apropria transcricdo. Em uma construcdo de DNA artificial, promotores
podem também ser utilizados para transcrever dsRNA. Promotores podem também
conter sequéncias de DNA que estédo envolvidas na ligacdo de fatores de proteinas as
guais controlam o efeito do inicio datranscricdo em resposta a condicdes fisioldgicas ou
de desenvolvimento. "Promotores constitutivos' referem-se aqueles que dirigem a
expressdo génica em todos os tecidos do organismo e durante todo tempo. Promotores
"tecido-especificos’ ou "desenvolvimento-especificos’ sdo agueles que dirigem a
expressdo génica quase que exclusivamente em tecidos especificos, tais como folhas,
raizes, caules, flores, frutos ou sementes, ou em estagios do desenvolvimento

especificos em um tecido, como no inicio ou final da embriogénese.

[42] O promotor pode conter elementos "enhancers'. Um enhancer € uma sequéncia
de DNA que pode estimular a atividade do promotor. Ela pode ser um elemento inato
do promotor ou um elemento heterdlogo inserido para aumentar o nivel e/ou atecido-

especificidade de um promotor.

[43] O termo "expressan” refere-se a transcricdo de uma dada sequéncia de DNA.
Mais especificamente nessa invencéo, refere-se a transcricdo e acumulagdo estéavel do

dsRNA derivado dos fragmentos de écidos nucleicos dainvencéo.

[44] "Inibicdo ou supressdo por interferéncia’ refere-se a producé@o de transcritos de

dsRNA capazes de prevenir aexpressdo daproteina alvo.

[45] “"Transformacdo" refere-se a transferéncia do gene exdgeno para dentro do
genoma de um organismo hospedeiro e sua consequente inclusdo na heranca

geneticamente estavel.

[46] "Plantas® referem-se a organismos pluricelulares, eucariotos, autotroficos e

fotossintéticos, pertencentes ao Reino Plantae.

[47)  Em um dos aspectos da invengdo, 0 promotor é um promotor expresso em

plantas. Como usado aqui, 0 termo "promotor expresso em plantas’ significa uma
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sequéncia de DNA que é capaz de iniciar e/ou controlar atranscricdo em uma célula de
planta. Isso inclui qualquer promotor de origem vegetal; qualquer promotor de origem
ndo vegeta o qual sga capaz de direcionar a expressdo em uma célula vegetal, por
exemplo, promotores de origem vira ou bacteriana tais como CaMV35S (como
mencionado no pedido de patente US20030175783, Hapster et ai, 1988 Mol. Gen.
Genet. 212, 182-190) e promotores do gene presentes no T-DNA de Agrobacterium;
promotores tecido-especificos ou Orgdo-especificos, incluindo mas ndo limitados a
promotores semente-especificos (WO8903887), promotores especificos de 6Orgaos
primordiais (como mencionado no pedido de patente US20030175783, An et ai, 1996
The Plant Celi 8, 15-30), promotores especificos de caule (como mencionado no pedido
de patente US20030175783, Keller et al, 1988 EMBO J. 7: 3625-3633), promotores
especificos de folhas (como mencionado no pedido de patente US20030175783,

Hudspeth et al, 1989 Plant Mol Biol 12:579-589), promotores especificos de mesofilo,
promotores especificos de raiz (como mencionado no pedido de patente
US20030175783, Keller et al, 1989 Genes Devei. 3:1639-1646), promotores
especificos de tubérculos (como mencionado no pedido de patente US20030175783,

Keil et ai, 1989 EMBO J. 8: 1323:1330), promotores especificos de tecidos vasculares
(como mencionado no pedido de patente US20030175783, Peleman et a., 1989 Gene
84: 359-369), promotores especificos de estames (WO08910396, W09213956),

promotores especificos da zona de deiscéncia (W097 13865); e semelhantes.

[48] O terminador ou sinal de terminacdo datranscricdo e aregido de poliadenilacéo
da presente invencdo inclui, mas ndo esta limitado a sinal de terminacdo de SV40, sina
de adenilacéo de HSV TK, sinal de terminacdo do gene da nopalina sintetase de
Agrobacterium tumefasciens, sinal de terminacdo do gene RNA 35S do CaMV, sina de
terminacdo do virus que ataca o Trifolium subterranean (SCSV), sinal de terminacdo do

gene trpC deAspergillus nidulans, e outros semelhantes.

[49] A presente invencdo também inclui prover moléculas de dsRNA, as quais podem
ser obtidas por transcricdo das moléculas contidas nas construgdes génicas, e que sio

Uteis para 0s métodos de acordo com ainvenc&o.
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[50] Um outro objeto da presente invencdo é prover células eucariotas e organismos
eucariotas contendo moléculas de dsRNA, ou contendo 0s gene quiméricos ou as
construcdes génicas capazes de produzir moléculas de dsRNA da invengdo. As
construcdes génicas podem estar estavelmente integradas no genoma das células de
organismos eucariotas.

[51] As construcdes génicas ou genes quiméricos da invencdo podem ser
introduzidos dentro do genoma da planta hospedeira desgjada através de uma variedade
de técnicas convencionais. Por exemplo, a construcdo pode ser introduzida diretamente
no tecido vegetal utilizando-se métodos balisticos, tais como bombardeamento de
particulas recobertas com DNA, como descrito em Rech EL, Vianna GR, Aragdo FJL
(2007) High transformation efficiency by biolistics of soybean, bean and cotton
transgenic plants, Nature Protocols, 3 (3): 410-418. Também podem ser introduzidos
diretamente dentro do DNA gendmico da célula vegetal utilizando técnicas tais como
eletroporacdo e microinjecdo de protoplastos de células de plantas.

[52] As construges génicas podem conter regides de travas de incompatibilidade,
gue seriam regides nucléicas que conferem formato curvo a molécula, possibilitando
gerar uma estrutura ndo linear (Chang J et ai. Resistance of Human Hepatitis Delta
Virus RNAs to Dicer Activity. Journal of Virology, 77 (22): 11910-11917. 2003).

[63] Céulas de plantas transformadas que sdo derivadas de qualquer uma das
técnicas de transformacdo descritas acima podem ser cultivadas para regenerar uma
planta inteira que possua o genétipo transformado e, consequentemente, o fendtipo
esperado. Tais técnicas de regeneracdo contam com a manipulacdo de certos
fitohormonios em meio de crescimento de cultura de tecidos, tipicamente contendo um
marcador biocida e/ou herbicida, que deve ser introduzido junto com a sequéncia de
nucleotideos desgjada. Regeneracdo de plantas a partir de cultura de protoplastos é
descrita em Evans et al., Protoplasts Isolation and Culture, Handbook of Plant Celi
Culture, pp. 124-176, MacMillilan Publishing Company, New York, 1983; e Binding,
Regeneration of Plants, Plant Protoplasts, pp. 21-73, CRC Press, Boca Raton, 1985
(como mencionado no pedido de patente US20020152501). A regeneracdo pode ser
também obtida através de calos de planta, explantes, 6rgdos, ou parte da mesma. Tais

técnicas de regeneracdo sdo descritas geramente em Klee et ai., Ann. Ver. of Plant
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Phys. 38:467-486, 1987 1985 (como mencionado no pedido de patente
US20020152501).

[54] A presente invencdo se refere a um polinucleotideo sintético caracterizado por

conter:
a) Umaprimeira regido contendo pelo menos 19 nucleotideos contiguos;
b) Uma segundaregido com o complemento da sequéncia de (a);
c) Umaterceiraregido contendo a sequéncia de uma ribozima.

[55] Numa concretizacdo preferencial, a regides (a) e (b) do polinucleotideo sdo

sequéncias de ribontcleotideo.

[56] Em outra concretizagdo preferencial, aprimeira regido descrita em (a) apresenta
um percentual de guanina e citosina entre 45 e 65%. Em uma concretizagdo mais
preferencial, a primeira regido descrita em (a) apresenta um percentual de guanina e

citosina de 50%.

[57] Adicionamente, é apresentada outra concretizagdo preferencial na qua o
polinucleotideo apresenta regibes de ribozima em suas extremidades. Numa
concretizacdo mais preferencial, as referidas ribozimas sdo ativadas em faixa de pH
entre 6,5 e 7,5. E em uma concretizagdo mais preferencial ainda as referidas ribozimas

sdo ativadas quando empH 7,0.

[58] Ta polinucleotideo pode apresentar uma regido espacadora entre (a) e (b),
preferencialmente uma regido de trava de incompatibilidade. O polinucleotideo também
pode apresentar uma regido de trava de incompatibilidade entre (b) e (c). Além disso,
em outra concretizacdo, o referido polinucleotideo também pode apresentar uma trava

de incompatibilidade entre (c) e aribozima da extremidade 3.

[59] Em uma concretizacdo preferencial, aribozima prevista em (c) é ativada quando
em pH abaixo de 6,0. JA em uma concretizagdo mais preferencial, aribozima prevista

em (c) é ativada nafaixa de pH entre 4,0 € 4,5.

[60] A presente invencdo também se refere a um gene quimérico caracterizado por

compreender:
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I . um polinucleotideo de acordo com as concretizagdes descritas anteriormente, e

[. uma regido de promotor ativo, operacionalmente ligado ao polinucleotideo
definido em (1).

[61] Ta gene quimérico pode compreender uma sequéncia adicional de promotor

ativo operacionalmente ligado ao polinucleotideo definido em (1).

[62] Outro objeto dainvengdo € um vetor contendo polinucleotideo de acordo com as
concretizacbes descritas anteriormente. ' Também € prevista a sequéncia de
ribonucleotideo de filamento duplo produzida a partir da expressdo de uma molécula de
acido nucleico que compreenda um polinucleotideo sintético com uma primeira regido
contendo pelo menos 19 nucleotideos contiguos, uma segunda regido com o

complemento daprimeira e umaterceiraregido contendo a sequéncia de uma ribozima.

[63] Também é previsto um método de aumentar estabilidade de molécula de um
ribonucleotideo através da inclusdo na construcdo da molécula regides de travas de
incompatibilidade gue conferem forma especifica a molécula, possibilitando que suas
extremidades se liguem. Tal método pode também incluir na construcdo da molécula
regides de ribozima que sgjam ativadas de acordo com o pH da organela avo do

ribonucleotideo.

[64] Outro objeto da invencdo é um método de supressdo de expressdo génica
utilizando uma molécula de &cido nucleico que compreenda um polinucleotideo
sintético com uma primeira regido contendo pelo menos 19 nucleotideos contiguos, uma
segunda regido com o complemento da primeira e uma terceira regido contendo a
sequéncia de uma ribozima. Tal molécula pode ser sintetizada quimicamente ou

produzida por expressdo em microorganismo ou por expressao em célula vegetal.

[65] Outra concretizacdo da presente invencdo refereese a um método de
transformacdo de organismo através da inser¢éo no dito organismo uma molécula de
acido nucleico que compreenda um polinucleotideo sintético com uma primeira regido
contendo pelo menos 19 nucleotideos contiguos, uma segunda regido com o
complemento daprimeira e uma terceira regido contendo a sequéncia de uma ribozima.

O método caracterizado por resultar na expressdo de molécula de ribonucleotideo no
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dito organismo que possa causar morte ou prejudicar o desenvolvimento dapraga que a
ingerir. Tal método pode ser aplicado a um microorganismo ou uma planta, de forma
que é prevista a planta transformada compreendendo uma molécula de &cido nucleico
gue compreenda um polinucleotideo sintético com uma primeira regido contendo pelo
menos 19 nucleotideos contiguos, uma segunda regido com o complemento da primeira
e uma terceira regido contendo a sequéncia de uma ribozima, assim como sua semente

transgénica ou parte propagativa.

[66] A presente invencdo também prevé um método de controle de pragas
caracterizado por expor a dita praga uma molécula de acido nucleico que compreenda
um polinucleotideo sintético com uma primeira regido contendo pelo menos 19
nucleotideos contiguos, uma segunda regido com o complemento da primeira e uma

terceiraregido contendo a sequéncia de umaribozima.

[67] Em outra concretizacdo, a invencdo prevé um polinucleotideo sintético

caracterizado por conter:

A. Uma primeira regido com sequéncia de &acidos nucléicos conforme
sequencia descrita em SEQ ID No 3 ou em SEQ ID No 13;

B. Uma segundaregido com o complemento da sequénciade (A);

C. Uma terceira regido contendo a sequéncia de uma ribozima conforme

sequnéncia descrita em SEQ ID No 7 ou em SEQ ID No 17.

[68] Tal polinucleotideo pode apresentar em suas extremidades regides de ribozima
conforme sequéncias descritas em SEQ ID No 2 ou SEQ ID No 12 e SEQ ID No 9 ou
SEQ ID No 19. O referido polinucleotideo também pode apresentar uma regido
espacadora, sendo que tal regido preferencialmente pode ser uma regido de trava de
incompatibilidade conforme sequéncia descrita em SEQ ID No 4 ou SEQ ID No 14.

[69] Oreferido polinucleotideo sintético também pode apresentar umaregido de trava
de incompatibilidade entre (B) e (C) conforme sequéncia descrita em SEQ ID No 6 ou
SEQ ID No 16. O mesmo polinucleotideo também pode apresentar uma trava de
incompatibilidade entre (C) e aribozima daextremidade 3' conforme sequéncia descrita
em SEQ ID No 8ou SEQ ID No 18.
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[70] Outra concretizagdo da invencdo em questdo é um gene quimeérico que

compreenda:

i. um polinucleotideo com uma primeira regido com sequéncia de é&cidos
nuclécos conforme sequencia descrita em SEQ ID No 3 ou em SEQ ID
No 13, uma segunda regido com o complemento da sequéncia de (A) e
uma terceira regido contendo a sequéncia de uma ribozima conforme

sequnéncia descrita em SEQ ID No 7 ou em SEQ ID No 17, e

ii. regido de promotor ativo, operacionamente ligado ao polinucleotideo
definido em (i).

[71] O referido gene quimérico pode compreender uma sequéncia adicional de
promotor ativo operacionalmente ligado ao polinucleotideo definido em (i).

[72] Também é previsto na invengcdo um vetor que compreenda um polinucleotideo
com uma primeira regido com sequéncia de acidos nucléicos conforme sequéncia
descrita em SEQ ID No 3 ou em SEQ ID No 13, uma segunda regido com o
complemento da sequéncia de (A) e uma terceira regido contendo a sequéncia de uma
ribozima conforme sequéncia descrita em SEQ ID No 7 ou em SEQ ID No 17. Outra
concretizacdo prevé um vetor que compreenda um polinucleotideo de acordo com SEQ
ID N° 1ou SEQD ID N° 11

[73] Outra concretizagdo da presente invencdo refere-se a uma sequéncia de
ribonucleotideo de filamento duplo produzida a partir da expressédo de uma molécula de
acido nucleico que compreenda um polinucleotideo com uma primeira regido com
sequéncia de &cidos nucléicos conforme sequencia descrita em SEQ ID No 3 ou em
SEQ ID No 13, uma segunda regido com o complemento da sequéncia de (A) e uma
terceiraregido contendo a sequéncia de uma ribozima conforme sequnéncia descrita em
SEQ ID No 7ou em SEQ ID No 17.

[74) Em outra concretizacdo € descrito um método de aumentar estabilidade de
molécula de um ribonucleotideo caracterizado por incluir na construgdo da molécula
regides nucléicas de travas de incompatibilidade conforme sequéncias descritas em SEQ
ID No 4, SEQ ID No 6, SEQ ID No 8, SEQ ID No 14, SEQ ID No 16 €/ou SEQ ID No
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18. Tal método também pode incluir na construcdo da molécula regides de ribozima
conforme sequéncias descritas em SEQ ID No 2, SEQ ID No 7, SEQ ID No 9, SEQ ID
No 12, SEQ ID No 17 €/ou SEQ ID No 19.

[75] A presente invencdo também aborda um método de supressdo de expressao
génica caracterizado por utilizar molécula nucleotidica que compreenda um
polinucleotideo com uma primeira regido com sequéncia de acidos nuclécos conforme
sequencia descrita em SEQ ID No 3 ou em SEQ ID No 13, uma segundaregido com o
complemento da sequéncia de (A) e uma terceira regido contendo a sequéncia de uma
ribozima conforme sequnéncia descrita em SEQ ID No 7 ou em SEQ ID No 17. A
molécula de ribonucleotideo do referido método pode ser sintetizada quimicamente ou

produzida por expressao em microorganismo ou por expressao em célula vegetal.

[76] Dessa forma, também é previsto um método de transformagdo de organismo no
qual se insere no dito organismo uma molécula de &cido nucléico que compreenda um
polinucleotideo com uma primeira regido com sequéncia de acidos nuclécos conforme
sequéncia descrita em SEQ ID No 3 ou em SEQ ID No 13, uma segundaregido com o
complemento da sequéncia de (A) e uma terceira regido contendo a sequéncia de uma
ribozima conforme sequéncia descrita em SEQ ID No 7 ou em SEQ ID No 17. Em uma
concretizagdo preferencial, o referido método resulta na expressdo de molécula de
ribonucleotideo no dito organismo que possa causar morte ou prejudicar o
desenvolvimento da praga que a ingerir. O método pode ser aplicado a um
microorganismo ou planta, de forma que a inven¢do prevé o microorganismo e/ou a
planta transformada compreendendo uma molécula de &cido nucléico que compreenda
um polinucleotideo com uma primeira regido com sequéncia de é&cidos nucléicos
conforme sequencia descrita em SEQ ID No 3 ou em SEQ ID No 13, uma segunda
regido com o complemento da sequéncia de (A) e uma terceira regido contendo a
sequéncia de uma ribozima conforme sequnéncia descrita em SEQ ID No 7 ou em SEQ
ID No 17. Ta planta pode ser uma planta de Gossypium sp, Glycine max, Coffea sp.,
Musa sp., Phaseolus sp., Solanum lycopersicum, Solanum tuberosum, Hevea sp.,
Passiflora sp. ou Psidium guajava, Também € prevista a semente transgénica ou parte

propagativa dareferida planta.
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[77] E, finalmente, a presente invengcdo também aborda um método de controle de
pragas caracterizado por expor a dita praga a molécula de &cido nucléico que
compreenda um polinucleotideo com uma primeira regido com sequéncia de acidos
nucléicos conforme sequencia descrita em SEQ ID No 3 ou em SEQ ID No 13, uma
segundaregido com o complemento da sequéncia de (A) e uma terceira regido contendo
a sequéncia de uma ribozima conforme sequnéncia descrita em SEQ ID No 7 ou em
SEQ ID No 17.

[78] Experimentos realizados e resultados obtidos:

[79] Construcdo e sintese de cassete de DNA para expressao de dsRNA
estruturado de gene de Anthonomus grandis:

[80] A sequencia no sentido 5'- 3' do cassete de DNA (Figura 1) para aexpressao de
dsRNA estruturado € descrita a seguir. Por apresentar autocomplementariedade nas suas
sequencias nucleotidicas, 0 dsSRNA proposto € automontavel em sistema in vivo (SEQ
ID N° 1), etambém pode ser utilizado em sistemas de transcri¢do in vitro. A sequéncia
em questdo possui 0 promotor UCEA 1.7 (patente n° BRPI0701230-6) seguido do
promotor da T7 RNA polimerase. Também compdem a construcdo a Ribozima de
Selaguinella moellendorifii, denominada agui Rib5' (SEQ ID N° 2), que se autocliva em
faixa de pH > 7, flanqueando a extremidade 5' do dsRNA, e a Ribozima de Vitis
vinifera, flanqueando a extremidade 3' do dsRNA (SEQ ID N° 9), que se autocliva em
faixade pH > 7. Também compfem a construcdo sequencias senso (SEQ ID N° 3)e
antisenso (SEQ ID N° 5) de regido do gene da quitina sintase 2 de Antonomus grandis.
A's sequéncias génicas sdo seguidas de ribozima com atividade autocatalitica em pH 4,0
(Jayasena V. K.; Gold, L. In vitro selection of self-cleaving RNAs with a low pH
optimum. Proceedings of the National Academy of Sciences. Volume 94, 10612-10617,
1997), aqui denominada Rib4 (SEQ ID N° 7). A construcdo também possui regifes de
travas de incompatibilidade, descritas em SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 6 e SEQ ID N° 8
(Jinhong C et al. Resistance of Human Hepatitis Delta Virus RNAs to Dicer Activity.
Journal of Virology 77 (22): 11910-11917. 2003). Na extremidade 3' do cassete de
DNA foi disposta a sequencia do terminador T-Nos (SEQ ID N° 10). A construgdo
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contendo a sequéncia transcrita em um RNA dupla fita estruturado foi obtida por meio

de sintese quimica e adquirido de empresa especializada.

[81] Para os experimentos de silenciamento génico via RNA, o dsRNA na forma
linear e na forma estruturada foram sintetizados utilizando o Kit de transcri¢cao in vitro
MEGAscript® T7 (AM1333), seguindo o manual do fabricante. Para a transcricdo do
dsRNA, foi utilizado como molde o DNA, amplificado por PCR, contendo a sequencia
do dsRNA flanqueado com a sequencia minima do promotor da T7 RNA polimerase
(5'TAATACGACTCACTATAGGG3"). A reagéo contendo 1pg de DNA molde, um
mix 8 mM de cada nucleotideo ATP, CTP, TTP e UTP tamp&o de reacdo | x foi mantida
a37°C por 16 horas. Para 0 anelamento do dsRNA, osprodutos de reacéo de transcricéo
foram incubadas a 65°C durante 5 min e, apés resfriamento atemperatura ambiente, os
dsRNAs foram purificados por extracdo com fenol / cloroférmio (1:1) seguido de
precipitacdo de isopropanol (1:1), e lavagem com etanol 70%. O precipitado de dsRNA
de quitina sintase 2 de A. grandis (AgraCHS2) foi solubilizado em &gua com DEPC e
depois quantificado através de espectroscopia e examinados por eletroforese em gel de
agarose a 1% para assegurar a sua integridade. A concentracdo final de dsRNA foi
gjustada para 100 ng / uL.

[82] Determinacdo da mortalidade de A. grandis apds microinjecdo com dsRNA
linear e dsRNA estruturado:

[83] Asfémeas foram coletadas apds 72, 120, 168 e 240 horas da microinjecdo. Ao
final do experimento a mortalidade foi contabilizada. O experimento foi realizado em
trés replicatas bioldgicas para cada tratamento, a unidade experimental consistiu de 16
fémeas microinjetadas com é&gua (tratamento controle) e com 100 ng de dsRNA nas
formas linear e estruturada (essa dose € subleta para a forma linear do dsRNA de
AgraCHS2). O sdilenciamento da expressio AgraCHS2 causou um aumento da
mortalidade de fémeas de A. grandis com o decorrer do periodo experimental (Figura
2). O tratamento com dsRNA estruturado, bem como o dsRNA linear foi capaz de
diminuir o numero de transcritos do gene AgraCHS2 em mais de 4.000 vezes (Figura
3). Entretanto, o dsRNA estruturado foi capaz de silenciar em 8,93 vezes a mais do que

0 dsRNA linear (Figura 3B). O tratamento com o dsRNA estruturado causou uma
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mortalidade de 83%, ja o dsRNA linear a mortalidade foi de 56%. Assim, o tratamento
com dsRNA estruturado aém de causar uma maior supressdo do numero de transcritos

do gene alvo, também resultou em um maior efeito de mortalidade.

[84] Determinacdo da oviposicdo de fémeas de A. grandis microinjetadas com
dsRNA linear e dsRNA estruturado:

[85] O efeito da microinjegdo dos dsRNAs sobre a oviposicdo de fémeas de A.
grandis foi analisado por meio de bioensaio e monitoramento do nimero de ovos
(Figura 4). Foi observada uma reducdo drastica na oviposicdo de fémeas tratadas com
I0Ong de dsRNA estruturado de AgraCHS2. Enquanto, a média de oviposicdo no
tratamento controle foi de 9,7 ovos/fémea. Como ilustrado na Figura 4, o efeito do
silenciamento AgraCHS2 pelo dsRNA linear sobre aoviposicdo causou uma reducéo de
41% do nimero de ovos, entretanto o efeito do dsRNA estruturado foi de uma reducéo

de 78% na oviposi¢ao.
[86] Efeito do silenciamento de AgraCHS2 sobre a viabilidade da prole:

[87] Com o objetivo de avaliar o efeito do silenciamento de AgraCHS2 sobre a
viabilidade da prole, o dsSRNA AgraCHS2 linear e o dsRNA AgraCHX? estruturado
foram aplicados em fémeas adultas de A. grandis. A microinjecdo de dsRNA linear e 0
dsRNA estruturado de AgraCHS?2 ndo causaram efeitos sobre a viabilidade dos ovos de
A. grandis (Figura 5).

[88] Ensaio delocalizacdo celular do dsRNA estruturado, marcados por Cy3, em
Arabidopsis thaliana:

[89] O dsRNA estruturado foi marcado com o kit Silencer SSRNA Labeling kit - Cy3,
segundo o protocolo do fabricante, com adaptagdes: em microtubo, adicionou-se 25 ug
de dsRNA, 5.0 pi. tamp&o 10X, 7.5 pi. Cy3, completando areacdo para 50 pi. com
dgua milliQ. A reagcdo foi incubada overnight, a 37°C. Em seguida, adicionou-se 0.1
volume de NaCl 5M, 2.5 volumes de etanol 100%, misturando bem. A reacdo foi
incubada por 30 a 60 minutos a -20°C, seguida de centrifugagdo por 20 minutos a 12000
rpm. O sobrenadante foi removido cuidadosamente e o pellet foi lavado com 175 pi. de

etanol 70%, seguindo por centrifugagdo por 5 minutos a 12000 rpm. O sobrenadante foi
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removido cuidadosamente e o pellet foi seco e resuspendido em agua milliQ ou tampé&o

na concentragdo desejada.

[90] Plantas de Arabidopsis thaliana foram cultivadas em meio MS e suas raizes
foram colocadas em contato com o dsRNA estruturado marcado durante 16 horas, em
meio MS. O resultado foi analisado por microscopia confocal (Figura 7). As imagens
foram capturadas usando laser de excitagdo de 552nm (Cy3) e laser de captacdo de 552
- 609nm. Foram usadas plantas de A. thaliana para realizar o experimento porque essa
espécie ndo possui auto fluorescéncia, além de possuir desenvolvimento rapido, quando
comparada a outras plantas. Como controles, foram utilizados dsRNA estruturado nédo
marcado com Cy3, dsRNA ndo estruturado marcado com Cy3, Cy3 e &gua.

[91] Efeito de dsRNA de genes de Meloidogyne incognita sobre galhas em raizes
de plantas de soja geneticamente transfor madas.

[92] A sequéncia do gene da proteina de aviruléncia MAP-1 de Meloidogyne
incognita foi selecionada como avo para esse experimento. Foram desenhadas as
sequencias de dsRNA no formato estruturado e inseridas no vetor pzp201 EGFP na
posicdo 11935-11936, onde ha um sitio de restricdo Xho | (CTCGAG). Sementes de
soja var. Williams 82 (suscetivel a M. incognita) foram germinadas e transformadas
com Agrobacterium rhyzogenes, cepa K599 (Kereszt, A et al, Agrobacterium
rhizogenes-mediated transformation of soybean to study root biology. Nature Protocols.
2:949-951. 2007.). As sementes foram colocadas para germinar durante 4 dias, a 24°C
em placa de Petri forrada com papel de germinacdo tipo 'Germitest’ previamente
umedecido com agua destilada, na proporcdo de 2,5 vezes a massa do papel ndo
hidratado (Brasil. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Secretaria de
Defesa Agropecuéria. Regras para andlise de sementes. Brasiliaa MAPA/ACS, 2009.
399p.).

[93] Foram utilizadas 12 sementes para cada tratamento, plantas transformadas com o
vetor vazio (controle da infeccdo do nematoide nas raizes geradas a partir de A.

rhyzogenes) e plantas ndo transformadas (controle negativo).
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[94] Paraelamente a etapa de germinacdo das sementes, células competentes de A.
rhyzogenes, cepa K599, foram transformadas por eletroporacdo com o DNA da proteina
efetora. Apds 2 dias, algumas colonias isoladas foram coletadas para andlise e selecéo
de transformantes, aplicando-se PCR e oligonucleotideos para o gene eGDF, marcador
comum a todas as construcdes génicas. As bactérias recombinantes positivas foram
utilizadas na transformagdo genética das plantas, por meio de ferimento nas plantulas,
provocado por agulha naregido do hipocétilo e, em seguida, aplicada a "pasta’ de A.
rhyzogenes. Apos 4 dias de co-cultivo a 22°C, as plantulas foram avaliadas utilizando
técnicas de microscopia e observando-se a presenca de raizes transformadas, por meio
da expressdo de GFP (Figura 8). Asraizes ndo transformadas foram eliminadas e as
plantulas contendo apenas as raizes selecionadas como “transformadas’ foram
transplantadas para vasos de plastico, contendo areia estéril e gel hidrorretentor
previamente hidratado com égua destilada (na propor¢cdo de 3g de gel: 1L de &gua e 3L
de areid). O cultivo das plantas foi realizado em casa de vegetacdo. Apo6s 15 dias, da
data de transformacdo, cada planta foi inoculada com 1000 individuos na fase juvenil
(J2) de M. incognita (raga 1). Asplantas foram cultivadas em casa de vegetacdo durante
35 dias. Para avaliacdo do efeito da inoculacdo e fendtipo, as raizes foram previamente
lavadas e incubadas com corante Floxina durante 20 minutos (Dickson, D.W., Struble,
F.B.A. Sieving-staining technique for extraction of egg mass of Meloidogyne incognita
from soil. Phytopathology, Saint Paul, v. 55, p. 497, 1965). Entdo o nimero de galhas
foi avaliado por meio de contagem em todas as raizes. A Figura 6 ilustra o efeito de
reducdo no nimero de galhas, apds o tratamento utilizando o dsRNA estruturado da

sequencia Minc04584.
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REIVINDICACOES
1. Polinucleotideo sintético caracterizado por conter:
a. Uma primeira regido contendo pelo menos 19 nucleotideos contiguos;
b. Uma segunda regido com o complemento da sequéncia de (a);
C. Umarterceira regido contendo a sequéncia de uma ribozima.
2. Polinucleotideo sintético de acordo com areivindicacdo 1 caracterizado por (a) e
(b) serem sequéncias de ribonucleotideo.
3. Polinucleotideo sintético de acordo com a relvindicacdo 1 caracterizado por a

primeira regido descrita em (a) apresentar contedo de guanina e citosina entre 45 e
65%

4. Polinucleotideo sintético de acordo com a reivindicacdo 3 caracterizado por 0

contelido de guanina e citosina ser 50%.

5. Polinucleotideo sintético de acordo com a reivindicacdo 1 caracterizado por

apresentar regides de ribozima em suas extremidades.

6. Polinucleotideo sintético de acordo com areivindicacdo 3 caracterizado por as

referidas ribozimas serem ativadas em faixa de pH entre 6,5 e 7,5.

7. Polinucleotideo sintético da reivindicagdo 4 caracterizado por as referidas

ribozimas serem ativadas em pH 7,0.

8. Polinucleotideo sintético de acordo com a reivindicacdo 1 caracterizado por

apresentar umaregiao espacadora entre (a) e (b).

9. Polinucleotideo sintético de acordo com a relvindicacdo 6 caracterizado por a

regido espagadora ser umaregido de trava de incompatibilidade.
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10. Polinucleotideo sintético de acordo com a reivindicacdo 1 caracterizado por

apresentar umaregido de trava de incompatibilidade entre (b) e (c).

11. Polinucleotideo sintético de acordo com a reivindicacdo 3 caracterizado por

apresentar uma trava de incompatibilidade entre (c) e aribozima da extremidade 3'.

12. Polinucleotideo sintético de acordo com areivindicagdo 1 caracterizado por (c)
ser ativada quando em pH abaixo de 6,0.
13. Polinucleotideo sintético dareivindicacdo 10 caracterizado por (c) ser ativada na

faixade pH entre 4,0 e 4,5.

14. Gene quimérico caracterizado por compreender:
I.  um polinucleotideo de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a
11, e
Il. regido de promotor ativo, operacionalmente ligado ao polinucleotideo
definido em (1).

15. Gene quimérico da reivindicacdo 14 caracterizado por compreender uma
sequéncia adicional de promotor ativo operacionamente ligado ao polinucleotideo
definido em (1).

16.  Vetor caracterizado por compreender polinucleotideo de acordo com a

reivindicacdo 1a 15.

17. Sequéncia de ribonucleotideo de filamento duplo caracterizada por ser produzida
a partir da expressdo de uma molécula de &cido nucleico de acordo com qualquer das

reivindicacbes 13 a 16.

18. Método de aumentar estabilidade de molécula de um ribonucleotideo
caracterizado por incluir na construcdo da molécula regibes de travas de
incompatibilidade gue conferem forma especifica a molécula, possibilitando que suas

extremidades se liguem.
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19. Método de acordo com areivindicacdo 18 caracterizado por também incluir na
construcdo da molécula regides de ribozima que sejam ativadas de acordo com o pH da

organela alvo do ribonucleotideo.

20. Método de supressdo de expressdo génica caracterizado por utilizar molécula

nucleotidica de acordo com qualquer das reivindicactes 1a 16.

21. Método de acordo com a reivindicacdo 20 caracterizado pela molécula de
ribonucleotideo ser sintetizada quimicamente ou produzida por expressdo em

microorganismo ou por expressdo em célula vegetal.

22. Método de transformacdo de organismo caracterizado por inserir no dito
organismo uma molécula de &cido nucléico de acordo com qualquer das reivindicactes

laie.

23. Método de acordo com a reivindicacdo 22 caracterizado por resultar na
expressao de molécula de ribonucleotideo no dito organismo gque possa causar morte ou

prejudicar o desenvolvimento dapraga que aingerir.

24, Método de acordo com areivindicacdo 22 caracterizado por o dito organismo ser

uma planta.

25. Planta transformada caracterizada por compreender uma molécula de éacido

nucléico definida em qualquer das reivindicagbes 1a 16.

26. Semente transgénica ou parte propagativa caracterizada por ser de planta da

reivindicacéo 25.

27. Método de acordo com areivindicagdo 22 caracterizado por o dito organismo ser

um microorganismo.

28. Microorganismo transformado caracterizada por compreender uma molécula de

acido nucléico definida em qualquer das reivindicagbes 1a 16.
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29. Meétodo de controle de pragas caracterizado por expor adita praga a molécula de

acido nucléico de qualquer das reivindicacdes 1a 11.

30. Polinucleotideo sintético de acordo com a reivindicacdo 1 caracterizado por

conter:

A. Uma primeira regido com sequéncia de &acidos nucléicos conforme
sequencia descrita em SEQ ID No 3 ou em SEQ ID No 13;

B. Uma segundaregido com o complemento da sequénciade (A);

C. Uma terceira regido contendo a sequéncia de uma ribozima conforme

segunéncia descrita em SEQ ID No 7 ou em SEQ ID No 17.

31 Polinucleotideo sintético de acordo com a reivindicacdo 1 caracterizado por
apresentar em suas extremidades regides de ribozima conforme sequéncia descrita em
SEQID No 20u SEQ ID No 12 e SEQ ID No 9ou SEQ ID No 19.

32. Polinucleotideo sintético de acordo com a reivindicacdo 30 caracterizado por

apresentar umaregido espacadora entre (A) e (B).

33. Polinucleotideo sintético de acordo com areivindicacdo 32 caracterizado por a
regido espacadora ser uma regido de trava de incompatibilidade conforme sequéncia
descrita em SEQ ID No 4 ou SEQ ID No 14.

34. Polinucleotideo sintético de acordo com a reivindicacdo 30 caracterizado por
apresentar umaregido de trava de incompatibilidade entre (B) e (C) conforme sequéncia
descrita em SEQ ID No 6 ou SEQ ID No 16.

35. Polinucleotideo sintético de acordo com a reivindicacdo 31 caracterizado por
apresentar uma trava de incompatibilidade entre (C) e a ribozima da extremidade 3'

conforme sequéncia descrita em SEQ ID No 8 ou SEQ ID No 18.

36. Gene quimeérico caracterizado por compreender:
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i. um polinucleotideo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 30 a
35, e

ii. regido de promotor ativo, operacionalmente ligado ao polinucleotideo
definido em (i).

37. Gene quimérico de acordo com a reivindicagdo 36 caracterizado por
compreender uma sequéncia adicional de promotor ativo operacionamente ligado ao
polinucleotideo definido em (i).

38.  Vetor caracterizado por compreender polinucleotideo de acordo com a
reivindicagdo 30 a 37.

39.  Vetor caracterizado por compreender polinucleotideo de acordo com SEQ ID N°
| ou SEQD ID N° 11.

40. Seguéncia de ribonucleotideo de filamento duplo caracterizada por ser produzida
a partir da expressdo de uma molécula de &cido nucleico de acordo com qualquer das

reivindicages 36 a 39.

41. Método de aumentar estabilidade de molécula de um ribonucleotideo
caracterizado por incluir na constru¢gdo da molécula regides nucléicas de travas de
incompatibilidade conforme sequéncias descritas em SEQ ID No 4, SEQ ID No 6, SEQ
ID No 8, SEQ ID No 14, SEQ ID No 16 e/lou SEQ ID No 18.

42. Meétodo de acordo com areivindicagdo 41 caracterizado por também incluir na
construcéo da molécula regides de ribozima conforme sequéncias descritas em SEQ 1D
No 2, SEQID No 7, SEQ ID No 9, SEQ ID No 12, SEQ ID No 17 e/lou SEQ ID No 19.

43. Método de supressdo de expressdo génica caracterizado por utilizar molécula

nucleotidica de acordo com qualquer das reivindicagdes 30 a 39.
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44, Método de acordo com a reivindicagdo 43 caracterizado pela molécula de
ribonucleotideo ser sintetizada quimicamente ou produzida por expressdao em

microorganismo ou por expressao em célula vegetal.

45, Método de transformacdo de organismo caracterizado por inserir no dito
organismo uma molécula de &cido nucléico de acordo com qualquer das reivindicactes
30 a39.

46. Método de acordo com a reivindicacdo 45 caracterizado por resultar na
expressao de molécula de ribonucleotideo no dito organismo gque possa causar morte ou

prejudicar o desenvolvimento dapraga que aingerir.

47. Método de acordo com areivindicagdo 46 caracterizado por o dito organismo ser

uma planta.

48. Planta transformada caracterizada por compreender uma molécula de éacido
nucléico definida em qualquer das reivindicacfes 30 a 39.

49, Planta de acordo com a reivindicacdo 48 caracterizada por ser uma planta de
Gossypium sp, Glycine max, Coffea sp., Musa sp., Phaseolus sp., Solanum

lycopersicum, Solanum tuberosum, Hevea sp., Passiflora sp. ou Psidium guajava.

50. Semente transgénica ou parte propagativa caracterizada por ser de planta de

acordo com areivindicagdo 48.

51. Método de acordo com areivindicagdo 46 caracterizado por o dito organismo ser

um microorganismo.

52. Microorganismo transformado caracterizada por compreender uma molécula de

acido nucléico definida em qualquer das reivindicaces 30 a 39.

53. Método de controle de pragas caracterizado por expor adita praga a molécula de

acido nucléico de qualquer das reivindicagdes 30 a 39.
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Il Theadditional search feeswere accompanied by the applicant' sprotest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation.

1-1 No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (2)) (January 2015)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.

PCT/BR2018/050087

C iCOntinuationI, DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Calegory'™

Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

Y

A

DE LA PENA, M. & GARCIA-ROBLES, 1. Ubiquitous presence of
the hammerhead ribozyme motif along the tree of life. RNA. 2010.
Vol. 16, No. 10, pages : 1943-1950. doi: 10.1261/rna.2130310.
Abstract, Figures 3

WO 2015089616 Al (EMBRAPA - EMPRESA BRASILEIRA DE
PESQUISA AGROPECUARIA [BR])

25 June 2015 (25.06.2015)

Abstract, pages 9 and 10, Figure 7, Example 4 ,SEQ ID n°s 1and 3.

JAYASENA,V. K. & GOLD, L. In vitro selection of self-cleaving
RNAs with alow pH optimum. Proc Natl Acad Sei U SA. 1997. Vol.
94, No. 20, paginas. 10612-10617. PMID: 9380683.

Cited on description

Abstract, Figure 1.

GARCIA, R. A. Vdidacdo da estabilidade de estruturas de dsRNA
para uso no silenciamento génico de insetos-praga : avaliagdo na
planta e no inseto alvo. Brasilia, 2015. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Biolégicas - Biologia Molecular) - Universidade de
Brasilia, UnB, Brasilia, 2015. Text partialy released by the author.
Restricted content: chapters 1 .. and

The whole document

42

Ito 41, 43to s:

[to 53

[to 53

[to 53

Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (January 201 5)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT
Information on patent family members

International application No.

BRI 02013032649 A2

PCT/BR201 8/050087
U S 2009126038 Al 2009-05-14 US 2010170000 A9 2010-07-01
AU 2005298337 Al 2006-05-04
BRPI0516323 A 2008-03-11
CA 2582550 Al 2006-05-04
CN 101052723 A 2007-10-10
CN 102250897 A 2011-11-23
DK 1807520 T3 2012- 11-05
EP 2330203 A2 2011-06-08
ES 2391281 T3 2012-11-23
GB 0423659 DO 2004-11-24
PT 1807520 E 2012-10-31
US 2014109258 Al 2014-04-17
WO 2006046148 A2 2006-05-04
ZA 200703340 B 2008-06-25
WG0O2015089616A 1 2015-06-25 US 20170029843 Al 2017-02-02
AR098819A1 2016-06-15

2016-02-10

Fonn PCT/ISA/210 (patent family annex) (January 201 5)




RELATORIO DE PESQUISA INTERNACIONAL

Depésito internacional N°

PCT/BR2018/050087

A. CLASSIFICACAO DO OBJETO

C12N15/1 13 (2010.01), C12N 15/64 (2006.01), C12N 15/82 (2006.01), C12N 5/10 (2006.01), A01 H5/00 (2018.01),
AO01 H5/10 (2018.01)

De acordo com a Classificagéo Internacional de Patentes (IPC) ou conforme a classificagéo nacional e |PC

B. DOMINIOS ABRANGIDOS PELA PESQUISA

Documentagdo minima pesquisada (sistema de classificagdo seguido pelo simbolo da classificagéo)

CPC: C12N2310/12, C12N2310/14, C12N2310/532, C12N2310/3519, C12N15/8218

Documentagé@o adicional pesquisada, além da minima, namedida em que tais documentos estao incluidos nos dominios pesguisados

Base de patentes do INPI-BR (SINPI), Plataforma Lattes (http://lattes.cnpq.br/)

Base de dados eletr6nica consultada durante a pesquisa internacional (nome da base de dados e, se hecessario, termos usados na pesquisa)

GENESEQ, USGENE, WOGENE, GenBank, EPODOC, NPL, MEDLINE (continua em folha suplementar)

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Relevante para as

Categoria* Documentos citados, com indicacdo de partes relevantes, se apropriado reivindicagdes N°
X U S 2009126038 Al (DEVGEN NV, ZWIIJNAARDE [BE]) la?29
14 maio 2009 (2009-05-14)
Y Resumo, parégrafos [0008], [0018], [0033], [0050], [0076], [0077], 41, 42
[0081] a [0083], [0094], [0112] a [0119], [0124] a [0125], [0154] a
A [0156], [0169], [0221], Exemplo 7, Tabela 2, Figuras 2,4, 5 e 6. 30 a40 e43a 53
X SHANG, R. et al. Ribozyme-enhanced single-stranded Ago2- 1,2
processed interfering RNA triggers efficient gene silencing with
A fewer off-target effects. Nature Communications. 2015. Vol. 6, 3ab3

Article number: 8430, 13 péginas. doi:10.1038/ncomms9430.
Resumo, secdo " Discussdo", Figuras2 e 6.

Y CHANG, J. et al. Resistance of Human Hepatitis Delta Virus RNAs 41, 42
to Dicer Activity. J Virol. 2003. Vol. 77, No. 22, paginas. 11910—
A 11917. doi: 10.1128/3V1.77.22.11910-11917.2003. 1a40, 43a53

Citado na descricéo.
Resumo, secdo " Discussdo", Figuras4 e 6.

Documentos adicionais estdo listados na continuagdo do quadro C Ver o anexo de familias das patentes

*  Categorias especiais dos documentos citados: "T" documento publicado depois da data de depdsito internacional, ou de

prioridade equendo conlita como depdsito, porémcitado para entender o
principio ou teorianaqual sebaseia ainvengao.

“ A" documento que define o estado geral da técnica, mas ndo € considerado de
particular relevancia.

“E" pedido ou patente anterior, mas publicada apds ou na data do depdsito “ X documento departicular relevancia; ainvencéo reivindicada néo pode ser
internacional considerada nova e ndo pode ser considerada envolver umaatividade
“L" documento que pode lancar divida na(s) reivindicacso(des) deprioridade ou inventiva quando o documento € considerado isoladamente.
naqual é citado para determinara data de outra citag8o ou por outrarazéo “Y" documento departicular relevancia; a invencéo reivindicada néo pode ser
especial considerada envolver atividade inventiva quando o documento é combinado

comum outro documento ou mais deum, tal combinagdo sendo Gbvia para

‘O " documento referente aumadivulgagéo oral, uso, exibigao ou por outros meios. -
umtécnico no assunto.

' P" documento publicado antes do depdsito internacional, porém posterior adata

deprioridade reivindicada.

“ &" documento membro damesmafamili ade patentes.

Data da conclusdo da pesquisa inter nacional

30/05/2018

Data do envio do relatério de pesquisa internacional:

14/06/2018
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Quadrol Sequéncia(s) de nucleotideo e/ou aminoacido (continuagéo do ponto 1.c daprimeira pagina)

1. Em relagdo a qualquer sequéncia de nucleotideo e/fou aminoacido descrito no pedido internacional, esta pesquisa
internacional foi formulada com base nalistagem de sequéncia depositada ou fornecida:

a. (meios)
[] em papei
[X] em formato €eletronico
b. (tempo)
[X] no depdsito internacional conforme depositado
[] juntamente com o depésito internacional em formato eletr 6nico

[ subsequentemente a esta Autoridade para o propésito da pesquisa

2. ] Adicionalmente, no caso em que mais de uma versdo ou copia de uma lista de sequéncias elou tabela(s) relacionada a esta
foi depositada ou fornecida, foi entregue a declaragéo requerida de que a informagao contida nas copias subsequentes ou
adicionais € idéntica a depositada, tal como apresentada, ou n&o ultrapassa o fornecido inicialmente.

3. Comentérios adicionais:

Formulério PCT/ISA/210 (continuagdo daprimeirapégina(l)) (Julho 2009)
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Observagdes quando certas reivindicagdes ndo puderam ser objeto de pesguisa (Continuagao do ponto 2 da

Quadron primeira pagina)

Este relatério de pesquisa internacional néo foi formulado em relacéo a certasreivindicagdes, sob Artigo 17.2).a), pelas seguintes
razoes:

1. [ Reivindicages:

porque estas se referem amatériana qual esta Autoridade néo esta obrigada arealizar a pesquisa, a saber:

2. [ Reivindicacdes:

porque estas se referem a partes do pedido internacional que n&o estdo de acordo com os requisitos estabelecidos, de tal
forma que néo foi possivel realizar uma pesquisa significativa, especificamente:

3. o ReivindicagOes:

porque estas sdo reivindicagdes dependentes e ndo estdo redigidas de acordo com a segunda e terceira frase da Regra
6.4.a).

QuadroIll Observacdes por falta de unidade deinvencdo (Continuacdo do ponto 3 daprimeira pagina)

Esta Autoridade de pesquisa internacional encontrou multiplas invengdes neste depésito internacional, a saber:

As reivindicagdes 1 a 17, 20 a 40 e 43 a 53 referem-se a polinucleotideo caracterizado por
compreender uma sequéncia com ao menos 19 nucleotideos contiguos, uma segunda regido sendo o complemento
da primeira sequéncia e uma terceira regido contendo a sequéncia de ribozima, bem como matérias relacionadas ao
referido polinucleotideo. Entretanto, as reivindicagfes 18 e 41 pleiteiam método de aumentar a estabilidade de
molécula de ribonucleotideo sem fazer referéncia ao uso de sequéncia de ribozima e sem se restringir a uma
molécula de polinucleotideo com regiGes complementares. As reivindicagdes dependentes 19 e 42, por sua vez,
abrangem a inclusdo de sequéncia de ribozima, mas n&o se restringem a moléculas com regifes complementares.

Logo, 0 presente depdsito internacional ndo se refere a uma Unica invengdo ou a um grupo de
invencdes interligadas de modo a constituir um Unico conceito inventivo, estando, desse modo, em desacordo com a
Regra 13 do PCT. (continua em folha suplementar)

1. [ como todas as taxas requeridas para pesquisas adicionais foram pagas pelo depositante dentro do prazo, este relatério de
pesquisa cobre todas as reivindicagbes pesquisavels.

2. [x] como apesquisa em todas as reivindicagbes pesquisaveis pode ser feita sem esforgo quejustifique pagamento adicional,
esta Autoridade néo solicitou o pagamento de taxas adicionais.

3. [] como somente algumas das taxas requeridas para pesquisas adicionais foram pagas pelo depositante dentro do prazo, este
relatério de pesquisa internacional cobre somente aquelas reivindicagdes cujas taxas foram pagas, especificamente as
reivindicagoes:

4. [] astaxas de pesquisas adicionais requeridas nao foram pagas dentro do prazo pelo depositante. Consequentemente, este
relatério de pesquisa internacional se limita a invencdo mencionada primeiramente nas reivindicagcGes, na qual é coberta
pelas reivindicacoes:

ObservacOes da reclamagéo [] as taxas adicionais para pesquisas foram acompanhadas pela reclamagéo do
depositante e, se for 0 caso, pelo pagamento dataxa de reclamagao.

[] oas taxas adicionais para pesquisa foram acompanhadas pela reclamagdo do
depositante mas a taxa de reclamagdo ndo foi paga dentro do prazo especificado
pela solicitacao.

[[] opagamento depesquisas adicionais ndo acompanha nenhuma reclamagéo.
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Y

A

DE LA PENA, M. & GARCIA-ROBLES, I. Ubiquitous presence of
the hammerhead ribozyme motif along the tree of life. RNA. 2010.
Vol. 16, No. 10, paginas: 1943-1950. doi: 10.1261/rna.2130310.
Resumo, Figuras 3.

WO 2015089616 Al (EMBRAPA - EMPRESA BRASILEIRA DE
PESQUISA AGROPECUARIA [BR])

25junho 2015 (2015-06-25)

Resumo, paginas 9 e 10, Figura 7, Exemplo 4, SEQ ID n°s 1e 3.

JAYASENA, V. K. & GOLD, L. In vitro sdlection of self-cleaving
RNAs with alow pH optimum. Proc Natl Acad Sei U SA. 1997. Vol.
94, No. 20, paginas. 10612-10617. PMID: 9380683.

Citado na descricéo.

Resumo, Figura 1.

GARCIA, R. A. Vdidacdo da estabilidade de estruturas de dsRNA
para uso no silenciamento génico de insetos-praga : avaiacdo na
planta e no inseto alvo. Brasilia, 2015. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Biolégicas - Biologia Molecular) - Universidade de
Brasilia, UnB, Brasilia, 2015. Texto parcialmente liberado pelo autor.
Conteldo restrito: capitulos I, 11 elll.

Documento como um todo.
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la4l, 43 a53

l1a53

l1a53

l1a53
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Quadro Suplementar

No caso do espaco em qualquer quadro precedente ndo for suficiente.
Continuacéo de: Quadro |11

A matéria reivindicada pode ser agrupada em 2 invengées:

Invencdo 1: poiinucieotideo caracterizado por compreender uma regido com ao menos 19 nucleotideos
contiguos, uma segunda regido sendo o complemento da primeira sequéncia e uma terceira regido

contendo sequéncia de ribozima, bem como matérias relacionadas a tal poiinucieotideo (reivindicacdes 1 a
17, 20 a 40, 43 a 53);

Invencdo 2: método de aumentar a estabilidade de molécula de ribonucleotideo compreendendo a
inclusdo de regides de travas de incompatibilidade (reivindicagcdes 18,19, 41 e 42).
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Continuacdo de: Base de dados eletrdnica consultada durante a pesquisa inter nacional

TXPEA, TXPEB, TXPEC, TXPEE, TXPEF, TXPEH, TXPEI, TXPEP, TXPEPEA, TXPEPEB, TXPES, TXPEU, TXPEY,

TXPUSEOA, TXPUSE1A, TXPUSEA, TXPUSEB, TXPWOEA, XP3GPP, XPIETF, XPIPCOM, XPJPEG, XPMISC,
XPOAC, XPTK, TDB.
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