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"METODO PARA A EXPRESSAO DE UMA ENZIMA SINTETASE DE ACETO-HI-
DROXTIACIDOS (AHAS) RESISTENTE A HERBICIDAS"

MEMORIA DESCRITIVA

Resumo

O presente invento diz respeito a um método para a
expressao de uma enzima sintetase de aceto-hidroxidcidos (AHAS)
resistente a herbicidas numa célula hospedeira, que consiste na
transformacio da célula hospedeira com uma sequéncia de 4&cido
nucleico codificadora de uma enzima AHAS funcional, enzima essa
que tem uma sequéncia de aminodcidos a qual difere da da sequén-
cia de AHAS tipo selvagem por ter pelo menos uma delegdo de
aminodcidos que confere & enzima resisténcia a herbicida, e na
cultura da célula hospedeira em condig¢des que permitem a expres-
sdo da enzima. As novas sequéncias de acido nucleico codificado-
ras de enzimas AHAS resistentes a herbicidas contém delegdes de
um ou mais aminodcidos nas ' regides "conservadas" da molécula de
AHAS. S3o também descritos métodos para a produgdo de vectores
contendo novas sequéncias, assim como plantas e células vegetais

resistentes a herbicidas transformadas por eles.



Este invento estd relacionado com né%éé:sequéncias de
DNA que codificam novas formas variantes da enzima &cido acetoxi-
-hidroxi-sintetase (daqui em diante AHAS). A enzima AHAS & uma
enzima critica normalmente produzida numa variedade de plantas e
numa gama larga de microorganismos. A fungdo normal de AHAS &
inibida por uma série de diferentes tipos de herbicidas, no
entanto, as novas enzimas AHAS codificadas pelas sequéncias de
DNA mutantes funcionam normalmente de forma catalitica mesmo na
presenc¢a de tais herbicidas e, portanto, conferem resisténcia a

herbicidas & planta ou microorganismo que as contém.

As novas sequéncias de DNA sdo baseadas na observagdo
inesperada de que a delegdo de um ou mais aminodcidos especificos
em certas regides da sequéncia do gene normal de AHAS resulta
numa enzima totalmente funcional, mas torna a enzima resistente &
inibicdo por uma variedade de tipos diferentes de herbicidas,
incluindo imidazolinonas, triazolopirimidinas e sulfonilureias. A
disponibilidade destas sequéncias variantes proporciona um
instrumento para a transformagdo de uma variedade de plantas
cultivadas diferentes para resisténcia a herbicidas, assim como
proporciona novas marcas selecciondveis para usar noutros tipos
de experiéncias de transformagdo genética.

FUNDAMENTO DO INVENTO

A utilizacdo de herbicidas em agricultura encontra-se
largamente espalhada. Se bem que exista um largo nlimero compostos
disponiveis que destroem eficazmente ervas daninhas, nem todos os
herbicidas sdo capazes de se direcionarem selectivamente para as
plantas indesejiveis no meio das plantas cultivadas, assim como

ndo serem téxicos para animais. Muitas vezes, & necesséario

estabelecer compostos que sejam simplesmente menos tdéxicos para



as plantas cultivadas do que para as ervas danfﬁﬁéé. Para ultra-
passar este problema, o desenvolvimento de plantas cultivadas
resistentes a herbicidas tornou~se um dos principais focos da
investigacgd@o agricola. '

Um aspecto importante do desenvolvimento de resisténcia
a herbicidas & uma compreensdo de como o herbicida funciona na
inibicdo do crescimento da planta e depois manipulacdo da via
bioquimica afectada na planta cultivada de forma a gque seja
evitado o efeito inibidor enquanto a planta mantem a sua fungdo
bioldégica normal. Uma das primeiras descobertas do mecanismo
biogquimico dos herbicidas relacionada com uma série de compostos
herbicidas ndo relacionados estruturalmente, as imidazolinonas,
as sulfonilureias e as triazolopirimidinas. Sabe-se agora (Shaner
et al. Plant Phvsiol. 76:545-546, 1984. Patente U.S. N2 4,761,373)
que cada um destes herbicidas inibe o crescimento das plantas por
interferéncia com uma enzima celular integral, aceto-hidroxidcido-
-sintetase (AHAS; também referida como acetolacetato-sintetase ou
ALS). AHAS é necessdria para a sintese dos aminodcidos isoleuci-

na, leucina e valina.

Sabe-se que a enzima AHAS estd presente em todas as
plantas superiores, sendo encontrada também numa variedade de

microorganismos, tais como leveduras Saccharomyces cerevisiae e

bactérias entéricas, Escherichia coli e Salmonella typhimurium. A

base genética para a produgdo de AHAS normal numa série destas
espécies também foi bem caracterizada. Por exemplo, tanto em E.
coli como em S. typhimurium existem trés isozimas de AHAS; duas
destas sdo sensiveis a herbicidas enquanto uma terceira ndo é.
Cada uma destas isozimas possui uma subunidade proteica grande e
uma pequena; e estdo mapeadas nos operdes IlvIH, I1lvGM e TI1lvBN.

Na levedura uma s6 isozima AHAS foi mapeada no lucus ILV2. En

cada um dos casos, formas sensiveis e resistentes foram
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identificadas e determinadas sequéncias dos?véfiéé alelos (Friden
et al., Nucl. Acid Res. 13: 3979-3993, 1985; Lawther et al., PNAS
USA 78: 922-928, 1982; Squires et al., Nucl. Acid. Res. 811:
5299-5313, 1983; Wek et al., Nucl. Acids Res. 13:4011-4027, 1985;

Falco e Dumas, Genetics 109, 21-35; falco et al., Nucl. Acids
Res. 13:4011-4027, 1985).

No tabaco, a fungdo de AHAS & codificada por dois
genes ndo ligados, SuRA e SuRB. Existe substancial identidade
entre os dois genes tanto a nivel de nuclebétidos como de aminoa-
cidos na proteina madura, se bem que a regifo putativa de transi-
to N-terminal difira mais substancialmente (Lee et al., EMBO J.

7: 1241-1248, 1988). Por outro lado Arabidopsis tem um s& gene
AHAS, o qual também foi completamente sequenciado As comparagodes
entre sequéncias dos genes AHAS em plantas superiores indica um
nivel elevado de conservagido de certas regides da sequéncia;
especificamente, existem pelo menos 10 regides de conservagdo de
sequéncia. Foi anteriormente assumido que estas regides conserva-
das sdo criticas para a fungdo da enzima e que a retengdo daquela

fungdo estd dependente de conservagdo substancial de sequéncias.

Foi recentemente descrito (EP 0257993) que os mutantes
apresentando resisténcia a herbicidas possuem mutagdes em pelo
menos um aminodcido numa ou mals destas regides conservadas. Enm
particular, a substituigdo de aminodcidos selvagens por certos
aminodcidos nestes sitios especificos na sequéncia AHAS mostrou-
-se ser tolerada e de facto resultou em resisténcia a herbicidas
das plantas possuidoras desta mutacdo, se bem que mantendo a
funcgdo catalitica. Mostrou-se que estas mutag¢des ocorrem em ambos
os loci SuRA e SuRB no tabaco; mutacdes semelhantes foram isola-

das em Arabidopsis e levedura.



Descobriu-se agora inesperadamentexsqﬁé’és delecbes de
um ou mais aminodcidos dentro de uma ou mais destas regides
"conservadas" resulta ndo sé numa enzima AHAS funcional como
também resulta em resisténcia a herbicidas. A conservacdo de
sequéncias normalmente implica que qualquer alteragdo nestas
regides ndo serd tolerada e portanto resultard numa proteina nédo
funcional. No entanto, no presente caso, & particularmente
surpreendente que a funcdo da enzima & mantida, face ao facto de
ndo sd eliminarem um residuo e aminodcido que & um componente
estrutural da enzima como também resultam necessariamente em
desfasamento de residuos, destruindo assim a aparente conservacgdo
da sequéncia contendo a mutacdo. Assim sio proporcionadas novas
sequéncias de acido nucleico Gteis na transformagdo de plantas
sensiveils a herbicidas para dar plantas resistentes a herbicidas.
As plantas assim transformadas proporcionam a base para o desen-
volvimento de novas variedades de plantas resistentes a herbici-

das.

SUMARIO DO INVENTO

O presente invento proporciona novas sequéncias de
dcido nucleico codificadoras de enzimas AHAS funcionais insensi-
veis a uma variedade de herbicidas. as sequéncias em questédo
compreendem a delegdo de um ou mais dos coddes codificadores de
um aminodcido especifico dentro de uma ou mais das chamadas
regides conservadas na molécula AHAS selvagem. A identidade
destes sitios serid discutida mais detalhadamente abaixo. As
sequéncias de DNA alteradas sdo 1teis em métdos para a producgédo
de células vegetais resistentes a herbicidas, os referidos
métodos compreendendo transformagdo de uma célula vegetal alvo
com uma ou mais das sequéncias alteradas proporcionadas aqui.

Como alternativa, a mutagénese & utilizada para criar mutantes de
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delecdo em células vegetais ou sementes cohteﬁ&éﬁﬁhm sequéncia de
dcido nucleico codificadora de uma AHAS sensivel a herbicida.
Tais células vegetais foram ent3o passadas a cultura de tecidos
para regenerar plantas que possuem resisténcia a herbicidas ou
caracteristica insensivel. O invento também engloba células
vegetais, culturas de tecidos vegetais, plantas adultas e semen-
tes de plantas que possuem as sequéncias de &cido nucleico
mutante de delegdo e que expressam enzimas AHAS funcionais
resistentes a herbicidas.

A disponibilidade destas novas plantas resistentes a
herbicidas permite novos métodos de cultura de plantas cultivadas
na presenga de herbicidas. Em vez de crescerem plantas néo
resistentes, os campos podem ser plantados com as plantas resis-
tentes do presente invento e o campo ser tratado rotineiramente
com herbicida, sem danificagdo das plantas cultivadas. Os herbi-
cidas preferidos para este fim s3o as imidazolidonas, sulfonil-
ureias e triazolopirimidinas.

Os 4&acidos nucleicos mutantes deste invento também
proporcionam novas marcas selecciondveis para usar em experién-
cias de transformacdo. A sequéncia de &cido nucleico codificadora
de uma AHAS resistente estd ligado a um segundo gene antes da
transferéncia para uma célula hospedeira e toda a construgdo
usada para transformar o hospedeiro. As células transformadas
putativas s3o entdo crescidas em cultura na presenga de quantida-
des inibidoras de herbicida; as células sobreviventes terédo
adquirido o segundo gene com interesse.

As definigles que se seguem devem ser entendidas como
aplicando-se ao longo da especificagdo e reivindicagdes. Unma

enzima AHAS "funcional" ou "normal" & uma que & capaz de catali-

zar o primeiro passo na via para a sintese dos aminodcidos
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essenciais isoleucina, leucina e valina. Uma-s@ﬁﬁéﬁcia ou regido
"conservada" de AHAS & uma série de acidos nucleicos ou aminoici-
dos dentro da sequéncia de acido nucleico ou aminodcidos de AHAS
que & a mesma em pelo menos duas das espécies tendo a enzima
AHAS. Uma sequéncia AHAS "selvagem" & uma sequéncia presente num
membro sensivel a herbicidas de uma dada espécie. Uma planta
"resistente" & uma que produz uma enzima AHAS normal e que &
capaz de atingir a maturidade quando crescida na presenca de
niveis normalmente inibidores de herbicida. O termo "resistente",
como aqui & usado destina-se a englobar plantas "tolerantes",
i.e., as plantas que fenotipicamente evidenciam reaccdes adversas

mas nio letais a herbicidas.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

As Figuras 1la e 1b (Listagem de Sequéncias 1 e 2)
mostram, respectivamente, as sequéncias de aminodcidos e de
nucledtidos de AHAS selvagem de Arabidopsis. Na Figura la, as

regides inseridas em caixas indicam exemplos de subsequéncias em
gque as delegdes podem ser feitas para produzir resisténcia a
herbicidas. 0Os residuos dentro de circulos 1identificam sitios
especificos onde tais dele¢des podem ser feitas. Na Fihgura 1b,

uma seta indica o comecgo da regido codificadora.

A Figura 2 (a-c) mostra tréds fotografias de progénie
(primeira geracdo), resultante de uma planta do tabaco transgéni-
ca (10-1) transformada com uma construgdo contendo uma mutagdo de

delecdo Trp574 de AHAS de Arabidopsis pulverizada apds a emergén-

cia com o herbicida imidazolinona PursuitR a 0, 10, 20, 40, 60,
80 e 160 gramas/hectare (g/ha). Todas as trés fotografias foram
tiradas 25 dias apds pulverizagdo. Em todas as fotografias,

plantas testemunhas (um cultivar do tabaco selvagemn



relativamente & sensibilidade a herbicidas,AWisp§ﬁ§in 38 [W38])

estdo na fila da frente.

(a) Testemunha W38 e auto 10-1 - W38 representa a
testemunha e 10-1 a progénie de tabaco transgénico auto-cruzada.
A 0 g/ha de PursuitR, tanto W38 como 10-1 parecem semelhants. A
10 g/ha, a planta W38 & ligeiramente inibida no seu crescimento
comparado com 10-1; no entanto, a partir de 20 g/ha, o crescimen-
to de W38 & quase totalmente inibido. A 80 g/ha, o crescimento da
planta 10-1 parece ser 1ligeiramente 1inibido e a 160 g/ha, o

P

crescimento da planta 10-1 & claramente inibido.

(b) Testwmuna W38 e 0 x 10-1 - W38 como anteriormente
descrito. 0 x 10-1 representa W38 como progenitor maternal (0) e
10-1 como progenitor parental. Os resultados sd@o muito semelhan-

tes aos observados nas fotografias de 10-1 autocruzada.

(c) Testemuna W38 e 10 x 0 - W38 como anteriormente
descrito. 10-1 x 0 representa 10-1 como progenitor maternal e W38
como progenitor parternal (0). Os resultados sdo muito semelhan-
tes aos observados na fotografia de 10-1 autocruzada excepto que
nesta foto a segregagdo da caracteristica resisténcia a herbici-

das pode ser obervada na progénie 10-1.

A Figura 3 ilustra o efeito da aplicagdo pds-emergéncia
de PursuitR no crescimento de plantas do tabaco derivadas de
semente, conforme medido pela altura da planta. C* representa a
média do controle (cultivar progenitor susceptivel), enquanto que
cada barra subsequente representa uma progénie transgénica
individual.

A Figura 4 ilustra o efeito do herbicida imidazolinona
PursuitR sobre enzimas AHAS derivadas de uma E. coli transformada



com uma sequéncia de AHAS tendo uma délegéoifmr§574 [DEL], uma
substituicdo TrpS574 [SUB] e uma E. coli transformada com a
sequéncia de AHAS selvagen.

A Figura 5 ilustra o efeito do herbicida sulfonilureia
GleanR sobre as enzimas AHAS extraidas de transformantes de E.

coli. As abreviaturas s8o como na Figura 4.

A figura 6 ilustra os efeitos do herbicida imidazoli-
nona PursuitR nas enzimas AHAS extraidas dos transformantes de E.
coli. As enzimas sdo derivadas de uma E. coli transformada conm
uma delegdo Ser653 [DEL], wuma E. coli transformada com uma
substituicdo Ser653 [SUB] e uma E. coli transformada com uma
sequéncia AHAS selvagem [WT].

A Figura 7 ilustra o efeito do herbicida sulfonilureia
GleanR nas enzimas AHAS extraidas dos transformantes de E. coli.
As abreviaturas sdo como na Figura 6.

A Figura 8 ilustra o efeito do herbicida imidazolinona
PursuitR na enzima AHAS derivada de uma planta do tabaco com uma
estirpe de Agrobacterium contendo um alelo mutante de AHAS de

Arabidopsistendo a delegdo Trp574.

DESCRICAO DETALHADA DO INVENTO

Toda a sequéncia de nucledtidos do gene AHAS numa série

de organismos incluindo levedura, E. coli, Brassica, Arabidopsis,

beterraba agucareira e tabaco foi anteriormente divulgado (Mazur
et al., supra. Lee et al., EMBO J. 7:1241, 1988). Ainda, notou-se

gque a resisténcia a herbicidas estd associada a uma ou mais

muta¢des dentro da sequéncia AHAS; especificamente, a resisténcia
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notou-se estar associada a certas substituigéésféééecificas de
aminoacidos dentro da sequéncia. (EP 259 793; vadav et al. PNAS
USA 83:4418-22, 1986; Sathasivan et al., Nucl. Acids. Res. 18:
2188, 1990). Foi no entanto deduzido (Hartnett et al., em Managing
Resistance to Agrichemicals, cap. 31, pp. 459-473, American
Chemical Society, 1990; EP 259 793) que estas regides de conser-
vagdo nas quais ocorrem as mutagdes que conferem resisténcia

devem geralmente ser mantidas para conservar a fungdo enzimética.

Descobriu-se agora inesperadamente que a conservagao
destas sequéncias n&do & aparentemente essencial para a funcgdo
catalitica da molécula. No decurso do desenvolvimento do presente
invento, a mutagénese dirigida da regido codificadora de AHAS de

Pa

Arabidopsis & utilizada para criar mutagdes de delecdo em que um

Py

residuo que anteriormente se mostrou ser substituivel &€ entédo
eliminado da sequéncia. A delecdo de um residuo claramente
destrdéi a natureza conservada das regides em que ocorre. No
entanto, as mutagdes de delegdo assim criadas retém todas a
funcdo de AHAS, ao mesmo tempo apresentando resisténcia a herbi-
cidas. Especificamente, as delegdes simples dos residuos Trp574,
Prol97 e Seré653 e as delegdes duplas de Prol97 e Seré653 sao
feitas para criar plantas resistentes a herbicidas totalmente
funcionais. Toda a numerag¢do dos aminodcidos apresentada baseia-
-se na sequéncia AHAS de Arabidopsis. No entanto, ser@ compreen-
dido que ao longo da especificagdo e reivindicag¢des, a referéncia

a um sitio especifico de delegdo na sequéncia de Arabidopsis

pretende englobar os sitios correspondentes na sequéncia AHAS de

qualquer outra espécie tendo um gene AHAS.

Face aos resultados, torna-se aparente que a conserva-
cdo destas regides associadas & resisténcia a herbicidas da
molécula de AHAS ndo & critico para a aactividade catalitica e

que uma ou mais delegdes de aminodcidos numa ou mais sequéncias
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. de aminodcidos conservadas pode ser facilemte ' tolerado pela

enzima e ainda, conferird resisténcia a herbicidas & planta. O
presente invento engloba sequéncias de DNA de AHAS nas quais
foram feitas uma ou mais delegdes relativamente & sequéncia
selvagem, dele¢des essas que ndo alteram a funcdo catalitica da
enzima AHAS resultante, mas que conferem resisténcia a herbici-
das. Tais mutagdes de delecdo incluem, mas ndo estio limitadas a
delecdo de um ou mais coddes, codificadores das chamadas "“subse-
guéncias conservadas" como definido em EP 257 793. Estas sdo
sequéncias de DNA codificadoras dos aminodcidos 119-122, 194-197,
201-208, 255-257, 348-353, 373-377 e 569-578 na AHAS de
Arabidopsis. Em adig¢do, uma outra "sequéncia conservada" na qual
a substituigdo foi descrita e em que a delegdo & Util para
proporcionar resisténcia a herbicidas, & 650-653. A delegdo de um
coddo, mais de um coddo e até todos os codbes nas "subsequéncias"
descritas atréds, estd considerado dentro do &mbito do invento.
Sdo preferidos os mutantes codificadores de delecdes de coddes
tendo uma delegdo de pelo menos uma posicdo de residuo seleccio-
nada do grupo constituido por aminoacidos 120, 121, 197, 205,
256, 351, 376, 571, 574, 578 e 653. Sdo particularmente preferi-

das as sequéncias codificadoras das delegdes 197, 574 ou 653.

Se bem que as delegdes atrds identificadas representem
regides em que se sabe que a variacdo é tolerada, & provavel face
a "flexibilidade" substancial da molécula que outras delegdes sao
também possiveis. Por exemplo, outras regides aparentemente
conservadas da enzima AHAS também existem para além das descritas
atrds. Se bem que n3o pretendendo estar ligado a qualquer teoria
particular, parece provavel que mais do que sendo sitios 1ligados
4 actividade catalitica da molécula e portanto necessitando de
conservacdo estrutural essencial, a maior parte das regides
conservadas representam sitios de 1ligagdo para o herbicida. A

delecdo de um ou mais aminodcidos nestes sitios logicamente
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evitariam a ligagdo do herbicida e consequenpgméhté>evitariam a
interferéncia do herbicida com a actividade de AHAS. Usando este
raciocinio, o conhecimento disponivel relativamente &s sequéncias
conservadas de AHAS (Ver, e.g. Mazur et al., Plant Physiol.

85:1110-1117, 1987) e técnicas conhecidas, tais como mutagénese
dirigida, serd uma questdo de rotina projectar mutantes de
delegdo adicionais com probabilidade de serem resistentes a
herbicidas. Os mutantes putativos podem ser entdo despistados por
crescimentona presenga de quantidades inibidoras do herbicida com
interesse para determinar se foi ou ndo conferida resisténcia a

herbicidas.

Como acontece com todas as proteinas, a enzima AHAS
funcional possui uma estrutura tridimensional que & o eventual
resultado do arranjo linear dos aminodcidos componentes. A
interacgdo dos grupos laterais dos aminodcidos produz uma estru-
tura secunddria da proteina e posterior enrolamento resulta nuam
estrutura tercidria da proteina. Uma arquitectura especifica de
uma dada proteina que finalmente resulta da sequéncia de aminoéa-
cidos pode ser critica para a funcdo da proteina. Assim, a
substituigdo de um aminodcido retem a integridade estrutural da
proteina, enquanto que a delegdo de um amino&dcido destrdi eficaz-
mente esta integridade estrutural e pode-se esperar que altere
significativamente a estrutura tridimensional da proteina e ao
fazé-lo altere a fungdo da molécula. Assim, face & potencial
danificagdo que pode ser causada pela delegdo & particularmente
surpreendente que a molécula resultante retenha a fraccgdes
suficientes da sua estrutura tridimensional para permanecer néao
sdé cataliticamente funcional como também para causar resisténcia
a herbicidas.

os familiarizados com a matéria reconhecerdo gque os
mutantes de delegdo do presente invento ndo estdo limitados a
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fonte de DNA ou enzima. Se bem que a presénte programagdo experi-
mental utilize principalmente a sequéncia do gene AHAS de
Arabidopsis, mutagdes semelhantes podem ser feitas de rotina na

sequéncia AHAS de qualquer organismo possuidor de tal gene, e.qg.
outrasplantas superiores, leveduras, E. coli e outros microorga-
nismos. As semelhangas no gene AHAS tipo selvagem entre todas as
sequéncias conhecidas sdo tdo grandes que torna-se uma questio de
rotina criar mutantes idénticos nas sequéncias AHAS diferentes
das de Arabidopsis. Como alternativa, podem ser construidos genes
quiméricos que contém a fracgcdo do mutante de delecdo do gene
AHAS de Arabidopsis recombinado com fracgdes inalteradas do gene
AHAS de outras fontes.

Os novos tipos de genes descritos aqui podem conferir
resisténcia a um ou mais de um tipo de herbicida. Conforme ja foi
bem estabelecido, AHAS & o 1local de acgdo de varias classes
distintas de herbicidas, nomeadamente imidazolinonas, sulfonil-~
ureias, triazolopirimidinas, sulfamoilureias e sulfonilcarbo-
xamidas. Tal como acontece com a resisténcia a herbicidas confe-
rida pela substituicdo de aminodcidos a resisténcia a herbicidas
conferida por tais mutac¢des pode ser selectiva para um herbicida
particular ou pode haver resisténcia cruzada a mais de um herbi-
cida. Por exemplo, as delegdes de Trp574 e Ser653 criam resistén-
cia cruzada a imidazolinonas e a sulfonilureias. No entanto
alguém familiarizado com a matéria determinard facilmente a
especificidade de qualquer mutante particular detectando separa-
damente na presenca de e.g. imidazolinonas sézinhas ou sulfonil-
ureias sézinhas e isolamento de plantas sobreviventes. A resis-
téncia cruzada pode ser determinada pelo crescimento na presenga
de mais de uma classe de herbicida. Os tipos de herbicida com os
quais o presente invento & itil estdo descritos por exemplo na
Patente U.S. Ne 4188487, 4,201,565; 4,221,586; 4,297,128;
4,554,013; 4,608,079; 4,638,068; 4,647,301; 4,650,514, 4,698,092;
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4,701,208; 4,709,036; 4,752,323; 4,752,31}éie§si>798,619; Pat.
U.S. Nos. 4,127,405; 4,435,206; 4,424,703; 4,4i7,917; 4,398,939;
4,394,506; 4,391,627; 4,383,113; 4,378,991; 4,372,778; 4,371,391;
4,370,480; 4,370,479; 4,369,320 (sulfonilureias).

Nesta altura demonstrou-se que AHAS ndo so6 estd presen-
te numa 1larga variedade de plantas, como também & um sitio
critico que determina a sensibilidade a herbicidas numa larga
gama de plantas essencialmente ndo relacionadas, e.g. milho,
Brassica, tabaco, 1linho, Arabidopsis e beterraba acucareira
(Stougaard et al., Mol. Gen. Genet.219: 413-420, 1989; Jordan &
McHughen, J. Plant. Physiol. 131: 333-338, 1987; McHughen, Plant
Cell Reports 8: 445-449, 1989). Como se observou atréas, em
seguida & possivel criar a mutagcdo importante directamente na
planta de interesse por técnicas mutagénicas conhecidas. (Ver por
exemplo, Maniatis, et al., Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, cold Spring Harbor Laboratory, 1982; e Exemplo II,
infra). No entanto, serd frequentemente mais conveniente criar

plantas transformadas com uma sequéncia de DNA conhecida e
isoladacompreendendo as delegdes requeridas, como sejamos mutan-
tes de delecio de Arabidopsis descritos no presente caso. os
plasmideos contendo mutantes de delegdo nas posicdes 574 e 653
foram depositados na American Type culture Collection, Rockville,
MD, em 6 de Dezembro, 1990 repectivamente com os nlimeros de
acesso ATCC 68488 e 68489.

As sequéncias de DNA de AHAS do presente invento sé&o
Gteis para transformar cultivares alvo e portanto conferir
resisténcia a herbicidas sem a necessidade de mutagénese. Existe
uma larga gama de técnicas para se conseguir transformagdo
directa ou indirecta de plantas superiores com DNA exdgeno e
qualquer método pelo qual a nova sequéncia pode ser incorporada
no genoma do hospedeiro e estavelmente herdada pela sua progénie,
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estd englobado no presente invento. Umé'desc;i¢956 detalhada de

-

tal método & proporcionada nos exemplos que se seguem.

A transformagdo indirecta de células vegetais pode ser
conseguida pela utilizacdo de vectores. Um método comum de se

conseguir a transformagdo & a utilizacdo de Agrobacterium

tumefaciens para introduzir um gene estranho na cé&lula vegetal
alvo. Por exemplo no presente caso, a sequéncia mutante de AHAS é
inserida num vector plasmideo contendo as sequéncias delimitantes
no T-DNA do plasmideo Ti. O plasmideo & entdo usado para trans-
formar E. coli. Realizou-se entdo uma conjugacdo triparental
entre esta estirpe, uma estirpe de Agrobacterium contendo um
plasmideo Ti sem bracos contendo as fungdes de viruléncia neces-
sadrias para efectuar a transferéncia das sequéncias de T-DNA
contendo AHAS para o cromossoma da planta alvo e uma segunda
estirpe de E. coli contendo um plasmideo tendo sequéncias neces-
sidrias para mobilizar a transferéncia da construgdo de AHAS de E.
colipara Agrobacterium. Uma estirpe de Agrobacterium recombinante,

contendo as sequéncias necessdrias para a transformagdo de
plantas foi usada para infectar discos de folhas. Os discos foram
cultivados em meios selectivos e os regenerantes transformados
foram identificados. As plantas recuperadas s&do resstentes aos
efeitos de herbicidas quando cultivadas na sua presenga. Outros
vectores de plantas, tais como virus de plantas, também propor-

cionam um meio possivel para a transferéncia de DNA exdgeno.

A transformacdo directa de células vegetais, em vez da
utilizagdo de vectores pode também ser empregue. Tipicamente os
protoplastos da planta alvo sdo colocados em cultura na presenga
do DNA a ser transferido e um agente que promove a internalizacdo
de DNA pelos protoplastos & absorvido & sua superficie. Séo

agentes teis para isto o polietilenoglicol ou fosfato de cdlcio.
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Como alternativa, a internalizagae?ae“;DNA pode ser
estimulada por electroporagdo. Neste método, um pulso eléctrico &
usado para abrir poros tempordrios numa membrana celular de
protoplasto e o DNA na solugdo envolvente & entdo paassado para o
interior da célula através dos poros. De forma semelhante, a
microinjecgdo pode ser empregue para libertar o DNA directamente

numa célula e preferencialmente directamente no niGcleo da célula.

Em cada uma das técnicas anteriores, a transformagdo
ocorre numa célula vegetal em cultura. Subsequentemente & trans-
formagd, as células vegetais devem ser regeneradas para dar
plantas completas. Técnicas para a regeneracdo de plantas maduras
a partir de culturas de calos ou de protoplastos ndo sdo bem
conhecidas para um grande nlGmero de espécies diferentes (ver,
e.g., Handbook of Plant Cell Culture, Vols. 1-5, 1983-1989
McMillan, N.Y.). Assim, uma vez conseguida a transformagdo, esta
dentro do conhecido na &rea regenerar plantas maduras a partir de
células vegetais transformadas.

Sdo também conhecidos métodos alternativos que ndo
requerem necessariamente a utilizagdo de células isoladas e
portanto, técnicas regenerativas, para se conseguir a transforma-
¢do. Estas sdo geralmente referidas como métodos "balisticos" ou
de "aceleracdo de particulas", em que particulas de metal reves-
tidas com DNA sdo propeladas para as células vegetais por uma
carga de pdlvora (Klein et al., Nature 327: 70-73, 1987) ou
descarga eléctrica (EPO 270356). Desta forma, as células vegetais
em cultura ou orgdos reprodutores vegetais ou células, e.q.
pdlen, podem ser transformados estavelmente com a sequéncia de
DNA com interesse.

O presente invento pode ser aplicado & transformagdo de

virtualmente qualquer tipo de planta tanto monocotiledédnia como
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dicotileddnia. Entre os cultivares para os quais a transformacdo
para resisténcia a herbicidas esta contemplada esdo o milho,
trigo, milho paingo, aveia, cevada, sorgo, alfafa, beterraba
sacarina, espécies de Brassica, tomateiro, pimenteiro, soja,
tabaco, meldo, abdbora, batata, amendoim, ervilha, algodio ou
cacau. As novas sequéncias podem ser também usadas para transfor-
mar espécies ornamentais, como a seja a rosa e espédcies que dido

madeira, como seja o pinho.

As novas sequéncias do invento também s&do Gteis como
marcas selectivas em estudos genéticos com plantas. Por exemplo,
na transformacdo de plantas, sequéncias codificadoras de resis-
téncia a herbicidas podem ser ligadas a um gene de interesse o
qual se destina a usar para transformar um alvo do herbicida -
célula vegetal sensivel. A construcdo compreendendo o gene com
interesse e a sequéncia resistente a herbicidas sdo introduzidos
na célula vegetal e as células vegetais sdo entdo cultivadas na
presenca de uma quantidade inibidora do herbicida. As células
vegetais sobreviventes a tal tratamento presumivelmente adquiri-
ram o gene de resisténcia assim como o gene com interesse e,
portanto, os transformantes putativos s8o facilmente identificéa-

veis.

0 invento é ainda ilustrado pelos exemplos nio limitan-

tes que se seguen.
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Isolamento de wum Clone Gendmico Codificador de AHAS de
Arabidopsis

Um fragmento EcoRI cde 2,1 Kb englobando o promotor,
peptideo de tréansito e uma fracgdo da regido codificadora madura

de AHAS de Arabidopsis fol marcado com 32

Ppor '"nick translation"
(Maniatis et al., Molecular Clonong: A Laboartory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1982) e
utilizou como sonda de hibridacdo para o despiste de uma biblio-
teca gendmica preparada a partir de DMNA gendmico de Arabidopsis
thaliana (Clontech, Palo Alto, CA). Os filtros foram hibridados
durante 24 horas a 42°C em 6xSSC, 5X soluc¢do de Denhardt, fosfato
de sddio 50 mM, pH 7,2, 0,1% SDS e 100 ug/ml de DNA de esperma de

salmdo desnaturado. Os filtros foram lavados vaArias vezes a 60°C

em 1x SSC e 0,1% SDS. Seis bacteridfagos recombinantes (A22, A31,
A42, A52, A72, A83) foram classificados como positivos putativos.
Estes bacteridfagos foram purificados em placas e usados para
infectar a baixa multiplicidade E. coli estirpe 802 em caldo
liquido NZY (NZCYM & 10 g de NZ amina, 5g de NaCl, 5g de extrato
de levedura, 1 g de casaminodcidos, 2 g de MgSO4-7H20 e 10 ml de
1M Tris-HCl, pH 7,2) como descrito por Maniatis et al., supra. As
culturas liquidas foram incubadas durante a noite com agitagédo
constante (300 rpm) a 37°C. Os 50 ml de suspensdo foram ajustados
a 1M NaCl e 8% de PEG pela adicdo de NaCl s6lido e polietilenogli-
col sdlido. A suspensdo fol incubada durante a noite a 4°C para
precipitar o bacteriéfago. O bacteriéfagos foram sedimentados via
centrifugagdo a 18 000 xg durante 20 minutos. O sedimento foi
ressuspenso em 2 ml de tampdo TM (10 mM Tris-HCl, pH 7,5; 10 nmM
MgClz), colocado sobre um gradiente de descontinuo de CsCl (4,8M
CsCl, 4,0M CsCl e 3,2M CsCl) e centrifugado a 50 000 xg durante 1

hora num rotor basculante SW60. A banda de fagos foi removida da
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interface de 4,0/3,2M CsCl para um tubo Eppendérf*de 1,5mle o
bacteriéfago foi lisado pela adicdo de 1 volume de formamida e
incubagdo & temperatura ambiente durante 30 minutos. O DNA foi
recuperado ajustando a solugdo a 10mM Tris-HCl, pH 8,0 e 1mM
Na,-EDTA e precipitacdo do DNA pela adigdo de 2 volumes de etanol
a 100%. O DNA do bacteridfago fol recuperado por centrifugacdo,
lavado com etanol a 70% e ressuspenso em tampio TE (tampdo TE &
10 mM Tris-HCl, pH 7,5; 1 mM Na,-EDTA). O DNA purificado foi
extraido de rotina uma a vdrias vezes com fenol:cloroférmio:&lcool
isoamilico (24:24:1), precipitado com etanol e ressuspenso en
50-100 ul de tampdo TE antes da digestdo com vadrias enzimas de
restricdo.

As preparacdes de DNA de seis fagos recombinantes foram
digeridas com varias enzimas de restricdo e resolvidas por
electroforese num gel de 1% de agarose. O DNA foi transferido
para nitrocelulse (Southern) e hibridado (24 hr a 60°C em 2xSSC,
5x solugdo de Denhardt, 50 mM fosfato de sddio, pH 7,2, 0,1% SDS
e 100 pug/ml de DNA de esperma de salmdo desnaturado) contra um
fragmento NcoI/EcoRI de 900 pb marcado radioactivamente represen-
tando a regido 3’ do fragmento EcoRI de 2,1 Kb (o peptideo de
trénsito e a fracgdo 5’'da regido codificadora madura). O filtro
foi lavado duas vezes a 65°C em 0,5xSSC e 0,1% SDS. O fragmento
NcoI/EcoRI de 900 pb hibrida com um fragmento Xbal de 5,5 Kb e
com um fragmento EcoRI de 2,1 Kb de A42 e A52. Estes resultados
estdo de acordo com com informagdo publicada respeitante a
clonagem e caracterizagdo da sequéncia gendmica codificadora de
AHAS Arabidopsis (Mazur et al., Plant Physiol., 85: 1110-1117,
1987).

O bacteridéfago A52 foi escolhido para posterior anali-
se. O fragmento XbaI de 5,5 Kb de A52 foli isolado a partir de um
gel de 1% de agarose e purificado através de um sistema de
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electroeluigdo IBI como sugerido pelo fabriE%H%él 0 fragmento
XbaIl de 5,5 Kb foi precipitado com etanol e ressuspenso em H,0
destilada. Estes fragmentos foram ligados ao DNA de plasmideo
pPSK(-) digerido com Xbal (adquiridoa Stratagene, La Jolla, CA).
Os fragmentos foram ligados durante 16-24 horas a 14°C num volume

de 20 pl como descrito em Maniatis, et .al., supra. Apdés incuba-

¢do, o volume de reacgdo de 20 wl foi diluido para 100 wl com 100
nM Tris-HCl, pH 7,2. Vinte cinco pl desta amostra foi ainda
diluido para 100 gl com 100 mM Tris-HCl, pH 7,2 e incubado com
100 ¢l de células competentes HB101l [preparadas exactamente como
descrito por Morrison (Meth. Enzymol. 68: 326-331, 1979)]. A
mistura de transformagdo plasmideo/E. coli foi incubada em gelo
durante 20 minutos; transferido para 42°C durante 2 minutos;
temperatura ambiente durante 10 minutos; seguido imediatamente da
adicdo de 1 ml de caldo LB (caldo LB & 10 g de bacto-triptona; 5
g de extracto de levedura; 5 g de NaCl e 10 ml de 1M Tris-HCl, pH
7,2 por litro) e ainda incubagdo a 37°C durante 20 minutos. Os
veiculos de clonagem plasmideos usados neste trabalho sdo porta-
dores do gene que confere resisténcia a ampicilina ou canamicina.
Portanto, 200 ul de cada uma das misturas de transformacdo foram
semeados directamente em placas LBamp ou LBcan (100 ug/ml de
gualgquer um dos antibidticos) e incubado a 37°C durante 12-20

horas, dependendo do tamanho das coldnias.

As coldnias foram transferidas para 3 ml de LBamp ou

LBcan e incubadas durante a noite a 37°C com agitagdo constante.
As preparagdes de DNA de plasmideo em pequena escala foram
preparadas por modificacdes pequenas do método de lise alcalina
descrito por Maniatis, et al. supra. De rotina, 400 pl da cultura
de 3 ml crescida durante a noite foram semeados num tubo Eppendorf
cde 1,5 ml e ressuspenso em 150 gl de solugdo GTE (solugdo GTE &
50 mM glucose; 25 mM Tris-HC1l, pH 8,0 e 10 mM Na2EDTA) e incubado

em gelo durante 20 minutos, seguido da adigdo de 300 ul de



solucdo alcalina contendo SDS e 200 pl de_;5M1K+/3M OAc nos
intervalos de tempo recomendados. O sedimento de DNA final foi
ressuspenso em 40 pl de RNase A a 50 ug/ml em tampdo TE. Quinze
Kl de DNA de plasmideo foli removido para digest&o de restricdo.
Dois plasmideos, pAC301 (5'-->3') e pAC302 (3'-->5'), representanm
construgdes contendo o fragmento Xbal de 5,5 Kb ligado ao sitio
Xbal do pSK(-). Posterior andlise de restrigcdo de pAC301 e de
PAC302 confirmou a presenga da regido do promotor, peptideo de
trénsito, regido codificadora madura e regides 3’ ndo traduzidas
da sequéncia gendmica codificadora de AHAS de Arabidopsis (Mazur
et al., supra).

EXEMPI.O TT

Mutagénese dirigida com oligonucledtidos da regido codificadora
de AHAS de Arabidopsis

(a) Preparacgdo de molde de cadeia simples de pAC301 - o
plasmideo pAC301 foi usado para transformar E. coli estirpe XL-1
(Stratagene). O molde de cadeia simples de pAC301 foi gerado a
partir desta construcdo do "fagemideo" pSK(-) seguindo o protoco-
lo do fabricante. De rotina, uma cultura de 3 ml SBamp crescida
durante a noite foi adicionada a um frasco estéril contendo 50 ml
de SBamp (SB & 35 g de bacto-triptona, 20 g de extracto de
levedura, 5 g de NaCl e 10 ml de 1M Tris-HCl, pH 7,5 por litro) e
incubado a 37°C com agitagdo constante (300 rpm) até a cultura
aingir uma DO600 de 0,3. Nesta altura a cultura foi inoculada com
o fago auxiliar, R408 (1 ¥ 101° fagos) e fez-se agitacdo a 300
rpm, 10°C, durante a noite. As bactérias foram sedimentadas a 10
000 xg durante 10 minutos. O sedimento de bactérias foi rejeitado
e 0o sobrenadante (aproximadamente 45 ml) contendo o molde de

cadeia simples pAC301 foli guardado a 4°C até ser wusado. O
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sobrenadante foi de rotina usado durante até.cerca de um més para
preparagdes de fagemideos de cadeia simples. As preparacdes em
pequena escala (1,2 ml) de DNA do fagemideo de cadeia simples
PAC301 foram preparadas essencialmente como descrito pelo fabri-
cante (Stratagene). Os fagos foram precipitados pela adigdo de
300 gl de uma solucgdo 3,5 M NH4Ac, PH 7,5; 20% PEG. A solugdo foi
bem misturada num tubo Eppendorff e incubada & temperatura
ambiente durante 20 minutos. 0 fago de cadeia simples foi sedi-
mentado por centrifugagdo durante 20 minutos numa microcentrifuga
Eppendorf. O sobrenadante foi decantado, o sedimento seco e
eventualmente ressuspenso em 300 pl de tampdo TE. Os fagos foram
lisados pela adigi@o de 200 pl de fenol:clorofdrmio:dlcool isocami-
lico (24:24:1) e sujeito a vortex durante 1 minuto. Este passo
foi repetido uma vez mais e seguido de mais duas extracgdes com
cloroférmio:dlcool isocamilico (24:1). A fase aquosa final foi
precipitada com etanol (um décimo do volume de 5M K+/3MOAc e dois
volumes de 100% etanol), lavada com etanol a 70%, ressuspensa em
20 pl de tampdo TE e transferido para um tubo novo Eppendorf de
1,5 ml.

(c) Preparagdo do oligonucledtido - Todos os oligonu-
cledtidos foram adquiridos & New England Biolabs.Os oligonucled-
tidos foram utilizados para introduzir (1) uma substituicdo de
aminodcidos no residuo Trp574 da regido codificadora de AHAS de
Arabidopsis (Trp =--> Leu) e (2) uma delegdo de aminodcidos no

residuo de aminodcidos Trp574.

Substituigdes Trp --> Leu
A% M Q W E D R
selvagem 5'-GTT ATG CAA TGG GAA GAT CGG-3'
v M Q L E D R
mutante 5'=-GTT ATG CAA TTG GAA GAT CGG-3' (2l1-meros)
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Deleg&o Trp574
v M Q w E D R
selvagem 5'-GTT ATG CAA TGG GAA GAT CGG-3'
v M Q E D R
mutante 5'-G GIT ATG CAA --- GAA GAT CGC-3' (21 meros)

Duzentas nanogramas de cada um dos oligonucledtidos foi
sujeito a uma reacgdo de permuta com cinase antes da hibridacgdo
com o molde de cadeia simples pAC30l1l. Um volume de reaccdo de 40
41 incluiu 50 mM Tris-HCl, pH 7,5; 10 mM Mgclz, 50 mM DTT, 0,1 mM

espermidina e 0,1 mM Na_~EDTA. A reacgdo foi iniciada via adicédo

de 10 unidades de polinicléotido-cinase de T4 (Pharmacia) e foi
incubada a 37°C durante 30 minutos. A reacgdo foi parada levando
a mistura de reacgdo a 90°C durante 3 minutos. Metade da reacgdo
com cinase foi adicionada a 20 pl de preparagcdo de cadeia simples
de pAC301 e foli incubado a 65°C durante 10 minutos para promover
a hibridagcdo. A estes 40 ul de mistura cinase/oligonucledtidos
adicionou-se 6 pl de 1mM dNTPs, 6 ul de tampio ligase 10x (500 mM
Tris-HCl, pH 7,5; 70 mM MgCl2 e 1’70 mM DTT), 2 4l rATP, 5 unida-
des de DNA-polimerase Klenow (Pharmacia), 8 unidades de DNA-liga-
se (Stratagene) e 4 ul de Agua destilada. A reacc¢do polimerase/li-
gagdo fol incubada & temperatura ambiente durante 3 horas. Metade
da mistura foi usada para transformar células competentes E. coli
XL-1. A mistura de transformagdo foi espelhada em placas LBamp e
incubada durante a noite a 37°C. Os transformantes foram novamen-

te semeados em placas frescas LBam segundo um padrdao tipo

grelha. O despiste de coldénias porp hibridagdo fol realizado
exactamente como descrito por Stratagene Technical service (Junho
1988/pBSII Exo/Mung Bean Sequencing System). Ambos os oligonucled-
tidos foram marcados com 32P por uma reacgdo de permuta com
cinase (300 ng de oligonucledtido na presenca de 40 uCi de
gamaSZP—ATP utilizando as condigdes de cinase anteriormente

descritas). O 32p_aTP  nifo incorporado foi  removido por
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electroforese da reacgdo de fosforilagdo étraygs{de;um gel de 20%

acrilamida/7M ureia. A banda radioactiva cdrréspondendo a unm
oligonucledtido de 21-meros foi cortada do gel com uma ldmina de

barbear e eluida por (1) método de esmagamento e embebicdo de

Maxam e Gilbert (PNAS USA 74: 560-566, 1977) ou (2) electroeluicdo
usando um sistema de electroeluigdo IBI. Os oligonucledtidos

marcados radioactivamente e purificados foram hibridados conm
coldénias transferidas para filtros de nitrocelulose em condigdes

de hibridagdo ndo restringentes (37°C durante 24 horas em 6xSSC,

5 X solugdo de Denhardt, 50 mM Na-P, pH 7,2 e 500 ug/ul de DNA de

timo de vitela). Os filtros foram lavados uma vez & temperatura

ambiente em 6xXSSC e 50 mM Na-P, pH 7,2 e novamente a 37°C em
6xSSC e 50 mM Na-P, pH 7,2. Finalmente, os filtros foram lavados

duas vezes a 60°C durante 15 minutos em cloreto de tetrametilamé-

nio 3M, 50 mM Tris-HCl, pH 7,5, 2 mM Naz-EDTA e lmg/ml de SDS. Um
oligonucledtido de 2l1-meros com um emparelhamento de bases

perfeito (i.e. oligo mutante para fagemideo mutante) ndo se

liberta do DNA de fagemideo a 60°C, enquanto que um ligeiro

desemparelhamento (i.e. oligo mutante para fagemideo selvagem) &

removido. Os positivos putativos foram semeados a partir da placa
LBamp original para uma placa LBamp fresca. Dez transformantes de
cada um dos positivos putativos novamente semeados foram entdo
semeados segundo um padrdo tipo grelha e repetida a hibridagdo
de coldénias. Os positivos secundarios foram entdo confirmados via
anidlise de sequéncias de DNA na regido codificadora de Trp574.

(Sanger et al., PNAS VSA 74: 5463-5467, 1977). Dois mutantes
positivos, pAC324 (substituigdo Trp574 —--> Leu) e pAC325 (delegdo
Trp574) foram seleccionados para posterior andlise.



EXEMPIO TIIT

Transformacdo de Tabaco Mediada por Agrobacterium

(a) Construgdo de vectores - Ambos osvectores e a
estirpe de Agrobacterium foram adquiridas & Clontech. O plasmideo
PBIN19 & um vector vai-vem bindrio E. coi/Agrobacterium que
possui as sequéncias delimitantes de T-DNA do plasmideo Ti, um

poliadaptador e uma origem de replicagdo bacteriana RK2 funcional

tanto em E. coli como em Agrobacterium e um gene que confere
resisténcia & canamicina (Bevan, Nucl. Acids Res. 12:8711-8721,
1984). Os plasmideos pAC324 e pAC325 foram digeridos com Xbal e
sujeitos a electroforese num gel de 1% de agarose. O fragmento
Xbal de 5,5 Kb contendo a respectiva mutagdo de pAC324 e pAC325
fol isolado como anteriormente descrito. O plasmideo pBN19 foi
digerido com XbaI e incubado numa reacgdo de ligagdo separada com
o fragmento XbaI de 5,5 Kb do pAC324 e pAC325. Toda a mistura de
ligagdo foi wusada para transformar células E. coli XL-1 e os
transformantes positivos foram escolhidos por selecgdo de cor
branco/azul em placas LB, iy (placas LB com 100 ug/ml de ampicili-
na, 80 ug/ml de X-gal e 20 mM IPTG). As preparacdes de plasmideo
em pequena escala, andlise por digestdo com enzimas de restricdo
e electroforese em gel de agarose para confirmar os transforman-
tes positivos foram realizadas como descrito anteriormente. Das
quatro construgdes de plasmideo baseadas em pBIN19, pAC348-pAC349
(ambas as orientag¢des do fragmento Xbal de 5,5 Kb contendo a
substituicdo Trp-->Leu em pBIN19) e pAC350-pAC351 (ambas as
orientacgdes do fragmento Xbal de 5,5 Kb contendo a delegdo Trp574
em pBIN19), uma construcdo de cada mutacdo foi escolhida para
transformagdo de tabaco.

(b) Mobilizagdo de pAC348 - pAC351 para Agrobacterium
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O plasmideo pRK2013 & um plasmideos?&ér conjugacgioque
contem sequéncias que actuam em trans necessarias para mobilizar
construgdes baseadas em pBIN19 de e. coli para Agrobacterium
estirpe LB4404 (pAL4404). Esta estirpe de Agrobacterium & resis-
tente & estreptomicina e contem o plasmideo pAL4404 sem bragos Ti
(Ooms et al., Plasmid 7: 15-29, 1982) este plasmideo Ti contribui
para as fungdes de transactuagdo de viruléncia necessdrias para
facilitar a transferéncia da regifio de T-DNA baseado em pBIN19
para o cromossoma de tabaco. A conjugacdo triparental dos vecto-
res baseados em pBIN19, o plasmideo conjugativo (pRK2013) e a
estirpe de Agrobacterium (LBA4404), foram realizados essencial-
mente como descrito por Bevan (Nucl. Acids Res. 12: 8711-8721,
1984). Os plasmideos pAC348-351 (Kanr) e PRK2013 (Kanr) e pRK2013
(Kanr) foram usados para transformar células competentes de E.
coli HB10l1l ou XL-1 como descrito anteriormente. Os transformantes
contendo cada um dos plasmideos foram inoculados em culturas de 3
ml de caldo de LBkan

Agrobacterium estirpe LBA4404 foi inoculado em meio AB

e incubados a 37°C com agitagdo constante.
(20 x

estr
4[
39 Cacl2 e 50 mg FeSO4-7H20. A glucose & adicionada de um stock
1x para uma concentracdo final de 0,5x) e incubado com agitacdo

2

constante a 28°C durante 36-48 hr. A conjugacdo triparental &
iniciada por combinacdo de 1 ml de cada uma das trés culturas
(uma construgdo baseada em pBIN19, pRK2013 e LBA4404) num tubo
estéril e continuagdo da incubagdo a 28°C durante 1 hr. A cultura
foi concentrada via vacuo através de um filtro 0,45 um e incubada
durante a noite a 28°C numa placa NB (NB & 4g de pd de caldo
nutriente Difco e 10 ml de 1M Tris-HCl, pH 7,2). O filtro foi
colocado em 2 ml de meios AB frescos e rodado lentamente durante
1 hora. Uma série de diluig¢des foi espalhada em placas AB

estre-

/can © incubada a 28°C durante 3-4 dias. Apenas Agrobacterium

(estrer) portadora da construgdo baseada em pBIN19 (canr) cresceu

em meio AB Coldnias isoladas a partir de placas

estrep/can’



AB foram inoculadas em caldo Aﬁ

estrep/can estrepcan © incubadas a
28°C com agitagdo constante durante 36-48 horas. Estas culturas
foram novamente inoculadas em placas ABestrep/can’ incubadas a

28°C durante 3-4 dias e guardadas a 4°C até serem usadas.
(c) Transformagdo de tabaco mediada por Agrobacterium

PAC348 e pAC351foram inoculadas em 50 ml de AB__ .
eincubadas com agitag¢io constante a 28°C durante 36-48 horas. As
bactérias foram sedimentadas por centrifugagdo a 2500 rpm durante
10 minutos numa centrifuga de bancada Damon/IEC. O sedimento de
bactérias fol ressuspenso em 5 ml de meio BAT (meio BAT & 1x sais
MS (Murashige e Skoog, Plant Physiol. 15: 473-497, 1962) 1x
vitaminas B, [100x Bg é 10 mg de mio-inositol, 100 mg de A&cido
nicotinico, 100 mg de piridoxina-HCl e 1000mg de Tiamina-HCl por
1 litro], 3% sucrose, 5 uM 6-benzilaminopurina a pH 5,7). Folhas
jovens de tabaco Wisconsine 38 crescidas em estufa foram cortadas
em 2 secgdes longitudinais e embebidas em agua quente contendo
sabdo de mdos Ivory. As secgbes de folhas foram lavadas em A&agua
destilada estéril, embebidas numa solugdo a 10% de Clorox + Tween

20 durante 10 minutos com agitagdo e lavadas com H20 destilada.

Os discos foram cortados das secgdes de folha usando uma furadei-
ra de cortica ou puncdo de buracos. Estes discos sdo colocados
num tubo de 50 ml contendo a cultura de Agrobacterium ressuspen-
sa. A suspensdo foi misturada suavemente durante 5 min e enxuta
sobre uma toalha de papel estéril e cultivada em placas de meio
BAT (100 placas de 200 mm com aproximadamente 10 discos por
placa). As placas foram incubadas a 25°C com luz fluorescente
durante 48 horas. Os discos foram entdo transferidos para meio de
seleccdo (BATCK; meio BAT mais carbenicilina ecanamicina) e

~

voltaram para as condigdes de incubagdo iniciais até a formagdo

~

de rebentos. os rebentos resistentes & canamicina foram transfe-

ridos para meio de selecgdo OTCK (enraizamento) (o meio OTCK &
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meio BATCK menos 6-benzilaminopurina) em caixas?éé'Magenta (GA7)
e continuaram ascondig¢des de incubagdo anteriormente descritas.
Quando os rebentos resistentes & canamicina formaram um sistema
radicular aprecidvel (pelo menos 3 raizes com comprimentos
superiores a 1lcm), as plantas foram transferidas para o solo.
Resumidamente, o rebento baseado em agar foi removido da caixa
GA7, o agar foi cuidadosamente removido por lavagem com dgua da
torneira quente e os rebentos foram transferidos para metromix em
potes de turfa em vasos GA7. As plantas forma colocadas na estufa
e deixadas a fortalecer. Um total de 5 rebentos resistentes a
canamicina contendo pAC348 e 9 rebentos resistentes 4 canamicina
contendo pAC350 foram transferidos para o solo. Aproximadamente
10-14 dias mais tarde, os potes de turfa foram transplantados
para potes maiores.

PAC348 pAC351
Transformante #: Transformante #:
1) 19-1 1) 10-1
2) 33-1 2) 20-1
3) 33-1 3) 20-2
4) 46-1 4) 20-3
5) 46-2 5) 27-1
6) 27-2
7) 27-3
8) 30-1

9) 42-4
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EXEMPIO TV

Determinacdo e Caracterizacdo de Mutantes
que Conferem Resisténcia a Herbicidas

Ensaio da enzima AHAS (tecido foliar) - Pouco apés a
transferéncia para a estufa, prepararam-se extractos de cada um

~

dos transformantes resistentes & canamicina e testaram-se relati-
vamente & insensibilidade ao herbicida imidazolinona PursuitX.A
aceto-hidroxidcido-sintetase foi extraida e testada como descrito
na secg¢ao anterior. Dois transformantes resistentes & canamicina
(33-1 e 46-2) dque contém o alelo mutante da substituigdo
Trp574-->Leu do alelo AHAS de Arabidopsis apresentam actividade
AHAS na presenga do herbicida pursuitk. Em adigdo, a actividade
de AHAS de um transformante de delegdo resistente & canamicina
(10-1) apresenta insensibilidade & adigdo do herbicida Pursuit®
(Figura 7). Este transformante de delecdo Trp574 foi autocruzado
e cruzado com progenitores Wisconsin 38. A progénie de 10-1
apresenta tolerédncia a aplicagdes pds-emergéncia do herbicida

PursuitR 4-8x superior & concentrag¢do letal para plantas do
tabaco testemunha.

As Figuras 2(a)-(c) mostram comparacdes fotograficas
dos fendtipos dos cruzamentos e testemunhas discutidas atrés.
Estas observagdes indicam a heranga da resisténcia observada no
ensaio AHAS inicialde tecido foliar transformado e expressédo

desta caracteristica a nivel de planta completa.

Num ensaio mais quantitativo, sementes de progénie do
autocruzamento do tabaco transgénico (10-1) contendo a mutacgdo de

delegdo Trp574 de AHAS Arabidopsis assim como sementes do culti-

var parental susceptivel "Wisconsine 38" foram semeadas em Metro
Mix 350R em vasos Azalea de 5 polegadas. As plantas derivadas das
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sementes espalhadasapds dois dias para fortalééiménto. Onze dias
mais tarde, estas plantas foram vaporizadas apds emergéncia com
PursuitR a 0, 10, 20, 40, 80 e 160 g/ha. Cinco plantas de cada
tipo de tabaco (transgénicas e testemunha) foram vaporizadas para
cada concentragdo de herbicida. Tween 20™ £oi adicionado a 0,25
v/v as solugdes de herbicida antes da vaporizag3o. O herbicida
foi aplicado com um vaporizador de laboratério de correia numa
concentragdo de 4001/ha a uma distédncia de 18 polegadas acima das
plantas com uma velocidade de correia de 8,2 seg/rev e bocal de
vaporizador #65015E. As alturas das plantas foram medidas 1, 2,
3, e 4 semanas apdés o tratamento, os dados do peso fresco das
plantas foram colhidos &s quatro semanas e meia.

Os resultados destas vaporizacgbes estdo descritos na
Figura 4. Os resultados da progénie no grafico estdo apresentados
com o individuo mais tolerante em primeiro 1lugar e o individuo
mais susceptivel em dltimo lugar para cada concentragdo de
herbicida. Como se pode ver por este grafico e como seria de
esperar de uma progénie de autocruzamento da planta transgénica
original, a progénie & segregada relativamente & tolerdncia ao
herbicida. Podem ser observados tanto a progénie susceptivel como

os individuos com vdrios graus de tolerdncia ao herbicida.

Os pesos frescos das plantas (g) e médias para cada
concentracdo de herbicida estdo apresentados na Tabela 2 com os

pesos frescos médios (g) resumidos abaixo (Tabela 1):
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Tabela 1 B
Peso Fresco médio do tabaco: Testemunha  Progénie Transgénica
(5 reps cada)
Concentracdo de herbicida:
0 g/ha 52,1 53,7

10 g/ha 8,1 36,4

20 g/ha 2,0 28,8

40 g/ha 0,8 20,9

80 g/ha 0,6 26,5

160 g/ha 0,2 21,4

Como se pode ver por esta tabela, a progénie autocruza-
da da planta do tabaco transgénica (10-1) apresentou um elevado
grau de tolerdncia ao PursuitR aplicado apds emergéncia. O
cultivar parental susceptivel ndo apresenta tolerédncia aos

herbicidas em qualquer uma das concentragdes usadas.

As sementes resultantes da planta transgénica 10-1
foram também testadas quanto & resisténcia & imidazolinona
PursuitR. As sementes foram semeadas em meio contendo PursuitR a
0, 1,25, 2,5, 3,75 e 5,0 uM . Vinte sementes foram semeadas por
placa de Petri com duas placas por tratamento. A tolerancia aos
herbicidas das plantas derivadas de sementes foi avaliada trés
semanas mais tarde. Os resusltados do tratamento com 5,0 pM estdo
apresentados na Tabela 2. mesmo na concentragd mais baixa (trata-
mento com 1,25 uM), ads plantas testemunha apresentam sensibili=-
dade ao herbicida. Estes resusltados ilustram a hereditariedade
da caracteristica de resisténcia a herbicidas da planta parental

10-1 para a sua progénie.
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Tabela 2 i

Resultados do ensaio com sementes do tabaco

Concentragdo de PursuitR: 5 S* D R
Progénie: W38 (selvagem) 20 0
20
10-1 autocruzada 7 6 6
11
10-1 x O 11 ) 0
11
0 x 10-1 10 9 0
' 8

* S = Susceptivel; D = Danificado; R = Resistente

EXEMPIO V

Ensaio Enzimdtico de AHAS em E. coli

Ensaio com enzima AHAS (express3o em E. coli) - Os
mutantes dirigidos, pAC224 e pAC225, foram utilizados como moldes
para a geragdo de um sistema de expressdo baseado em E. coli. 2
insensibilidade ao herbicida foi testada quando o gene da planta
superior com interesse & expresso numa estirpe bacteriana sen
qualquer actividade AHAS enddbgena. Com esta finalidade, o frag-

mento NcoI/PstI de AHAS de Arabidopsis selvagem (pAC301), a
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substituicdo Trp574-Leu (pAC224) e a delecdo: Trp574 (pAC225)
foram subclonados no sitio NcoI/PstI do vectéf de expressdo de E.
coli, pKK233-2 (adquirido & Pharmacia). Este plasmideo de expres-
sdo contem um promotor induzivel IPTG assim como uma sequéncia de
termibnacdo da transcrigdo. Ambas as regides rodeiam uma sequén-
cia de adaptadores NcoI, HindIII e PstI que permite a orientagdo
correcta do gene com interesse em relacdo ao promotor bacteriano.
A subclonagem e ligacdo dos respectivos fragmentos NcoI/PstI no
DNA de pKK233-2 digerido com NcoI/PstI (resisténcia & ampicilina)
foi como anteriormente descrito. A reaccido de ligacdo foi wusada
para transformar E. coli estirpe  MF2000 [ilvB800:mu-1, Bgl32,
ilvIls, thi-1, argE3, RPSL31, (ara-leu, ilvHI) 863, mtl-1, xyl-5,
galK2, lacYI, recAl]. Esta estirpe bacteriana ndo possui activi-
dade enddgena de AHAS. Portanto, o crescimento num meio minimo
sem isoleucina e valina (os produtos finais da via de biossintese
de aminodcidos na qual a enzima AHAS estd envolvida) numa estirpe
MF2000 transformada com pAC224 (trp574-Leu) ou pAC225 (Trp del)
requere a expressdo e fungdo do gene de Arabidopsis em E. coli.
Cada uma das trés construcdes complementa MF2000 em meio com agar

assim como em culturas em caldo.

Coldénias isoladas de MF2000 contendo a construgdo de
plasmideo pAC210, pAC224 ou pAC225 foram inoculadas em culturas
em caldo de 3 ml de meio minimo Mé63 (amp) contendo os aminodcidos

2FOyr
70g de KZHPO4, 20 g de (NH4)2504, 5 mg de FeSO4, 100 pl de 1M
MgSO4, 200 pl de tiamina. A concentragdo de glucose oi aumentada

arginina, leucina, isoleucina e valina. [M63 & 30 g de KH

para 1,2%]. As culturas foram incubadas durante a noite a 37°C
com agitacdo constante. As células bacterianas foram sedimenta-
das, ressuspensas em varios ml de M63 (amp) suplementado com
arginina e leucina, mas sem isoleucina e valina (meio ilv menos).
As células foram transferidas para 10-50 ml de meio ilv menose
agitagdo constante a 37°C continuou durante a noite. As células
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foram sedimentadas e usadas directamente em ensaios enzimdticos
de AHAS ou congeladas a -20°C até serem usadas.

A extracgdo e ensaio de AHAS de Arabidopsis em células
bacterianas foi essencialmente como descrito por Singh, et al.,
(J. Chromatography 444: 251-261, 1988). O sedimento de bactérias
foi reduzido a péd em azoto liquido e homogenizado em tampio de
fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) contendo piruvato 10 mM,

cloreto de magnésio 5 mM, Na_-EDTA 5 mM, flavina-adenina-dinucledé-

tido (FAD) 100uM, valina 1mM? leucina 1mM, 10% (v/v) de glicerol
e cisteina 10mM. O homogenato foi filtrado através de um filtro
de nylon (53 pgM mesh) e centrifugado a 25000 xg durante 20
minutos. A fracgdo de sobrenadante foi levada a 50% de saturacgdo
relativamente a sulfato de aménio e deixou-se em repouso durante
20-30 minutos em gelo. O precipitado foi sedimentado via centri-
fugagdo a 25000 xg durante 20 minutos. O sobrenadante foi rejei-
tado e o sedimento de sulfato de aménio foi usado imediatamente

ou congelado com azoto liquido e guardado a -20°C até ser usado.

A actividade AHAS na presenga ou auséncia de herbicida
foil medida por cdlculo do produto acetolactato, apds conversdo
por descarboxilacdo dcida para acetoina. As misturas de reaccdo
convencionais contém a enzima (e herbicida) em tampdo fosfato de
potassio 50 mM (pH 7,0) contendo piruvato de sdédio 100 mM,
cloreto de magnésio 10 mM, pirofosfato de tiamina (TPP) 1mM e FAD
10puM. Esta mistura foi incubada a 37°C durante 1 hr. A reaccio
fol parada com a adicdo de 4&cido sulflGrico para dar uma concen-
tragdo final de 0,85%. O produto de reacgdo foi deixado a descar-
boxilar a 60°C durante 15 minutos. A acetoina formada foi deter-
minada por incubag¢do com creatina (0,17%) e l-naftol (1,7%) pelo
método de Westerfeld (J. Biol. Chem. 161:495-502, 1945). Durante
os ensaios das enzimas foram feitos os testes adequados da

formagdo directa de acetoina.
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AHAS selvagem de Arabidopsis (pACZOlfIé' sensivel ao
herbicida imidazolinona PursuitR e o herbicida sulfonilureia

Glean® enquanto tanto a substituigdo Trp574-Leu como a delecdo
Trp574 (pAC225) s&o insensiveis a concentragdes crescentes do
herbicida Pursuit® (Figura 4) e do herbicida Glean® (Figura 5).
Surpreendentemente, a delegdo confere um nivel de insensibilidade
a estes herbicidas que & equivalente ou superior ao da correspon-
dente substituicdo. Portanto, a delegdo do residuo Trp574 da
regido codificadora de AHAS de Arabidopsis resulta numa forma

funcional da enzima que & insensiveld adicdo de dois herbicidas

ndo relacionados capazes de inibir a forma selvagem da enzima.

Os processos referidos atrds também sdo usados para
criar substitui¢io de uma arginina por uma serina na posicdo 653,
assim como uma delegdo nesta posigdo. Os plasmideos contendo a
substituicdo (pAC229) ou a delegdo (pAC230) foram usados para
transformar E. coli MF2000 e e determinada a actividade de AHAS
dos mutantes de delegdo e substituicdo na presenca de herbicids
PursuitR e GleanR para cada um como descrito atrads. O AHAS
produzido por substituicgdo de asparagina por serina & insensivel
d inibigio por Pursuit® (Figura 6) como anteriormente descrito

(Sathasivan et al., supra), mas sensibilidade a Glean® foi apenas

ligeiramente reduzida (cerca de 10%) comparado com a enzima
selvagem (Figura 7). Pelo contrdrio, a AHAS produzida pela

delecdo Ser653 & altamente resistente & inibigdo por PursuitR e

Glean® (Figuras 6 e 7).



DEPGSITOS DE MATERTIATS BTIOLOGICOS® . -

Os microorganismos que se seguem foram depositados na
American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive,
Rockville, Maryland, 20857, em 6 de Dezenmbro, 1990 e dado os
nimeros de acesso como se segue:

Microorganismo Ne de Acesso
Agrobacterium estirpe LBA4404 68488

portadora de pAC351 (Agro/351)
[delegdo Trp574]

Agrobacterium estirpe LBA4404 68489
portadora do plasmideo pAC324
[delegdo Seré653]




REIVINDICAGOES: hsaﬁﬁr’

12, - Método para a expressdo de uma enzima sintetase
de aceto-hidroxidcidos (AHAS) resistente a herbicidas numa célula
hospedeira, caracterizado por compreender a transformacdo da
célula hospedeira com uma sequéncia de &dcido nucleico codificado-
ra de uma enzima AHAS funcional, enzima essa que tem uma sequén-
cia de aminodcidos a qual difere da da sequéncia de AHAS tipo
selvagem por ter pelo menos uma delegdo de aminodcidos que

confere & enzima resisténcia a herbicida, e a cultura da célula

hospedeira em condigdes que permitem a expressio da enzima.

22, - Método de acordo com a Reivindicagdo 1lcaracteri-
zado por se encontrar presente uma deleg¢do numa regido conservada
da sequéncia AHAS.

32, - Método de acordo com qualquer uma das Reivindica-
¢des 1-2, caraterizado por ocorrer uma delegdo numa regifo da

sequéncia tipo selvagem de AHAS de Arabidopsis seleccionada de

entre o grupo constituido pelos aminodcidos 119-122, 194-197,
201-208, 255-257, 348-353, 373-377, 569-578 e 650-653, ou as
regides homdlogas numa espécie diferente.

42, - Método de acordo com as Reivindicagbes 1-3,
caracterizado por a delegdo ocorrer em pelo menos uma posicéo
seleccionada de entre o grupo constituido pelos aminodcidos 121,
122, 197, 205, 256, 351, 376, 571, 574, 578 e 653.

52, - Método de acordo com qualquer uma das Reivindica-
gbes 1-4, caracterizado por a resisténcia ser a pelo menos um
herbicida seleccionado de entre o grupo constituido por uma

imidazolinona, uma sulfonilureia e uma triazolopirimidina.



62, - Método de acordo com qualquér-umg_dagﬁﬁeivindica—
¢des 1-5, caracterizado por a célula hospede{réﬂSér uma célula
vegetal.

72, - Método de acordo com a Reivindicacdo 6, caracte-
rizado por a célula vegetal transformada ser regenerada para dar
uma planta madura expressando um fendtipo de resisténcia a
herbicidas.

82, - Método para a produgdo de um vector Gtil para
conferir resisténcia a herbicidas a uma cé&lula hospedeira,
caracterizado por compreender a ligagdo num vector adequado de
uma sequéncia de acido nucleico codificadora de uma enzima AHAS
funcional, enzima essa que tem uma sequéncia de aminoidcidos
diferindo da AHAS tipo selvagem por ter pelo menos uma delegdo de

aminodcidos que confere & enzima resisténcia a herbicidas.

92, - Método para conferir resisténcia a herbicidas a
uma célula vegetal, caracterizado por se fornecer & célula
vegetal uma sequéncia de acido nucleico codificadora de uma
enzima AHAS funcional, enzima essa que tem uma sequéncia de
aminodcidos que difere de uma sequéncia AHAS tipo selvagem por
ter pelo menos uma delegdo de aminodcidos que confere & enzima
resisténcia a herbicidas.

102, - Método para o crescimento de plantas resistentes
a herbicidas, caracterizado por compreender a cultura de uma
planta que produz uma enzima AHAS funcional com uma sequéncia de
aminodcidos que difere da sequéncia tipo selvagem de AHAS por ter
pelo menos uma delegdo de aminodcidos que confere & enzima
resisténcia a herbicidas, na presenga de uma quantidade inibidora

do herbicida.
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112. =~ Método de seleccio de células -hospedeiras
transformadas com éxito com um gene de intereéééi caracterizado
por se fornecer 4&s células hospedeiras prospectivas o gene com
interesse ligado a uma sequéncia de dcido nucleico codificadora
de uma enzima AHAS funcional, enzima essa que tem uma sequéncia
de amnodcidos que difere da sequéncia AHAS tipo selvagem por ter
pelo menos uma delegdo de aminodcidos que confere & enzima
resisténcia a herbicidas, crescimento das células na presenca de
uma quantidade inibidora de um herbicida e identificagdo das

células sobreviventes como contendo o gene com interesse.

Lisboa 20 de Dezembro de 1991

J. PEREIRA DA CRUZ

Agente Oficial da Propriedade Industrial
RUA VICTOR CORDON, 10-A 3#
1200 LISBOA
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285

Ser Arg Met

280
Ser Lys

Met
Ile Ser Glu
300

Val Arg Leu

Ile
295

Leu Glu Gln
I.eu Asn

290

Val Leu Tyr Val Gly
305

Ser Asp Glu Leu Gly Arg Phe Val Glu
320

Leu Gly

315
Val Ala Ser Thr Leu Met Gly
330 335
Leu His |Met

Leu Ser
345

Gly Gly Cys
310

Lys Pro
Leu Thr

Ser

Gly Ile Pro
325
Ser Tyr Pro Cys Asp Asp Glu
340
Val Tyr Ala Asn Tyr Ala
360

Gly (et) His Gly|Thr
355
Gly Val

350
Asp Leu Leu Leu Ala Phe
370

,_' Val Glu His Ser
365
Phe Asp (@sp) Arg|Val Thr Gly Lys Leu Glu Ala

Leu

380

|Arg
375
Ile Val His

Ile Asp Ile

395

Phe Ala Ser Arg Ala Lys
390
Thr Pro His

385
Asn Lys

Ser Ala Glu Ile Gly
405

Asp
400
val Lys Leu Ala

Ser Val Cys Gly Asp
415

410
Glu

Gly Met Asn Lys Val Leu
' 425

FIG.la(ii)

Lys
Leu Gln

420
Ala Glu Glu
430

Val
Asn Arg
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Leu Lys Leu Asp Phe Gly Val Tfp Arg Asn GlﬁfLeu
435 440 . S

Asn Val Gln Lys Gln Lys Phe Pro Leu Ser Phe Lys
445 450 455

Thr Phe Gly Glu Ala Ile Pro Pro Gln Tyr Ala Ile
460 465

Lys Val Leu Asp Glu Leu Thr Asp Gly Lys Ala Ile
470 475 480

Ile Ser Thr Gly Val Gly Gln His Gln Met Trp Ala
485 490

Ala Gln Phe Tyr Asn Tyr Lys Lys Pro Arg Gln Trp
495 - 500

Leu Ser Ser Gly Gly Leu Gly Ala Met Gly Phe Gly
505 510 515

Leu Pro Ala Ala Ile Gly Ala Ser Val Ala Asn Pro
520 525

Asp Ala Ile Val Val Asp Ile Asp Gly Asp Gly Ser
530 535 540

Phe Ile Met Asn Val Gln Glu Leu Ala Thr Ile Arg
- 545 550

Val Glu Asn Leu Pro Val Lys Val Leu Leu Leu Asn
555 560

Asn Gln His Leu[Gly Met @al) Met Gln {rp Glu Asp
565 570 575

Arg Tyr Lys Ala Asn Arg Ala His Thr Phe Leu
580 585

Gly Asp Pro Ala Gln Glu Asp Glu Ile Phe Pro Asn
590 595 600

Met Leu Leu Phe Ala Ala Ala Cys Gly Ile Pro Ala
605 610

Ala Arg Val Thr Lys Lys Ala Asp Leu Arg Glu Ala
615 620

Ile Gln Thr Met Leu Asp Thr Pro Gly Pro Tyr Leu .
625 630 635

Leu Asp Val Ile Cys Pro His Gln Glu His Val Leu
640 645

FIG.l1a(iii)
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Pro|Met Ile Pro §ep)Gly Gly Thr Phe Asn Asp Val
850 655 660

Ile Thr Glu Gly Asp Gly Arg Ile Lys Tyr
665 670

FIG.la(iiii)
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NTRAAARAAA
GCCACAAATT
CAATCACAAA
ACGTGAGTTT
CCCGAGGGCA
TTCAAGTCTC
TTCTTCTTCT
CTGAACCATG
TCTTCGATCT
CCAAATCACC
CTCCCTAAAC
CGCGGTATCA
TGCTCAACAC
AACCAAACCT
GCTCCAGATC
AAGCTTTAGA
CCCTGGAGGT
CGCTCTTCCT
AAGGAGGTGT
AGGTAAACCA
GCTACAAATC
ATAGTGTTCC
TCGTATGATT
GTTGAGGTAA
TGATGGATGT
TTTCTTTTTA

GTTGATGTTC

GAAAGAAAGA
CTACATTTAG
TACAATAGAT
TATCTATAAA
TTTTCGTAAT
ATTTTTAAAC
CTGTTTCTCT
GCGGCGGCAA
CCTTCTCCAC
ATTACCAATC
CCCAACAAAT
AATCCAGCTC
AACCACCAAT
ACCAAACCCG
AACCCCGCAA
ACGTCAAGGC
GCATCAATGG
CAATCCGTAA
ATTCGCAGCA
GGTATCTGTA
TCGTTAGCGG
TCTTGTAGCA
GGTACAGATG
CGCGTTCGAT
TGAAGATATC
GCTACTTCTG

CTAAAGATAT

>

TCAATTTGAT
GTTTTAGCAT
AGACTAGAGA
TAAAGGACCA
CCAACATAAA
AAATCATGTT
ATCTCTTGCT
CAACAACAAC
CAAACCATCT
TCCAGATTCT
CATCCTCCTC
TCCCTCCTCC
GTCACAACCA
AAACATTCAT
AGGCGCTGAT
GTAGAAACCG
AGATTCACCA
CGTCCTTCCT
GAAGGATACG
TAGCCACTTC
ATTAGCCGAT
ATCACAGGAC
CGTTTCAAGA
TACGAAGCAT
CCTAGGATTA
GTAGACCTGG

TCAACAACAG

ARATTTCTCA

ATCGAAGECT

TTCCAGCGTC
AAAATCAAAT
ACCCTTAAAC
CACAAGTCTC
CATCTTTCTC
AACAACATCT
CCTTCCTCCT
CCCTCCCATT
CTCCCGCCGC
ATCTCCGCCG
CTCCCTCTCC
CTCCCGATTG
ATCCTCGTCG
TATTCGCTTA
AGCCTTAACC
CGTCACGAAC
CTCGATCCTC
AGGTCCCGGA
GCGTTGTTAG
AAGTCCCTCG
GACTCCGATT
AACTATCTTG
TTGAGGAAGC
ACCTGTTTITG

CTTGCGATTC

F1G.1b(i)

\ ‘\ . \; ..‘.
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40
80
120
160
200
240
280
320
360
400
440
480
520
560
600
640
680
720
760
800
840
880
920
960
1000
1040

1080



CTAATTGGGA
TAGGATGCCT
ATTGTTAGGT
ATGTTGGTGG
TAGGTTTGTT
TTGATGGGGC
CGTTACATAT
TTACGCTGTG
GTAAGGTTTG
TTGCTAGTAG
GGCTGAGATT
TGTGGTGATG
TTCTTGAGAA
AGTTTGGAGG
CCGTTGAGCT
AGTATGCGAT
AGCCATAATA
GCGGCGCAGT
TATCATCAGG
TGCTGCGATT
GTTGTGGATA
TGCAAGAGCT
GAAGGTACTT
ATGCAATGGG
ACACATTTCT
CCCGAACATG

GCGGCGAGGG

ACAGGCTATG
AAACCTCCGG
TGATTTCTGA
TGGTTGTTTG
GAGCTTACGG
TGGGATCTTA
GCTTGGAATG
GAGCATAGTG
ATGATCGTGT
GGCTAAGATT
GGGAAGAATA
TTAAGCTGGC
CCGAGCGGAG
AATGAGTTGA
TTAAGACGTT
TAAGGTCCTT
AGTACTGGTG
TCTACAATTA
AGGCCTTGGA
GGAGCGTCTG
TTGACGGAGA
AGCCACTATT
TTATTAAACA
AAGATCGGTT
CGGGGATCCG
TTGCTGTTTG

TGACAAAGAA

FIG.

-~

AGATTACCTG
AAGATTCTCA
GTCTAAGAAG
AATTCTAGCG
GGATCCCTGT
TCCTTGTGAT
CATGGGACTG
ATTTGTTGTT
CACGGGTAAG
GTTCATATTG
AGACTCCTCA
TTTGCAAGGG
GAGCTTAAGC
ACGTACAGAA
TGGGGAAGCT
GATGAGTTGA
TCGGGCAACA
CAAGAAACCA
GCTATGGGAT
TTGCTAACCC
TGGAAGCTTT
CGTGTAGAGA
ACCAGCATCT
CTACAAAGCT
GCTCAGGAGG
CAGCAGCTTG

AGCAGATCTC

Ibii)

ﬂ?"’

GTTATATGTC-

TTTGCAGCAG
CCTGTGTTGT
ATGAATTGGG
TGCGAGTACG
GATGAGTTGT
TGTATGCAAA
GGCGTTTGGE
CTTGAGGCTT
ATATTGACTC
TGTGTCTGTG
ATGAATAAGG
TTGATTTTGG
ACAGAAGTTT
ATTCCTCCAC
CTGATGGAAA
TCAAATGTGG
AGGCAGTGGC
TTGGACTTCC
TGATGCGATA
ATAATGAATG
ATCTTCCAGT
TGGCATGGTT
AACCGAGCTC
ACGAGATATT
CGGGATTCCA

CGAGAAGCTA

FOLHA 6
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1120

"~ 1160

1200

1240

1280

1320

1360
1400
1440
1480
1520
1560
1600
1640
1680
1720
1760
1800
1840

1880

1920
1960
2000
2040
2080
2120

2160



TTCAGACAAT
TGTGATTTGT
CCGAGTGGTG
ATGGCCGGAT
CAGAACCTTT
CTTAGTTTGC
TCTTTTAGTT
GACTACTACT
TTTATAAATA

TGGCTC

GCTGGATACA
CCGCACCAAG
GCACTTTCAA
TAAATACTGA
TATGGTCITT
AATTTCCTGT
GTTGATCTGC
GCTGTTGTTG

AATAATCCGG

F1G.Ib(

CCAGGACCTT
AACATGTGTT
CGATGTCATA
GAGATGAAAC
GTATGCATAT
TTGTTTTGGT
CTGCTTTTTG
TTTGGTTTCC

TTCGGTTTAC

)

ACCTGTTGGA
GCCGATGATC
ACGGAAGGAG
CGGTGATTAT
GGTAAAAAAA
AATTTGAGTT
GTTTACGTCA
TTTCTTTCAT

TCCTTGTGAC
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2240
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2440
2480
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