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RESUMO
CONSTRUC@ES DE SILENCIAMENTO DE GENES PO E UTILIZAQZ‘KQ
A presente invencdo egtd relacionada com uma seguéncia
de nucledtides vwviral PO de BMYV recombinante que guando

trangcrita numa cé&lula é capaz de formar uma sequéncia de

ARN autocomplementar bicatenario.
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DESCRICAC

CONSTRHC@ES DE SILENCIAMENTO DE GENES PO E UTILIZA?@Q

Campo da invencdo

A presente invengdo estd relacionada com um método
para a trangmissdo de resgisténeia ou toleridncia vivral a um
ou mais virus, em particular ao virus do amarelecimento
guave da beterraba (BMYV) e ao virus da velia amarela
necrdética da beterraba (BNYVV) ou ao BMYV gozinho numa
planta, em particular numa planta de beterraba. Além disso,
a presente invencgdo relaciona-se com a planta registente ou
tolerante ac virusg obtida de acorde com este método, bem
como com sementes e degcendéncia devivada das megmas.

A  pregente invengdo relaciona-ge igualmente a
congtrucdeg de silenciamente de geneg, egpecialmente
construcdes em gancho gue medeiam silenciamento de ARN BMYV
ou BMYV e BNYVV e respetiva utilizacgdo.

Antecedentes da invencéo

Os virus de plantas s3o um proklema grave para muitas
das principails culturas agricolas, uma vez gue asg infegdes
por virusg provocam grandesg perdas de cclheita.

Na beterraba, as principais causas de doenga gdo: (i)
amarelecimento causado por um polerovirus, < Virus do

amarelecimento suave da beterraba (BMYV) transmitido pelo
regpetivo vetor principal Myzus persicee de uma maneira
persistente; (11} rizomania da beterraba causada por um
benyvirug, © Virus da veila amarela necrdtica da beterraba

(BNYVV) transmitido por Polymyxa betae. A utilizacédo

extengiva de regigtente contra BNYVV permitiu presgervar
producdes, apesar de estarem a ocorrer igolados virais de
quebra de registéncia e de existir uma necesgidade urgente
de novas variedades regigtentes.

Ce wvirusg transmitidos por fungos, tal como BNYVV,

podem ger retidos em esporos de repouso no solo durante
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anos depois de um campo ficar infestado. Uma vez que nido
exigtem nenhung métodosgs gquimicosg ou fisicos eficazeg para a
eliminac8o do virug, nem nag plantas nem no scolo, a (nica
cpcdo para o produtor de beterraba & a utilizacdo de
cultivares geneticamente registentes. Varias empresas
forneceranm diversas variledades tolerantes e mesmo
parcialmente regigtentes através de reprodugico. Contudo,
trata-ge de um processc muito tediosgo & moroso, que demora
geralmente muito cempo até garemn obtidasg plantas
registenteg dteils.

A rapida revolugdo nas areas de engenharia industrial
criginou o desenvolvimento de novasg estratégias para
conferir a resisténcia genética aog virug. A resisténcia a
doencas virais através da introdugdo de porgdes de
gequénciag de  genomas virails em  gue a gsequéncia

(construcdc) viral é& trangformada numa célula de planta e

A Dbeterraba & conhecida por ser uma espécie
recalcitrante na engenharia genética, complicando uma
possivel inducdo bem-sucedida de resisténecia viral.

Alguns exemplos de toleréncia de engenharia, pox
exemplo para o BNYVV transformando e expressando a
gsequéncia de proteinas de revestimento BNYVV no genoma de
beterraba, foram publicados (W091/13159), embora exigtam
apenas dadog de relatdrio rarces sobre as plantas de
beterraba transgénicas funcionais completas, tais como as
divulgadas em EP 1 169 463 Bl. Em particular, og relatdrios
mostram dados limitados sobre o nivel de resisténcia
ohgervada nas condigdes infetadas com plantas de beterraba
transgénicas tranzsformadas com um gene gue codifica uma
gaquéncia de proteinas de revestimento BNYVV,

¢ genoma do furovirus da veia amarela necrbtica da
beterraba (BNYVV) congiste em cincoe ARNg plus-sense, dois
dos qguais (ARNg 1 e 2} codificam funcgdes egsenciails para a

infecdoc de todas as plantas enquanto os outros trés {ARNs
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2, 4 & 5) g8c implicados na infecdo mediada por vetor de
raizes de betervaba (Beta vulgaris). O movimento de célula-
para-célula de BNYVV & gerido por um conjunto de trés genes
virais sucessivos e ligeiramente sgobrepostos no ARN 2
conhecido como o bloco triplo de genss (TGB), que codifica,
por ordem, as proteinas virais P42, P13 e P15 (os produtos
de gene gdc designados pelo regpetivo Mr calculado em
gquilodalitonsg) .

O genoma de BMYV consiste num ARN plus-sense linear
com asels grelhags de leitura abertas (ORFs 0 a 5§)
principais. As ORFs 1 e 2 codificam proteinas envolvidas na
replicacido de virug, enguanto cada uma dag outras trés OR¥Fsg
(ORFs 23, 4 e 5) & codificada relativamente a proteinas
estruturais (proteinas de revestimento maiores e menores) e
uma proteina de movimento putativo.

Foli mostrado gue a proteina PO de BMYV tem uma
expressac fraca, uma consequéncia de contexto de codbes de
iniciac8o desfavordvel do PO AUG e uma forte tendéncia para
manter uma baixa expressido. Além disso, esta parte do
genoma & altamente varidvel, e &8st divergidade de
gequéncia foi explorada para discriminar as diferentes
espécies.

As doencas causadas por BNYVV mostram expandir-ge
gecgraficamente a uma velcocidade que depends da combinacdo
de numerosos fatores ambientais e agricolas locais. Por
congeguinte, existe uma necegsidade de melhorar 08
mecanigmog de registéncia genética que podem, sozinhog ou
em conjunto, conferir uma resisténeia estivel e de longa
duracdc de plantas de beterraba gue gioc cultivadas para
utilizacdo industrial.

Estado da técnica
0 pedido de patente WO 2007/128755 divulga uma

gequéncia TGB-3 utilizada para reduzir e/ou suprimir os
efeitos deletérics de TGEB-3 de tipo selvagem nas plantas,

para gerar plantas transgénicas vresgistentes ao virus,
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especialmente beterrabags registentes ac Virug da veila
amarela necrdtica da beterraba.

Carmen Simon-Mateo et al., Biochimica et Biophysica
Acta, 1809 N.° 11 e 12, péaginag 722 a 731, 2011, divulga
diferentes estratégias antivirais wutilizadas para obter
plantas resigtentes virals nog UGltimos 25 anos.

A. Kozlowgka-Makulska et al., Journal of General
Virclogy Vol. 91, N.° 4, paginas 1082 a 1091, 2010, divulga
a atividade supregscora de silenciamento de ARWN de proteinas
PO de diferentes isclados dos polerovirus de beterraba
infetada, virug da cloroge da beterraba e virus do
amarelecimento suave da beterraba.

Pu Yan et al. Journal of Virological Methods Veol. 166,
N.° 1 e 2, pdginas 101 a 105, 2010, divulga construgdes de
gilenciamento de ARN para desenvolver plantas resistentes
ac virus através da expressdc de ARNs em gancho derivados
de virus.

Suméric da invencio

A pregente invencdo fornece métodos e meios para
conferir toleréncia ou resgisténcia viral gue ndc apresentem
as desvantagens do esgtado da técnica, preferencialmente
métodos e meios gque conferem tolerdncia, resigténcia,
preferencialmente resisténcia extrema ou total,
especialmente tolerdncia ou registéncia viral a BMYV (Virus
do amarelecimento suave da beterraba) {incluindo
regigténcia extrema ou total a BMYV) ou preferencialmente
tolerédncia ou regisgténcia a BMYV (Virus do amarelecimento
guave da beterraba) e BNYVV (Virug da veia amarela
necrética da beterraba) combinadosg (inciuindo resgisténcia
extrema ou total a BMYV e BNYVV) numa célula de planta ou
numa planta, em particular numa c¢élula de planta de
beterraba ou numa planta de beterraba (possivelmente gerada
a partir desta célula de planta).

A presente invencdc fornece ainda célulasg de planta

geneticamente modificadas ou transformadas que podem ser

i
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obtidas come tal, ou cbtidas a partir deste método, e que
podem ser geradas nas plantas que apresentam esta maior
toleréncia ou resisténcia aog virug de planta mencionados.

A invengdo fornece igualmente descendéncia, isto &,
degcendéncia registente ao virus ou tolerante ao virus,
gementes ou outros Orgdos reproduziveis ou  estruturas
crigindrias desta planta ou destas c¢élulas de plantas
transformadas.

Um primeirc aspetce da present invengdo & uma
construgdo de ARN compreendendo uma sequéncia de segmento
gense & uma seguéncia de segmentc antigense que tém
gequéncias deduzidas a partir do gene PO {ou a partir da
proteina B0 de codificacdo de genes) do genoma BMYV ou a
partir de um gene ortdleogo, em gue a referida sequéncia de
gsegmento gense e a referida geguéncia de gsegmento antisense
compreendem amkas um fragmentce de nucledtido com  a
gequéncia que partilha pelo mencs 85 % de identidade de
geqguéncia com © gene PO do genoma BMYV ou de um gene
ortdlogo.

Preferencialmente, negta construcdoc de ARN, a{s)
segquéncia{g) de segmentos senge e/ou segmentos antisense
compreende (m) ainda um fragmento de nucledtido com a({s)
gequéncia{s) que partilha{m) pelo menos 85 % de identidade
de seguéncia com a sequéncia ndo traduzida de extremidade
T (UTR 5’) adjacente a sequéncia de nucledtidos de gene

5
B

fes]
.

Maig preferencialmente nesgta congtrugdo de ARN, as
gsequéncilas de segmentos sense e gegmentos antisense
compreendem um fragmente de nucledtido com seguénceias que
partilham pelo mencs 85 % de identidade de sequéncia com o
gene PO do genoma BMYV.

Vantajosamente, nesta construgdo de ARN, as seguéncias
de segmentos genge e gegmentos antigense compresendem ainda
um  fragmento de nucledtidos com seguénciag que partilham

relo menos 85 % de identidade de sequéncia com ¢ gene Pl do

(6]
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genoma BMYV.

Pogssivelmente, nestas construgdes de ARN, © segmento
senge compreende ou conzigste na sequéncia SEQ.ID.NC:1 e/ou
¢ gegmento antisense compreende ou congiste na sequéncia
SEQ.ID.NO:2

Vantajogamente, negtag construcbes de ARN, as
gsequéncias de segmentos sense e  gegnentos antisense
compreendem ambas ainda um fragmento de nucledtido gue
partilha pelo mencg 85 % de identidade de sgeguéncia com o
genoma BNYVV.

Um aspeto relacionade da presente invencdc & uma
construcdo de ADN que pode ser transcrita nesta{g)

congtrucdo (Ses) de ARN.

Outro aspeto relacionado € um vetor compreendendo a
gequéncia e nucledtidog destas construgdeg de Aacido

nucleico {ADN) .

Jutro aspeto relacionade € uma wmolécula de ARN
autocomplementar bicatendrio expressada por este vetor ou
esta construcdo de ADN.

A pregente invengdo relaciona-se igualmente com um
método para a indugdo de tolerincia ou resigténcia,
preferencialmente rvegigténcia total pelo menos ao virus
BMYV e possivelmente outro virus, numa planta ou numa
célula de planta, o referido método compreendendo ag etapas

de: preparacdo da construcdo de acido nucleico da presente

invencdo (p. ex. compreendendo uma sequéncia. deduzida a
partir do gene PO e/ou do genoma BMYV), iga de modo
funcional a uma cu mals seguéncias reguladoras ativag na

planta ou na célula de planta, e a transformacdc da célula
de planta com a construgidce de &acido nucleico, induzindo
gsim a registéncia pelo menos ao virug BMYV na planta ou
na célula de planta.
Vantajogamente, este método induz ainda tolerincia a
cutro virus, gue & gelecionado a partir do grupo gue

consiste em Virus do mosaico amarelo do nabo, Virus do

6
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amarelo transmitido pelo pulgdc da circuma, Virus do
enrolamento da folha da batata, Virus da folha amarela da
cana-de-agiicar, Virug do Mogaico da Enagdo da Ervilha,
Virug do amarelo da beterraba ocidental-E.U.A., Virus da
clorose da beterraba, Virus deo nanigmo amarelo do cereal e
virug BNYVV, preferencialmente o virus BNYVV,

Um aspeto relacionado & um método para a indugdo de
tolerdncia pelc menocs ao virus BMYV compreendendo a etapa
de preparacdc de uma construcdce de Acido nucleico
compreendendo um segmento sense e um segmento antisense
deduzidos a partir da seguéncia de nucledtidos BNYVV, sendo
preferencialmente deduzidos a partir do gene gque codifica a
proteina P15 do referido BNYVV.

Ainda um asgpeto relacionado é a utilizacdo de uma
gequéncia de nucledtidos compreendendo uma gsequéncia
deduzida a partir do gene PO =/cu do genoma BMYV e/ou do
ARN, ADN cu vetor da presente invenc¢do para a indugdc de
toler@ncia ou resisténeia, preferencialmente vrvesigténcia
total ao virus BMYV e/ou ao virus BNYVV, numa planta ou
numa célula de planta.

Cutro aspeto & uma planta transgénica ou uma célula de
planta transgénica tolerante ou regigtente, de preferéncia
totalmente registente pelo menosg ao virus BMYV e
pogsivelmente a um ou mals cutros virug & compresndendo uma
construcdo de acido nucleico capaz de expressar a seguéncia
de nucledtidos da presente invencdo {(compreendendo uma
sequéncia deduzida a partir do gene PO e/ou do genoma

BMYV), ligada de wmode funciocnal a uma ou mals sequéncilas

O

reguladoras ativas na planta ou na c¢élula de planta,
compreendendo O vetor da pregente invencio, ou
compreendendc uma molécula de ARN autocomplementar
bicatenaric da presente invencio.

Preferencialmente, esta planta transgénica ou célula
de planta transgénica & resgistente a outroe virug, que &

gseleciconadce a partir do grupo gque consiste em Virug do

~
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mosaico amarelo do nabo, Virus do amarele transmitido pelo
pulgado da clrcuma, Virug do enrclamento da folha da batata,
Virug da fcolha amarela da cana-de-acglcar, Virug do Mosaico
da Enagdo da Ervilha, Virus do amarelc da beterraba
ocidental-E.U.A., Virus da clorcse da beterraba, Virus do
nanisgmo amarelo do cereal e virusg BNYVV, preferencialmente
¢ virusg BNYVV.

Preferencialmente, esta planta transgénica ou célula
de planta transgénica & selecicnada a partir do grupce que
congiste em alface, pepino, batata, cana-de-actcar,
ervilha, cevada e betervaba, sgendo preferencialmente uma
beterraba ou uma célula de beterraba.

Um aspetce relaciconade é  um  tecido de planta
tranggénica e/ou uma estrutura reproduzivel derivada a
partir desta célula de planta transgénica {(de acordo com a
presente invencdo), em gue © referido tecido & selecionado
a partir do grupo gue consiste em fruto, caule, raiz,
tubérculo e gemente, ou em que a referida esgtrutura
reproduzivel é gelecionada a partir do grupo que consiste
em calos, rebentog ou embrides.

Breve degscricdc das figuras

As Figuras 1A e B representam um fragmento da
sequéncia de PO viral de accrdo com a invencgdo (Figuras
1A e B; SEQ.ID.NC:13) com uma sgequéncia de nucledtidos PO
sensge (SEQ.ID.NC:1, mais curta do gue a seguéncia de PO
completa SEQ ID NO: 17) e uma geqguéncia de nucledtidos PO

QT

intisense homdloga corregpondente (negrito, SEQ.ID.NO:3)

Q

intercalada com uma sequéncia de intrdes de petinia de
5

L

3

¥

. bp (negrito sublinhado, SEQ.ID.NC:11). Alguns
nucledtidos na Figura 1B sd3o indicados em negrito
itdlico. Esteg corrvespondem & UTR 5’ do genoma BMYV
viral. Outros poucos nucledtidos em itadlico e sublinhados
na Figura 1B ndo pertencem a PO nem ao intrdo, masg ainda
se encontram presentes, uma vez gue estes correspondem

aos vrestos da estratégia de clonagem. Uma construcgdo
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compreendendo O gancho completo (SEQ.ID.NC:13} é
igualmente referida como construgido hpP0O 1.

A Figura 2 (A e B) representa outro f£fragmento da
sequéncia de PO viral de acordo com a invencgdo (Figuras
2A & B; SEQ.ID.NC:14) com uma seguéncia de nucledtidog PO
senge e uma seqguéncia de nucledtidos PO antigensge
(negrito} intercalada com uma sequéncia de intrdes de
beterraba de 91 bp (negrito sublinhado, SEQ.ID.NG:12).
Alguns nucledtidos na Figura 2B gic indicados em negrito
itdlico. Estes correspondem & UTR 5’ do genoma BMYV
viral. Outros poucos nucledtidos em itdlico e sublinhados
na Figura 2B gue n8co pertencem a PO nem pertencem ao
intrd3o ainda se encontram presentes, uma vez Jgue estes
corregpondem aos restos da estratégia de clonagem. As
gequénciag de nucledtidos PO gense e antisense aguli sdo

iguais &g apregentadas na Figura 1B. Uma construgdo

compreendendo o] gancho completo (SEQ.ID.NC:14} =
igualmente referida como congtrugdo hpPO 2.

A Figura 3 realca as diferencas na extremidade 5/ da
SEQ.ID.NC:1 em comparacgdc com a extremidade 5
gequéncia de codificacdo BMYV PO represgentada por SEQ ID
NO: 17. A sgeguéncia sublinhada da Filg. 3 corregponde a
sequéncia iider 5 n8o funcional da SEQ.ID.NG:1.

A Figura 4 (A e B) & uma repregsentacdo esquemdtica do
vetor pFGC5941 no gual um fragmento do gene PO foi

introduzide na orientagdo sense (8RG.ID. NG:1) e

O
o3
ot
b
N
o
o]
6]

e (SEQ.ID. NO:3), intercalado por uma seguéncia

trénica do gene Chalccna Sintase A de petinia (CHSA;
SEQ.ID. NO:11) (Figura 4A, ©pFGC59%41, construgdo 1;
SEQ.ID. NO:13), ou intercalade por uma seguéncia
intrénica de beterraba (SEQ.ID. NO0:12) de 91 nt (Figura
4B, pFGECH5%41, construgdo 2; SEQ.ID. NC:14). Promotor CaMVv
358: promotor 358 de CaMv; 37 OC8: ginal de
poliadenilac@o do gene octopina gintasgse; promotor MAS:

promotor do gene manopina sintase; 3¢ MAS: ginal de

9
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poliadenilacdo do gene monopina gintase; BAR: gene de
resigténcia ac herbicida  Basta; pPV31l: origem  de
replicagdo de pvVS81l; NPTII: gene de vresgisténecia a
canamicina; LB, RB: bordag T-ADN egguerda e direita.

A Figura 5 & uma anédlise estatistica do tegte de
registéncia obtido com a construgdo 1 (hpPOu com o intrido
de petiGnia). Cada histograma representa o© titulo BMYV
médic com errc padrdo em 10 plantas inoculadas com BMYV
(Y}. hp: gancho; Inf: infetado. Nc eixo Y: densidade
Stica (Rgoes) oObtida por ELISA O, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1,
1,2. No eixo X, da esguerda para a diveita: linhas
transgénicas: hpP0-7, hpP0-8, hpP0-9, hpP0-10, hpPO-11 e
hpP0-12; controlo infetado por BMYV: Col0 Inf; Col0
saudavel .

A Figura 6 & uma andlise estatistica do teste de
regsisténcia cbtido com a congtrugdo 2 (hpPOu com ¢ intrdo
de beterraba). Cada histograma representa o titulce BMYV
médic com erro padrdo em 10 plantas inoculadas com BMYV
{Yy. hp: gancho; hpP0: construgdo 1; hpPCbheterraba:
congtrucdo 2; Inf: infetado. No eixo Y: dengidade otica
(RAyp5) obtida por ELISA O, 0,5, i, 1,5, 2, 2,5, 3. No eixo
X, da esgquerda para a direita: linhag transgénicas: hpP0-

AY

12 (congtruc¢do 1), hpPObeterraba-1 {congtrugdc 2},

hpPObeterraba-2, hpPObeterraba-3, hpPObeterraba-4,
hpPObeterraba-5, hpPObeterraba-6, hpPObeterraba-7 e

hpPObeterraba-8; contreolo infetado por BMYV: Col0 Inf;
Coll saudavel.

A Figura 7 é uma andlise estatistica do teste de
registéncia chtido com as congtrugbes 1 e 2
regpetivamente. Cada higtograma repregenta ¢ titulo de
virus médic com ervo padrdc em 10 plantas inoculadas (Y).
Os histcgramas com Ccor cinzento esCure representam a
infeqgdc por clone BMYV-EK e o8 histogramas com cinzento
claro a infegdo por isolado BMYV-2itb através do método

de transmisgdo de pulgdes, respetivamente. hp: gancho;

10
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hpP0: construgdo 1; hpPlObeterraba: construgdo 2; Inf:
infetado. No eixo Y: densidade o&tica (Ays) obtida por
ELIsA 0, 0,5, 1, 1,3, 2, 2,5. No eixc %, da egguerda para
a direita: linhas transgénicas: hpP0-9 (construcdc 1),
hpP0-10, hpP0O-12, hpPCbeterraba-2 {congtrucgido 2},
hpPObeterraba-7 e hpPObetervaba-8; controle infetado:
Col0 Inf; Coll saudivel.

A Figura 8 representa a sequéncia PO WD (SEQ.ID.NC:17
e 18}.

A Figura 9 (A e B} vrepresenta a sequéncia da
congtrugdo em gancho hpPl524-P0 de acordo com a invengdo
(Figuras 9A e B, SEQ.ID.NO:15%) com uma sequéncia de
nucledtidos PLS5A4-P0 sense (SEQ.ID.NO:7, nucledtidos em
itdlico para a seguénecia de P1L5A4 com as 3 mutagdes
gublinhadas e nucledtidos habituais para a sequéncia de
PO; em comparacdc com WT Pl5: A & gubstituido por €, e AG
por GC.) e BEQ.ID.NO:8 gue corresponde a uma seguéncia de
nucledtidos PL5A4-P0 antisense (negritce itédlico para
P1524 e negrito para PO) intercalada com uma geguéncia de
intrBes de beterraba de 91lbp (negrito sublinhado,
SEQ.ID.NC:12). Alguns nucledtides na Figura 9B sgéo
indicados em negrito itdlico e  sublinhado. Estes
corregpondem a UTR 5’ do genoma BMYV viral. Outros poucos
nucledtidos subklinhados na Figura 9B gue ndo pertencem a
P15A4-P0 nem pertencem ao intrio ainda se encontram
presentes, uma vez gue estes correspondem aog restos da
estratégia de clonagem. Uma construgdc compreendendce o
gancho completo (SEQ.ID.NO:15) & igualmente referida como
construgio hpPl5A4-P0 1.

A Figura 10 (A e B} representa a sequéncia dag
construgdes em gancho hpP0-PLl5A4-A e hpP0-Pl5A4-B de
acordo com a invencdc (Figuras 10A e B, SEQ.ID.NO:16) com
uma seguéncia de nucledtidos PO-PLl5A4 gense (SEQ.ID.NO:9,
nucledtidos habituais para a sequéneia PO e nucledtidos

=y [}

em itdlico para a sequéncia de P1524 com as 3 mutacdes

11
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sublinhadag) e SEQ.ID.NO:10 gue corresponde a uma
gequéncia de nucledtidos P0O-P1l5A4 antisense {(negrito para
PO e negrito ité&lico parva PL5A4) intercalada com uma
sequéncia de intrdes de Dbeterraba de Slbp (negrito
gublinhado, SEQ.ID.NC:12). A diferenca entre ag duas
congstrugbes em gancho €& a presenga de dols nucledtidos
adicicnais na sgeguéncia de Pl5A4 {nucledtidos em caixa)
para a construgdoc hpPO-P15A4-B. Alguns nucledtidos na
Figura  10B sdo  indicados em negrito  itdlico e
gsublinhados. Estes correspondem & UTR 5’ do genoma BMYV
viral. QOutrog poucos nucledtidogs sublinhados na Figura
10B gue ndo pertencem a PO-P15A4 nem pertencem ac intrio
ainda ge encontram pregsentes, uma  vez que egtes
corregpondem aos restos da estratégia de clonagem. Uma
conagtrugio compreendendo o gancho completo (SEQ.ID.NO:16)
& igualmente referida como congstrugdo hpPO-PLSAL-A 2 e
como construcdo hpPO-P15A4-B 3.

A Figura 11 (A e B) & uma representacdc esguemidtica do
vator pFGC5941 no qual uma sequéncia de P1BA4-PO ou
sequéncia de P0O-P1l5A4 foi introduzida na orientagdo gense
e antisensge, intercalada por uma seguéncia intrdnica de

rraba de 91 nt (Figura 114, PFGChpPl5A4-PO,
construgdo 1 e Figura 11B, pFGChpPO-P1l5A4-A e pFGChpPO-
P15R4-B, construgdo 2 & 3, regpetivamente). Promotor CaMV
355: promotor 358 de CaMV; 3 OCS: ginal de
poliadenilac8o do gene octopina gintase; promotor MAS:
promotor do gene manopina gintase; 3 MAS: sginal de
poliadenilacdo do gene monopina sgintasge; BAR: gene de
regisgténeia ao herbicida  Basta; pPVSl: origem de
replicagdo de pVS1l; NPTII: gene de vresisténecia a
canamicina; LB, RB: bordag T-ADN egguerda e direita.

Degcriclo detalhada da invencdo

Consgiderando a ocorréncia de ambos og virus dentro das
Areas de crescimento de beterraba, 08 inventores

degenvolveram planas transgénicas gue g80 resistentes

12
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relativamente a um ou ambos cs virus (BMYV e/cu BNYVV), ou
mesmo virus adicionails capazes de infetar a mesma planta.

Na vrealidade, BNYVV & uma grande preocupagdo £ 0S8
inventores preveem gque a prevaléncia de BMYV também corre o
rigco de crescer.

Um  primeiro aspetoe da presente invengdo  estd
relacionado com uma construcdo de ARN (tal comoe um ARN em
gancho preferencialmente degcrito em seguida como hpP0)
compreendendce gegmentc sense (ARN) e segmento antigense
(ARN} (ambosg) tendo seguénciag deduzidas (isto &, que
partilham pelc menosg 8% % de identidade de seguéncia) a
partir do gene PO (ou sequéncia de nucledtidos) ou a partir
do gene (seguéncia de nucledtidos que codifica a proteina
BO) do genoma BMYV ou a partir de genes ortdlogos ou gue
tém sequéncias deduzidas {isto &, que partilham pelo wmenos
85 % de identidade de sequéncia) a partir do genoma BMYV.

Vantajosamente, egta construcdc de ARN {gancho; hpP0)
compreende um gegmento sense {(ARN) e um gegmento antisense
(ARN} (ambos) compreendende ainda fragmentos {sense e/ou
antisense) (ARN} deduzides (istc &, que partilham pelo
menos 85 % de identidade) a partir da regific ndo traduzida
5 (UTR 5} de BMYV (adjacente a este gene que codifica PO
de BMYV ou genes ortdlogos) e/cu esta construcdo de ARN
{gancho) compreende um segmento ARN sense e um sagmento ARN
antisense com seguénceias deduzidas a partir de um fragmento
de nucledtidog da UTR 5 e de um fragmento de nucledtido
(adjacente) da sequéncia de nucledtidog PO de BMYV ocu de
geneg ortdlogos.

=7

Preferencialmente, estes fragmentos da UTR 5 e da

sequéncia de nucledtidos PO =380 adjacentes no genoma BMYV.

Este gancho ARN, ac compreender um Ifragmento da UTR 5’
e de PO, & preferencialmente referidc na presente invengdo
como seqguéncia de nucledtidos hpPOu.

Poggivelmente (masg wmenog preferencialmente), egta(sg)

construcdo (Ses) (gancho(s) hpP0 &/cu hpPOu (ARN)) de acordo

13
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com a invencdo ndc compreende {(m) um fragmento gue tem uma
geqguéncia deduzida a partir de ocutro virus, tal comoe genoma
BNYVV.

Vantajosamente, egta(s) congtrucdo (Ses) de ARN
(gancho; hpP0 e/cu  hpPCu) de accordo com a invencgao
compreende (m) um segmento de ARN gense e um segmento de ARN
antigense tendo ainda (um fragmento sendo) seguéncias
deduzidas a partir do genoma BNYVV, preferencialmente além
da seguéncia 5’ UTR a partir do genoma BMYV (adjacente a
PO) e/ou esta{g) construcgdo(des) de ARN (gancho; hpP0 e/ou
hpPOu) compreende (m) um gegmento de ARN gense e um segmento
de ARN antisense (compreendendo um fragmento tendc uma

sequéncia deduzida a partir do gene PO) ambog compreendendo

ainda um fragmentc de nucledtido gue partilha pelo mencs 85
% de identidade de seqguéncia com (uma parte de) © genoma
BNYVV.

Mais preferencialmente, estes segmentos de ARN sense

[6)

antisense deduzidos a partir do genoma BNYVV gdc seqguéncias

enge e/ou antisenge que correspondem & {uma gparte da)

0

gequéncia P15 do genoma BNYVV {quando o mesmo corresponde a
um  gancho, sdc aquil abaixo referidos como hpP0-PL5  ou

hpPGu-P15, o Gltimo contendo ainda um  fragmento de

nucledtido deduzido a partir da seguéncia UTR 5 do genoma
BMYV) .
Vantajosgamente, esta(s) congtrucio (des) m gancho} de

ARN hpP0 e/ou hpPOu compreende (m) iguulmv te fragmentos
(ARN) de nucledtidos sense e antisenge com sequéncias
deduzidas a partir da seguéneia de nucledtides Pl de BMYV.
No contexto da presente invengdo, “ortélogos” referem-
ge a genes em egpécies diferentes gue retém a mesma funcio
{(p. ex. no deccrrer da evcoclucdo). Um exemplo de genes
ortdlogos do gene PO (cu segquéncecia de nucledtidos) do

genoma BMYV & fornecido na tabela 1.
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Tabela 1: lisgta ndo exaustiva de ortdlogos de segquéncia de

PO identificados

. Tamanho .
Virus Hospedeixo
de PO
Virus do mosaico amarelo do nabo | . .
27,5 kDa alface

{anteriormente BWYV-FL1)

Virus do amarelco transmitido _ ) .
] N . . 26,4 kDa pepine
pelo pulgdo da clrcuma

Virus do enrolamentce da folha da

27,2 kDa batata
batata
Virus da folha amarela da cana- . cana-de-
. . 28,3 kbDa .
de-ac¢utcar aglicar
Virus do Mosaico da Enacdo da )
. 34 kDa ervilha
Ervilha
Virug do amarelo da beterraba o .
. 26,3 kDa beterraba
ocidental -E.U.A.
Virus da clcorose da beterraba 27,4 kDa beterraba
Virug do nanismo amarelo do .
28,3 kDa cevada

cereal

No contexto da presente invengdo, o termo “segmento”
refere-se a uma ou mais sgequéncias de nucledtidos (ARN)
genge e/ou antigsense que podem ger utilizadas @ no
gilenciamentc de genes. Um segmento pode, por conseguinte,
ter um comprimento de, no minimo, 10 (preferencialmente
pelo mencos 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30,
35 ou 40) nucledtidos, mas pode igualmente estender-sze por
diversos geneg e/ou genes e regides ndo traduzidas (57)
(UTR 57} adiacentes. O segmentc preferido estende-ge pelo
(pela parte 5’ do) gene PO {(ou seguéncia de nucledtidosg) e
pela UTR 5‘ adjacente.

No contexto da presente invencgdo, o termo “fragmento”
refere-se a uma segquéncia de nucledtides (ARN) senge e/ou
gequéncia de nucledtidos antisense com uma seguéncia

deduzida a partir de uma geguéncia de nucledtidos vivails
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alvo. Um  fragmento pode, por  conseguinte, ter um
comprimente de, no minimo, 10 {preferencialmente 20, 21,
22, 23, 24, 25, 30, 35 ou 40) nucledtidos, mag pode
igualmente egtender-ge por mais de um gene.

No contexto da presente invengdo, posgsivelmente,
diversos fragmentos 880 associados para formar um ou mais
segmentos gensge e/ou antigense (ARN) .

Pogsivelmente {(especialmente no caso de dois
fragmentos deduzidos a partir do genoma de diferentes virus
gerem associados), os fragmentos sdo agsociadog através de
uma gequéncia de ligantes ou espagadores {(ndo derivados da
gequéncia viral alvo) para formar um segmento sense (ARN)
e/ou um ou mais segmentos antisense (ARN) .

Preferencialmente, na presente invencdo, o fragmento
UTR 5’ e o fragmento PO adiacente egtdo assoclados sem uma
sequéncia de ligantes cu egpacadores.

Estas congtrugdes podem compreender sequéncias
modificadas (seguénciag mutantes) .

Por congeguinte, o termo “seguéncia deduzida” refere-
ge a sgequéncias de nucledtidos com pelc mencs 85 % (mais
preferencialmente, pelo menos 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %,
91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % ou até
160 %) de identidade de sequéncia com © gene mencionadsc.
Por exemplo, uma segquéncia deduzida a partir do gene PO (ou
gequéncia) do genoma BMYV refere-se preferencialmente a uma
geqgquéncia de nucledtidog com pelo mencs 85 % de identidade
de sequéncia com a geguéneia SEQ.ID.NO:17.

Preferencialmente, estas construcdes ndo contém mais
de 15 % de residuos mutantes em comparagdo com a seguéncia
de tipo selvagem (SEQ.ID.NO:17) e/ou com a geguéncia
SEQ.ID.NC:1 ou a sequéncia SEQ.ID.NO:3.

Vantajosamente, egtas construgdes (ARN) (incluindo
gegmentog e, mais preferencialmente, fragmentos) tém um
Lamanho superior a cerca de 25 nucledtidos,

preferencialmente superior a cerca 50 nucledtidos.

16
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Poggivelmente, estags construcdes (ARN) (na forma de
segmento sense &/ou de segmento antisense) tém um tamanho
inferior a cerca de 10 000 nucledtidog, possivelmente
inferior a cerca de 5000, cerca de 3000, cerca de 2000 cu
cerca de 1000 nucledtidos.

Preferencialmente, o gegmento sense (ARN) e/ou o©
gsegmento antigenge (ARN) (com seguéncia deduzida a partir
da UTR 5’ de PO} compreendem fragmento{sg) gque se estende (m)
por pelc menosg 5 nucledtidos, mais preferencialmente pelo
menos 10 nucledtidos, ainda wmais preferencialmente pelo
menos 20 nucledtidos da UTR 5° (adiacente ao gene PO), mas
possivelmente por menos de 40 nuciedtidos a
preferencialmente por menos de 30 nucledtidos desta UTR 57
{adjacente ao gene PO).

A carvacterizagdo wmolecular do material e planta
demonstrou a presenca de peguenas wmoléculas de  ARN
complementares tanto a sense comce a antisense da sequéncia
de PO BMYV, indicando gue o mecanismo de gillenciamento foi
cbtido e acionou a degradacdo do ARN gendmico.

Estas censtrugles {em gancho) de ARN acionam
eficientemente PTGS, visgande a degradacio do ARN transcrito
de BMYV (ou de BMYV & BNYVV).

Og inventores encontraram na realidade uma inibicio
mais potente de BMYV (e de BNYVV) através das construgdes
gque albergam uma UTR 5’ de BMYV, além de PO (posgivelmente
além de sequéncias (fragmentosz) deduzidas a partir do
genoma BNYVV) .

Por exemplo, ao utilizar a construgdo de nucledtides
hpP0-P15, og inventoreg observaram a producdo de pARNis gque
vigam a sequéncia BMYV, mas igualmente a sequéncia de ARN2
BNYVV, resultando numa inibicdo muiteo eficaz e inesgperada
de anbas as infecles viraisg.

No caso desta construcdc dupla, og  inventores
chgervaram uma reducdo mais marcada de awbag aszs infecles

virais (BMYV e/ou BNYVV) do gue ge for utilizada uma
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construcido comparédvel que visa exclusivaments BNYVV ou
BMYV.

Um aspeto relacionado € uma construgdo de ARN (tal
como um ARN em gancho) compreendendo um segmento  {ARN)
sense e um segmento (ARN} antisense {ambos) tendo
gequéncias deduzidas (isto é, que partilham pelo menog 85 %
de identidade de sgeguéncia) a partir do genoma BMYV (ou a
sequéncia de nucledtidos do mesmo) .

Preferencialmente, a construcdc de ARN (tal como um

;l

ARN em  gancho) deduzida partir do genoma  BMYV

.

a
compreendendo um segmento (ARN) senge e um sgsegmento (ARN)
antigense tem uma seguéncia sgense deduzida (isto &, que
partilha pelo menos 85 % de identidade de sequéncia) a
partir da metade 5’ do genoma BMYV e/ou forma o grupo gue
congiste em nucledtidog do genoma BMYV que codifica
proteinas PG, PL, P2, P3, P4 e P5, mais preferencialmente a
partir dos nucledtidos do genoma BMYV gue codifica
proteinas Pl ou P2.

Vantajosamente, estas construcdes (ARN) deduzidas a
partir do genoma BMYV (incluindo segmentos e, mails
preferencialmente, £fragmentos) tém um tamanho superior a
cerca de 25 nucledtidosg, preferencialmente superior a cerca
50 nucledtidos.

Possivelmente, estas construcdes (ARN) deduzida

v}
Q

partir do genoma BMYV (na forma de segmento sense e/ou de
segmento antigense} tém um tamanho inferior a cerca de 10
000 nucledtides, pogsivelmente inferior a cerca de 5000,
cerca de 3000, cerca de 2000 ou cerca de 1000 nucledtidos.

Contrariamente, o8 inventores tesgtaram o efeito de
construcdes ARN (na forma de ganchog) com uma seguéncia
deduzida exclugivamente a partir do genoma BNYVV (tal como
a sequéncia que codifica a proteina P1R) ou a partir do
genoma BMYV.

Estas construgdes P15 em gancho deduzidas a partir de

BNYVV resultaram numa infecdo por BNYVV reduzida em plantas

18
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coinfetadas por ambos o0s virus {em comparagdo com
congtrugbes de controlo), mas induziram igualmente alguma
redugdo de sintomas BMYV {(em comparagdo com as construgdes
de contrclo).

Estas construcdes hpP0 em gancho e especialmente hpPlu
deduzidas a partir de BMYV resultaram numa infegdo por BMYV
reduzida em plantas coinfetadas por ambos oz virug {em
comparacdo com construgdes de controlo), mas induziram
igualmente a reducdc dos sintomas devido & infegdc por
BNYVV (em comparacdo com as construgbes de controlo).

Duag seguéncias de nucledtidos BMYV foram tesgtadas
COomo construgdo de nucledtidos hpFCu (sequéncia
SEQ.ID.NO:13 ou 14).

1
]

A sequéncia de nucledtidos de SEQ.ID.NO:1, 13 ou 14
pode ger comparada com a sequéncia SEQ.ID.NO:17, que
corresponde & sequéncia do nucledtido PO de tipo sgelvagen
(congulte a Figura 8). O comprimento da seguéncia
SEQ.ID.NO:1 & mais curto do gue a sequéncia de nucledtidos
da seguéncia SEQ.ID.NC:17 (659 nt versug 720 nt) e contém a
UTR 5’ do genoma viral (nucledtidos sublinhados) exceto o
primeiro nucledtide de extremidade 5°.

Vantajogamente, a seguéncia de nuclebtidogs PO sense e
antisense gdo compreendidas numa molécula, e/ou o segmento
de ARN PO sense € © sgegmento de ARN PO antisense gao
compreendidos numa Unica molécula de ARN. Vantajosamente, a
molécula de ARN de acordo com a invencdc é capaz de
dobramento, de mode a gue os referidos segmentos de ARN ai
compreendidos formem uma molécula de ARN em gancho
bicatenario.

Conforme agui utilizado, "ARN em gancho” refere-gse a
qualquer molécula de ARN bicatenidrio de autorrecozimento.
Na respetiva repregentagdc mais simplesg, um ARN em gancho
consiste num caule bicatendric constituido pelas cadeias de
ARN de vregozimento, ligadas a wum dnico ciclo de ARN

monocatendrio. Contudo, © terme “ARN em gancho” pretende
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igualmente abranger estruturas de ARN secunddrias wmais
complicadas compreendendo sequénciag de ARN bicatendrioc de
autorrecozimento, masg igualmente ciclos e bojos interncs. A
estrutura gecundéria especifica adaptada sgerd determinada
pela energia livre da molécula de ARN, e pode ser prevista
para diferentes situagdes utilizandoe software apropriado,
tal comoc FOLDRNA.

Em alternativa, as gequéncias de nucledtidos PO sense

)

e antisense podem estar presenteg (ou codificadag) em duas
moléculas separadas ou gequéncias de nucledtidos, gue podem
ger administradas ou fornecidas a uma célula de planta em
gimult@neo e/cu congecutivamente, de modo a que, guando
trangscritag, uma molécula de ARN Dbicatendrioc possa ser
formada por emparelhamento de bases.

A pregente invengido estd ilgualmente relacionada com
uma construcdoc de ADN gue pode ser transcrita na{s)
construcido(des) de ARN da invengido & com  um  vetor
compreendendo egta congtrucdc de ADN, em particular um
vetor de expregsdo (e/ou vetor de autorreplicacdo (tal como
um plasmideo ou um vetor viral)) ou cassete de expressio
{(ou sistema), preferencialmente codificandoe um gegmento de
ARN sense e um segmento de ARN antigense com sgequéncias
deduzidag a partir da(s) sequéncia({g) de P0, ligada(s) de
modo funciocnal a wuma ou mais sgeguéncias  reguladoras
{seguéncia promotora ou operadora, incluinde uma seguéncia
de polid), ativas numa planta ou célula de planta,
preferencialmente num tecido esgpecifico (preferencialmente
a raiz) da planta.

Cutro aspeto da presente invengdo relaciona-se com uma
célula de planta ou planta transgénica, tal como
Arabidopsis thaliana ou planta de beterraba {(Betfta vulgaris)
que € trangformada com a construgdo de nucledtidos (ADN), o
vetor e/ou a molécula de ARN de acordo com a invengdo.

Vantaijogsamente, existe uma baixa, e até nenhuma,

amplificacdo viral na planta inoculada transformada com

20



EP2723873B1

o(s) fragmento(s) da(g) seguéncial{s) de nucledtidos PO de
acordo com a invengio.

Preferencialmente, as gequéncias de ADN de acordo com
a invencdo sdo estavelmente integradas no genoma da célula
de planta sgendoe transformada com as segquéncias virvais PO
geneticamente modificadas de acordo com a invencdo e/ou com
um vetor compreendendo estas seguéncias.

Em alternativa, 0 cranggene compreendendo uma
gequéncia de nucledtidos PO geneticamente wmodificada de
acordo com a presente invengfo pode sger localizada num
epigssoma ou num vetor de autorreplicacio. 0s exemplos de
vetores de autorreplicacgdc sao virus, em particular
geminivirug ou plasmideos.

Diversos vetores de trangformagdo disgponiveis para
trangformacdoc de planta g8o conhecidos dos peritos na
técnica, e asgs congtrugdeg de ADN ou de nucledtidos de
acordo com esgta invencdo {(compreendendoe a seguéncia viral
PC geneticamente wmodificada) podem ger utilizadas em
conjunto com qualsquer desses vetores. A gelegdo de vetor
depende da técnica de transformagdo preferida.

Og componentes do sigtema de expregsdo podem sger

modificados, por exemplo, para aumentar a expressidco dos

]

segmentos de ARN sense e antisense.

O promotcer ligade de mode funcional as seguéncias de
nucledtidos sense e/ou antigsense de acordo com a invengdo
pode ger um promotor nativo da célula a transformar. O
promotor, em alternativa, pode ser um promotor heterdlogo,
por exemplo um promotor especifico de tecide, um promobor
regulado em degenvolvimento, um promotor constitutivo ou um
promotor  induzivel. 08 promotores apropriados gdo bem
conhecidos do perito na técnica. Na presente invencdo, sido
preferidos promotores heterdlogos fortes gque sdo ativos em
tecidos de raiz ou sd0 essencialmente ativos ail (guando a
expressdo noutrog tecidog nédo é deseijada) .

Varios terminadores de Lrangcriciao encontram-se
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disponiveis para a utilizacdo em casgetes de expressdo.
Esteg sdo regponsdvels pela terminacgdo de transcricdo para
além do transgene e a rvesgpetiva poliadenilacdo correta. 0Og
terminadores de transcricio apropriados s8c os gue 830
conhecidos por funcionarem em plantas e incluem o
terminador CaMV 358, ¢ teryminador tm/, o terminador de
opalina sintase e o terminador rbeS EY de ervilha e afins.

As sequéncias (segmentos) de ucledtidos sense e
antisense na sequéncia viral PO (geneticamente mcdificada)
de acordo com a invengdo preferencialmente encontram-se sob
controlo de um Gnico promotor, especialmente gquando ambos
o8 segmentog g30 compreendidos numa Unica sgeguéncia de
nucledtidos (em gancho}. Contudoe, cada uma degtas pode
estar igualmente sob controlo de um promotor diferente (por
exemplo, quando a construcgdo de ARN & feita de gsegmentos
gue sd8c 2 moléculas diferentes). Isto &, a sequéncia de ADN
sense pode ser ligada de modo funcional a um primeiro
promotor e a seguéncia de ADN antisense ligada de modo
funcional a um segundoc promotor. O primeiro promotor e o
segundo promotor podem Ser O mesmo promotor ou podam ser
promotores diferentes. O promotor pode ser um promotor
divergente ou bidirecional capaz de iniciar a transcricdo
de sequénciasg de ADN (nos dois segmentos de ARN) em cada
lado do promotor.

A construgdo ou seguéncia de ARN ou ADN de acordo com
a invencdo, para além de uma seguénecia {fragmento) de
nucledtidos viral (PO) modificada sense e antisense,
compreende ainda vantajogsamente uma seguéncia de
nucledtidos ligantes ou egpacgadores entre as seguéneias de
ADN gue codificam os segmentos de ARN gense e antigense.

E esperado que n3c existam nenhuns limites de
comprimente ou requisitos de segquéncia associados a regido
de egpacador, degde gue esgtes parametros ndo interfiram com
a capacidade das regifes de ARN com a geguéncia (gegmento)

de nucledtidos sense e antisense para formar um ARN
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bicatendrio. Preferencialmente, a regidc de espagador ou
geguéncia varia em comprimento de cerca de 5 a cerca de
10600 bp, mais preferencialmente, de cerca de 10 a cerca de
500 bp, ainda maig preferencialmente de cerca de 50 a cerca
de 200 bp.

Uma seguéncia de nucledtidos espacgadoregs ou ligantes
preferida corresponde a uma  geguéncia de  intrdes,
preferencialmente uma na orientacdo sgense, meihorando a
eficiéncia de reducdo de expressdo da sequéncia de
nucledtidos alve. O melhoramento na eficiéncia pode ser
expressado como um aumentc na freguéncia de plantas, em gue
¢ silenciamento ocorre, ou comc um aumento no nivel de

reducgdce de expressdo viral.

e
n

As sequéncias {ou intrdesg) de nucledtidos de intrdes
preferidag gdo derivadag de genes de planta, como geneg de
ARN de vribossoma presumidos ou geneg de planta altamente

trangcritos. Estes intrfes podem ser derivados de qualquer

Q3

gene de planta, mags preferencialmente gdo derivados de
genes de planta dicotileddnea, p. ex. a partir de genes de
Petunia, ainda wmais preferencialmente gdo derivados de
genes de beterraba. E igualmente possgivel utilizar apenas
parte destes intrdes (planta), por exemplo pelo menocs as
bordas que contém sginais de splicing (excigdo-juncgio)
(consulte abaixo) . A totalidade destes intrdes e partes dos
mesmos 1o contexto da invencgdo s83c  referidas  como
*fragmentos de intrdo” ou “seguéncias de intrdo”.

Um comprimento preferido para essas sequéncias de
nucledtidos de intrdes & entre cerca de 5 e cerca de 1000
bp, preferencialmente entre cerca de 50 e cerca de 500 bp,
mais preferencialmente entre cerca de 30 e cevca de 550 bp.
Ags sequénciag de intrdes preferidas compresndem a sequéncia
SEQ ID NO 11 ou 12, ou até mais preferencialmente consistem
na seguéncia SEQ ID NO 11 ou 12.

A construgido de ARN, compreendendo as seguénciasgs {de

segmentos) de nucledtidos sense e antisenge capazes de
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formar, por exemplo, uma estrutura em gancho, gque s3o

produzidas pela transcricgéo do ADN recombinante

correspondente, pode igualmente ger introduzida diretamente

numa cé&lula de planta.
Essas moléculas de ARN podem sger produzidas, p. ex.

através de
clonagem da regific de ADN capaz de ger trangcrita numa
molécula de ARN com uma segquéncia de nucledtidos
compreendendo uma gequéncia (de gegmentosg) de
nucledtidos sense de pelo menos 10 (preferencialmente
pelo menosg 20, 21, 22, 23, 24, 25 ocu maiz) nucledtidos
consecutivos gue tém entre 75 e 100 % de identidade de
gequéncia com (pelo mencs parte da) a gequéncia de
nucledtidos de interessge e um nucledtido (gsegmento)
antisense com pelo menos 10 nucledtidos,
(preferencialmente pelo menos cerca de 15 nt, 20 nt,
particularmente pelo mencs cerca de 50 nt, mais
particularmente pelo menos cerca de 100G nt,
egpecialmente pelo menos cerca de 150 nt, mais
egpecialmente pelo mencs cerca de 200 nt, 250 nt, 300
nt, muito egpecialmente pelo menog cerca de 350 nt ou
cerca de 400 nt} e gue tém entre cerca de 75 % e cevca
de 100 % de identidade de sgequéncia com o complemento
de nucledtidos da sequéncia de nucledtidos sense (e
com o ARNm alvo), pelo que esta construgdo de ARN
(compreendendo um  gegmento sense e  um segmento
antigsense) & capaz de formar um ARN bicatenirio
atravég de emparelhamento de baseg entre ag regides
com sequénceia  de nucledtidos sense e  antisense
regultante, por exemplo, numa estrutura de ARN em
gancho;

- realizacdo de uma reacdo de transcricdo in vitro
adicionande inter alia a ARN polimerase dependente de
ADN adeguada, bem como 08 reagentesg neceggdrios para

gerar as moléculas de ARN; e
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- isclamento das moléculas de ARN.

A invengdo fornece ainda uma planta registente ou
tolerante a BMYV e/ocu BNYVV que compreende no genoma de
pelo menos parte das respetivas células, de preferéncia em
substancialmente todas as respetivas célulag, uma seguéncia
de PO (geneticamente modificada; sense e/ou antisensge e/ou
em gancho} {e pogsivelmente também uma sequéncia sense e/ou
antisense e/ou em ganchoe deduzida a partir do genoma de
BNYVV) de acordo com a invencdo e/ou um vetor compreendendo
a mesgma, gue, guando transcrita, produz uma meolécula de ARN
que aciona PTGS de BMYV e possivelmente de BNYVV. E
igualmente fornecida uma planta registente ou tolerante a
BMYV e/cu BNYVV gque compreende pelo mencs em parte das
respetivas c¢élulas, de preferéncia em substancialmente
todas as resgpetivas células, uma molécula de ARN de acordo
com a invenc¢do para alcancar o efeito acima descrito.

Uma “planta” refere-se a gualquer planta ou parte de
uma planta em gualquer estaddio de desenvolvimento. Neste
cago, sdo igualmente incluidas estacas, culturasg de células
cu tecidos e sementes. Conforme utilizado em conjunto com a
presente invengdo, o termo “tecido de planta” inclui, mas
ndc ge limita a, plantas inteiras, célulag de planta,
6rgéos de planta, sementes de planta, protoplastes, calog,
culturas de célula e guaisguer grupocs de célulag de planta
organizados em unidades estruturals e/ou funcionails. Os
Gltimos sa0o igualmente referidos COomo estruturas
reproduziveis (de forma vegetativa), © gque gignifica gue as
mesmas podem ger regeneradas numa planta inteira.

A planta transformada, o8 tecidos de planta e o
material de planta obtideos podem ger utilizadogs numa
reproducdo convencional e em esquemas de propagacido ou
regeneracac de plantas para produzir maisg plantas
transformadas com as mesmas caracteristicas (resisténcia ou
toler@ncia aoc virus} ou para introduzivr a construgdo de ADN

de acordc com a presente invencdo noutras variedadesg da
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mesma ou uma esgpécie de planta relacionada.

“Regigténecia ou tolerdncia aco virus” significa, neste
caso, gue uma célula ou planta resistente ou tolerante ndo
& suscetivel ou reduziu a suscetibilidade a um ou mais
virug em comparacido com uma célula ou planta sensivel. No
presente Caso, sdo congideradas a regsisténcia e
preferencialmente a resigténcia extrema a infecdeg por BMYV
e/ou BNYVV. Tolerdncia, por exemplc, significa que os
gintomas habituais de uma infecdc por virus 830
inexistentes ou reduzidos, ou gue a acumulacdo  ou

replicacdo do virus na célula & prevenida ou reduzida, ou

que o© movimento do virus, por exemplo, de c¢élula para

célula & prevenido ou reduzido.

.

A invengdo serd em seguida malis descrita através de
referéncia aos seguintes  exemplos {(n8c limitativos)
detalhados.

EXEMPLOS

Para estudar a funcionalidade da sequéncia de PO de
inducédoc de PTGS, foi construide um vetor Agrobacterium
binério, por exemplo, de acordo com as Figuras 4A e 4B.

A c¢riacdo dasgs construcdes de ADN de acordo com a
invengao e a clonagem destas congtrucles para Agrobacterium
tumefaciens (estirpe GV3101 (tornada inocfensiva}) foram
efetuadas de acordo com métodos e técnicas bem conhecidos
na técnica. Og fragmentos sense e antisense (P0) e os
intrdes foram gerados atrvavézs de amplificagido genética
(PCR} incluindoc sitios de restrigdo especificos nas
extremidades. Migturados com a estrutura principal de
vetor, apenas fol posgivel uma recombinacio/insercdo dos
fragmentos c¢om base na compatibilidade destes azitios
eapecificos na extremidade dos fragmentos.

A estirpe Agrobacterium tumefaciens GV3101 que
trangporta uma congtrugdo em gancho foi utilizada para
mediar a trangformacdo de Arabidopsis thaliana através do

método de mergulho floral. O material de £folha de
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Arabidopsis thaliana transgénica foi infetado pelo isgolado
natural BMYV-2itb utilizando transmigsgdo de pulgdesg ou
através da esgtirpe BMYV-EK emitida a partir do clone e
pulgdo infeciososg transmitideos.

Relativamente &g experiéncias de transmissio de
pulgdes: para adqguilrir o virus, foi permitido acs pulgdes
um periodc de agesso de aguisic8o (AAP) de 48 h em
suspengdo purificada de isolado BMYV-Zitb ou clone BMYV-EK.
Apds o AAP, os pulgdes Iforam transferidos com um pincel de
ponta fina em folhas Arabidopsis thaliana transgénicas (10
pulgdes por planta) durante um periodo de acesso de
inoculacdo (IAP} de 96 h. Em seguida, og pulgdeg foram
mortos através de tratamento com ingeticida e a detecdo de
virug através de ELISA foi efetuada 3 semanas maig tarde
nag folhas sistémicas.

Relativamente a todas asg experiéncias abaixo, os dados
ELISA foram avaliados por meio do software SAS 9.1 {(método
ANOVA) geguindo-se o teste de Tukey. O wvalor P < 0,05
indicou uma diferenca gignificativa.

Bxemplo 1

C mecanismo de silenciamento de ARN visa seguéncias
congervadas e induz a regpetiva degradag¢do. As sequénciag
mais conservadas nog Polerovirus regidem na metade 37 do
ARN.

E assumido gque a expressio das construcdes em gancho
com gequéncias deduzidas a partir de partesz conservadas do
genoma viral regulta (in planta) na formacio de ARNbc que é
reconhecido e cortado em duplog de cerca de 21 a 24 nts
(pARNi) pela enzima Dicer. O0s pARNis especificos serao
carregados num complexo RISC (complexc de sillenciamento
induzido por ARN), que ird por sua vez vigar o ARN gendmico
viral homdlogo e induzir a degradacdo do dltimo. Come tal,
o metabolisme do virus gerd severamente enfraquecido e osg
gintomag da infec¢do viral serdc reduzidog. Noz casos mails

favoraveis, serd obtida registéncia total.
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Os inventores primeiramente geraram duas seguéncias em
gancho derivadas a partir da extremidade 3’ viral do genoma
viral (BMYV) .

A primeira construcdo albergou a sequéncia CP  (coat
protein -~ proteina de revestimento) denominada hpCP e a
gegunda a extremidade 327 da sequéncia RT {(readtrough
protein - proteina de transleitura) com a sequéncia de ndo
codificacédoc de extremidade 3¢ do genoma BMYV denominada
hpRT+Nc .

Ambag as construcdes foram utilizadas para transformar
plantasg Arabidopsis thaliana e, pava cada, foram obtidas
dez linhas transgénicas independentes e testadas
relativamente a4 regpetiva registéncia contra BMYV.

As  plantas que expressam  pARNi egpecifico da
extremidade 3’ do genoma viral foram confrontadas com ©
virus. Nenhuma planta transgénica fol resistente a BMYV
independentemente do gancho hpCP ou hpRT+Nc utilizado.
Exemplo 2

As construgdeg hpPO{(u} de codificacdc de Arabidopsi

6]

thaliana transgénicas de accordo com a invencdc foram depois
confrontadas com igolado BMYV-2Zitb.

Foram c¢riadag geis linhas de Arabidopsis thaliana
tranggénicas independentes que expressam o ARNm hpP0 {ocu
hpOu} . Os resultados obtidos com a construcdo 1 (Figura 424)
gd0 resumidos na Figura 5. A andlise ANOVA estatistica
efetuada revelou diferengas existentes nes valores ELISA de
plantag transgénicas e de tipo selvagem (p<0,0001}. O teste
de Tukey rvevelou a auséncia de uma diferenga significativa
entre linhas transgénicas, ao passo gue todas as linhas
eram gignificativamente diferentes para Col0 Inf (p<0,05)
raevelando a regigténcia das linhag transgénicas
relativamente a incculacdo de BMYV.

As wmoléculas de pARNiI especificas de PO foram

detetadas nas geig linhag, mas em niveig mais altos nas
trés linhas resistentes (hpP0-9, -10 e -12}. Ndo f£foi
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detetado nenhum pARNi nasg plantas susgcetiveig (Col 0).

-

Esteg resultados realcam que as construcedes hpP0{u)
gdo adeguadas para induzir PTGE em plantas rabidopsis
thaliana e podem induzir resisténcia a BMYV.

Exemplce 3

As experiéncias do exemplce 2 foram rvepetidas com a
construgado 2 {(Figura 4B) e com um nlimero mais alto (oito)
de linhas de Arabidopsis thaliana transgénicas confrontadas
com isolado BMYV-2itb.

Og resultados sdo resumidos na Figura 6. Relativamente
a esta construgdo, exceto a linha hpPlbeterraba-3, todas as
linhas foram resigtentes a BMYV conforme confirmado peila
andlise estatistica de Tukey & ANOVA (p<0,05). Nic foi
cbservada nenhuma diferenca significativa entre as linhas
hpP0-12 e hpPlbeterrvaba resistente. 0s niveis de wmoléculas
de pARNi egpecificas de PO mostrarvam ser significativamente
mais elevadog nas linhas resistentes (hpPObeterraba-1, - 2,
-5, -7 & -8) do que nag outras linhas.

Exemplo 4

Os resultades degcritos no exemplo 2 e no exemplo 3
foram repetidos tanto com o tipo de linhas de Arabidopsis
thaliana transgénicasg (hpP0-9, -10, -12, hpPlbeterraba-2,

7 e -8) como com duas fontes de indculo (BMYV-EK ou BMYV-
2itb) .

Os resultados 8do representados na Figura 7. Todas as
linhas de Arabidopsis thaliana transgénicas mostraram ser
registentes ao indculo de BMYV-EK {p<0,05). As linhas
tranggénicas vrespcendem de forma diferente ao isolado de
BMYV-2ith.

Congiderados em coniunto, estes resultadog indicam uma
melhor protegdo contra BMYV guando © transgene contém o
intrdo de beterraba.

A indugdo de PTGS por meio de uma construgdo em gancho
parece asgim ser uma boa fonte de regisgténceia contra uma

infecdoc viral e, em particular, contra BMYV.
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A partir dos exemplosg acima, parece gue a resisténcia
hpPC (u) derivada de patogénic hpP0(u) de acordo com a
invencao & altamente eficiente.

Ag construgdes de hpPl da invencgdo induziram com éxito
registéncia & planta derivada de patogénio. Todas as
construcdes hpPO testadas induziram uma degradacdo de ARN
gendmico através de PTGS, qgue resgultou em plantas
registenteg a BMYV.

Exemplo 5

Os dinventores testaram a eficiéneia  de outras
egstratégias utilizando a construgdo hpCP compreendendo ©
gene que codifica a proteina cépside do genoma BMYV e a
sequéncia digtal 27 (hpRT + construgdo NC do gens BMYV gue
codifica a proteina RT seguida pela extremidade de ndo

x

codificagdo do ARN BMYV viral). Og inventores descobriram

ineficazes para a inducdo de uma res

5

inegsperadamente gue estas duas construgdes adicionais foram
isténcia wviral numa
planta.
LISTA DE SEQUENCIAS
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<222> (1) ..(659)
<223> UTR 5'de BMYV e PO
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220>
< > CDS



EP2723873B1

{adaagalaac cagegaggat ctageagitct atg caa Tt cag ¢ttt aas aca aac 54
Met Gln Phe Gln tew Lys Thr Asn
i 5
agt tte act tgt tog tig aac Cga ©cg ¢cta aca got aca gag cga gtt 102
ser Phe Thr Cys Ser Leu Asn Arg Pro Leu Thr Ala Thr Glu Arg val
10 15 20
tta aac acc glg tat Tt ottt acg aat <at tta oog ofc gha act it 150
Lew asn Thir ala Tvr phe Leu Thr asn His Lau Pro Leu val Thr phe
25 30 35 40
gag a3t gas aac tgt att cgb tet ¢ttt cko ot gct Cig oot thg Ctg 198
2lu Asn Glu Asn Cys Ile Arg Ser Leu Lau Ala Ala Leu Pro Leu Leu
5 50 55
Cte agt aag <ag ctc gac Co ggy age bttt att tac got €0 ggg aaa 246
Leu Ser Lys Gin Ley Asp Pro 41y Ser Phe Ile Tyr Ala Pro &1y Lys
&0 65 70
cge cag tot tta cga ctg gco agg tito tac aat tac fgo gga goc gt? 294
arg Gln Ser Lau arg Lew Ala arg Phe Tvr Asn Tyr Cys Gly Ala va
75 80 S
tEa CoC age act Cge axd att gad tta C@a ¢gtg 0C CCC aga aa’ gac 342
Ley Pro Ser Thr arg Asn Ile Asp Leu Arg vVal Pro Pro Arg Lvs Asp
80 5 100
fFrt nas aca TP Facs oFF e oo aatr fPoa ooer ana qatvr ofa oo ozn EE )]
tt aza aga &t tac ctt goco cga aat toa ggc aga gat ctg gug gag 380
Val Lvs Arg Phe Tyr Leu Ala Arg ASn Ser Gly Arg Asp Leu 1y Glu
165 110 115 120
a0y Cta €aa <gC <ge aga ¢gaa att ftic tot cge g%t gaa goa gag ttt 438
Arg Leu 6in Arg Arg arg Glu Ile phe ser Arg Gly Glu ala Glu Phe
125 130 135
aaa aag tio ottt tea ¢gta tgd tgt 9ot gad age dgag aga aag cta gy 486
Lys Lys Phe Leu Ser val Trp Cys Ala Glu Ser Glu Arg Lys Leu Arg
149 145 150
gag agt oot saa atc gat att aga atg gac cat att att atg ghte tis 534
Glu Ser Pro Lys Ile Asp Ile Arg setr Asp His Ile Ile met val teu
158 180 165
oo gat atyg g%c act cte ttg cac cgb cuy gta oib gtt gaa gaa cta 582
Arg Asp Met Gly Thr Leu Leu His arg Leu val Leu val Glu Glu Leu
176G 175 180
tac c¢at aga aat act tat got gag Cic got it ftgo gttt cac cac cit 630
Tyr His arg Asn Thr Tyr Ala glu Lew Ala Phe Cys val His His Leu
185 180 185 260
tg gat tit ty £659

ttt g?t gaa gCt gt ggt aty
Gly 1a Ag% Gly met Asp Phe
205

<210> 2
<211> 209
«<212> PRT

«213> Virus do amarelecimento suave da beterrabsa

<400> 2



EP2723873B1

Met Glin
1

Pro Lau

Asn His

Leu Leu
50

Ser phe
65

phe Tyr

Leu Arg

Asn Ser

Phe ser

130

Ala glu

145

Met Asp

Arg Leu

Leuy Ala

Fhe

<210> 3

Phe

Thr

Ley

35

ala

Ile

Asn

val

Gly

Arg

ser G

His

Yal

Phe
135

<211> 659
<212> ADN

«213> Virug do amarelecimento

Gln

Ala

20

Pro

Ala

Tvr

Tyr

Pro

180

Arg

Gly G

Ile

Ley
180

Leu

ala

Cvs

Pro

ASp

Arg

Ile

165

Val

val

Lys

Gy

val

Pro

Fro

70

Arg

Leys

Ala

Gluy

His

Thr

Arg

Thr

Leu
55

LyS

Gly

Glu

Lau

val

Glu

His

Asn

Yal

phe

4¢

Lys

Wal

ASp

Arg

Ley

Leu

Leu
260

Ley

25

Glu

Leu

Arg

Leu

va

105

Arg

Lys

Glu

Arg

TYr

Phe

phe
16

ASh

AsSh

Glin

Pro

90

Lys

Leys

Lys

Ser

Thr

Thr

Glu

Lys

Sear

ser

Arg

Gin

Phe

Pro

155

Metl

Arg

Glu

Cys

Ala

AsSh

Gin

&0

ey

Thr

rhe

Arg

Ley

140

Lys

Gly

Asn

Ala

Arg

Arg

Ty

Ile

Thr

The

Aryg

Leu

Pha

30

Ite

ASp

ey

Asn

Ley

110

Arg

val

ASp

Leu

guave da beterraba

Asn

15

Leuy

Arg

Fro

Ala

Ite

g5

ala

Glu

Trp

Ile

Ley

175

Met

Arg

Thy

Gly
Arg

a0

ASp

Ile

Cys

Arg

160

His

Glu

ASp
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<400> 3

Caaaaatoca
taagtatitc
tegograaga
rhtctctoge
gagaaaattt
aggtazaatc
ggtaacacgy
goagcgtaaa
agaagagaac
azatacgcgg

agacigttiyg

<210> 4
<211> 57
<212>
<213>

N1
v

A

b

A
NN
N
w N PO
v

\

I’\
\

A

N
3
>

[A]

{(659)

taccacgage
tatggtatag
ccataataat
tttcageaca
CECLgoygeg
ttttaacgtc
ctecgcagta
tazagchco
gaatacagtt
tgtttaaaac

tittaagctyg

o
A

ADN

misc feature
(1) ..
Antigense PO&5'UTR

tTtCaccaaas
trottcaaca
atggtocatt
ccatactygaa
trghageete
et gugy
attgtagaac
geggtegage
ticaticica
tCgctetgta

aaattgcata

misc feature
(L} .. (5722}

Genoma BMYV

aggtggrgaa
agtaccagac
ctaatatcga
aggaacttit
toocecagat
ggcactogta
ctggecagic
tgcttactga
aaagitacga
gctgttagey

gactgctaga

CgCaaanage
ggtgcaagag
rhrtagyact
taaactotge
chctgectga
agtcaatgtt
gtaaagactg
gcagcasagg
gegaiaaatyg
gtoggttcaa

toctogetgy

gagotrcageoa
agtgoocata
ctoocgtage
ttcaccgoga
atttogggoa
gegagtgoty
gegtttcocy
cagagoeagcy
attcgtaaga
cgaacaagtg

TTECtittg

Virus do amarelecimento suave da beterraba

6}
120
1580
248
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acaaaagaaa
cactigticg
tottacgaat
cgotgototy
CggYaaacace

cageactoge

ccagegagga
tEgaacogac
catttaccge
cotthgotyc
cagtetttac

aacatrtygact

totageagtc
cgotaacage

tegtascttt

tcagtaagea

gactggocay

racgagges

tatgcaattt
tacagagega
tpagaatyad
grkogacood
grictacaat

CCocagaana

cagettaaaa
gttitazaca
aactgtatte
gugagettca
tactgoggag

gacgttaasa

caaacagtit
coegeghattt
gttctottot
tttacactce
cegtgttace

gattttacct

60
120
18¢
240
300
360
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tgccogaaat
tCcgogatgaa
getacgggag
tatgggcact
tgetgagete
goggtiggct
crottLcats
ceatdsaada
atgecgatta
aacatgtagt
CCCgeaatgs
gggatcagtt
ticacatgat
atgygtgaaty
titcigract
grgtrottgy
tgrctoctat
coottgctog
tooaagagat
caggtgaaga
geacggctce
31¢y3aa3ag
Cgeaageoac
oCcazattgea
tagacaaaat
ccatgaagaa
acgcticttc
caaagtcggt
cacgasgeta
caagttocygyy
acgoygocgay
tgtggaagea
gtcttagaac
ceaogtagec
tecagatotyg

rcagygcagag
gcagagrita
agtcctaaan
ctotigrace
getttttgeg
aacttcocig
C3gA3aYRYC
ABYCCCPCLY
tgcaacatge
tgacgartit
ARACAARALC
gttgatgcat
LCCgcatcy
geattcoict
cagtgacaca
agrtcacata
accacgrite
aaaatiiric
ttattctata
gacatrtccat
gGacogoogaa
ceotoghget
gracattgta
goccacgact
ggatttgaaa
geoocgoica
asaacccagt
gagotecooa
ACCAYOCTLT
cLagagucyd
Caagttaaaa
ttetogocea
aatttcorty
greccgtatyg
ttgeogyttt

atctggaydga
AA3_GTLCCT
rcgatartag
gEctggtact
ttcaccacct
gtazatagtt
tacgttigtg
cgtasttgca
gtaaccttat
tacgaaggag
ceocttgaty
gggoecocas
agtgttacaa
aatgcecgage
aagagtagrs
ggoictocga
cctggattaa
agLeaagayy
JrERCgOLac
gatgtgcraa
acaaccagas
geteoticta
ccrcaasaga
geractaccy
tegategaga
agagggodga
accactggga
AgETTtactt
acccagaaty
aactgaaatc
teecticaac
Ctcaaacacy
aagartttas
tigcrtacay
tagctegttt

gaggctacas
ttcagLangg
aatggaccar
tgtigaagaa
ttttggtgaa
tatttgetot
agCyatcLyt
ttcttcaaat
togacdggac
ACCCgagaaa
aarttcagagt
actgggaagy
aatcgagagc
tegttggeac
atteggagcac
aagaatitga
CCAgCCCgaa
aagltogaaga
gtaggaagta
cagagrooic
acglaagcac
CACCPoyLga
ggaatatgac
atoaastcta
gagaagtggt
gaagatocaa
zagagoogea
Crotaaacaa
Joaguagaaa
CLTgLgycta
tgaggaaagy
aggtcccaty
aacggeagrt
togacycacy

cacctiogat

cgoegeagag
tgtgcigaaa
attattatog
Ctataccata
gctcgtggta
cacgaaatgt
3aaaggrree
3Caacacgaa
aaacggatig
gacteiaaaa
gacgtacaca
agrLettged
aactticttt
atocaagtygc
tooctattic
groggaaaar
cracatatit
gctaatggaa
cataaaatat
coCgatgoag
ccacgagaga
accetiggty
gaatgygecga
agagatanag
agagacacta
gRacaaglaa
gaggtctgeo
gaaggatget
accogaggcy
caagoegaa
gagoegegteyg
goeCacgagag
ttorcicteg
cacagagoct

cgattacaga

aaattttctc
Jegagagasa
tortacgoga
gaaatactta
tggatitity
atttigaaas
cteacctta
gacggticec
ttgactgcge
gtegrorcea
tctgagaaaa
tgCasygeay
gotctygtoag
ggaaaattca
aatggraaga
gttaactaca
gaaaccacag
gactictcte
gaggettgte
ggggaaggas
recgcaggaa
aaaactgeac
gatgorggtg
aaggerctga
togtogatag
aacaattigg
coggtiteat
CHoatiggey
£Cgggtagcc
gatggctega
tgaggaaaty
gaaacaaact
agetogaage
ggattgaagsa
agttatoygga

1320
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1880
1740
1800
1850
1520
1830
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460

36
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=~}
[
w

¢

ggtgaaatty
acggttatic
ccteatcatg
gaacaagege
cacagacgga
tgctgaatta
ctggagogtt
ggacataaat
CHLTCTOtYE
tggcagctac
cggagroton
aaghtcgatac
tCcacatittt
artgatacat
agetigttic
teagtgycig
cgggtaaaca
tagatticaa
agtiggettg
atacgglogy
gegotcagey
cragacgacy
arreasgena
tcacgttogg
accatgagta
avroogutec
cecattaacaa
3CgggaCaga
grrettcate
aataggtaga
ccreaaagaa
zatccactga
3agacgagaa
aagooatoce

tggagagara

gageatatgs
gtaaaaggeg
agtgicteat
gagatcgogo
caagtcgtcg
ctooaaaatt
Leggactgge
gatctaacca
CEATCAUILG
aacacctoct
tgagocatog
teatocttag
gaggaggags
ggttatgeac
tcaattitaa
grocttocag
tCagttgoaa
gritttagea
tatttogict
gggraggaga
ctotcageca
acgaagagge
gacattogrt
gregagtota
taaaatctca
categorrac
gttegogato
ctggcatgac
gatagotgyt
£AAGHAACCC
atatogttLe
Tgacgocate
tatgaacigy
aatgataata

LCaallaaco

gooctgaaca
agecacacaa
tggttgatca
Tttggaggyc
atttcatgca
gganatooca
ttctagagya
ggegtoigog
$AACATLYCT
cgtetascto
ccatgogtga
acttcaaagt
accrogcgt
Cygaatgtyy
acgagotgag
tgcagecaca
aCyCCgyang
ggatittoaa
acctiaagat
acgatcaatg
gtagttgtyg
zacaaccgga
Ttotcasaag
T cagac;t;gcc:
atggicattt
gagetggace
ACARABCCLY
gritgocaagy
TCtiTtagaa
ogroctagoo
arcgrcrata
tetoigtacy
acaaaccteg
gtaccagtac

ttaagacia

attgyticag
acaatccaas
actggtagee
gatteoctea
agcattateg
cortattoct
tgazatggaa
agetggatay
crogeageaa
tagaattcga
tgatgcoctt
cgaggtiict
tocggtasac
caacotigaa
atccgatcas
aaagatataa
titaaagtct
qtagtctatg
tEctcaccac
gargaagacy
tocaagectc
Caagaagaac
acaatotoge
cggeaticge
tggagticgt
cacactgtaa
goaggagauc
accaattcag
Tcaccargaa
cagggrette
CEggEgLaece
acatgooctte
attctegatyg
ctcaagotga

cagatcctaa

gaaggrotyt
cttgatgaag
cgggttotgt
daaccoggat
gedcadgtdy
acagattgoth
gtooggaaca
cttaaatgeo
grgeorggtyg
gtgatggoeg
gaatctgtag
tracaactay
aaagctaaas
grLoLgacya
gaactcgtty
cgagggacaa
gattacataa
teageaatag
gtcagatcaa
accacgtagy
toggacaaca
tgtrictace
gogaagttee
tgatyggaaty
ctocgagyce
actcagtacs
attigeagey
gatoctotac
gtgccagtte
tooctcioca
THLgacccgt
cCaacgytit
gtattcocay
gtggactoty

taaggacaaa

grtgacocast
gacgctaccg
ttcaaaatca
tcggatigte
gagtgaacac
ctgatttiga
ggctcacgty
togeaaatag
TACARAAQAY
crvaccacto
atgeagaccet
aattctgetc
tgotttataa
AcTAaTCTLgC
cotcecicta
tataaacage
CARYCCaaaa
chgtaacgat
ttgttaatga
Caaacacgac
caacgocgac
agaggaacag
3gCygagca’
chcaaggeet
TCEECCCasas
ctttcatcaa
tocttacatoa
aaaggcaatg
cacaatooga
CAATCCICAL
ata’Tgyree
cgetacatag
aattetttga
gaaatitcga
caagatggre

2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720

3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4326
4380
4440
4500
4560
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rtattgcata
agatasccaa
atagttgtca
Ttaaaacaac
ccaaatacaa
tgatagooat
agagagrcgg
aRaactcogy
grgggaglic
acattectga
3AGACYAGYC
caaagccaca
catggcgace
tgtacqggos
Tagacguocg
AQQCCTCTHC
aacgaatiaa
cltggcacaaa
grgacittaa

acrCecracy

«210> 5
<211l> 39
<212>
<213>

taatgatgac
caatsagget
{tttaatcaa
tagtgacaatr
ttatgoogtt
ageactigat
gCcactecatyg
tgaaticaaa
Cgaratgrey
Trtcatcagg
fgogtcatea
Accggicaga
tgacgtgaac
ttccgttaat
caagagtrgg
aaagrcagag
grgocageaa
ccotgacoca
acgoggaacg

gcacticagt

7

ADN

e

CtCaagyagg
gataacactt
ggacaargrt
georeotiot
tcatacggag
gaacaagyct
gcagictcaa
accgatcaas
gatarcgiic
gatgaccctt
aagagltgglt
acgatocgaa
cceggatatt
gaaggeeggt
GOTTCLLCCT
aagotrgeca
ggtgccacac
aggtcctgat
actccgazay

gt

<220>

<221> misgc feature
«222> (1} ..{(397)
<223> P15 mutant
<400> 5

gttggaatgt
tgaagtacgg
tggaaagaga
TLORLgtigy
CCtggacaga
catcogoito
CCtgggagac
gacaagatct
aaggaggety
ggtceaacat
traaacceca
acticgates
ccaaggaaga
ctatgatiga
Tggcgtoctc
aactcacrte
gagcticaga
gaacctiice

gataggcaac

{sense)

agggatriat
ceatocagac
tgaagatitg
Toocgetgte
tcggatgato
cgcraagata
tataaactta
caaractcot
acoeottoca
ACCHACCAAy
attgaagoct
agaaccrgac
COrageagey
caagegtgat
cttgacggaa
gagrtgaaagy
attiitagaa
caatcatoac

gagrgtitia

aacaatgtag
atggagetca
actigtcacy
cagaageaat
gagataggga
gaaagaccaa
cCggagaagg
cecacatoig
attgaagasg
acttcacngy
cobggettge
ttggtigagy
gecactytta
aaagcrgtgt
ggcacgetrta
gogoagrtoa
ca’actictgy
agtcaagoes

cgorgggata

Virus da veia amarela necrética da beterraba
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ggtgctigtg gttaaagtag atttatctaa tattgtattyg tacatagtty ccugttgtgt i
tgttgtcagt atgttgtact caccgbtitt cagcaacgat gttasagegt ccagotatge 120
gggagcaatt titaaggyga goggotgiat catggocged aattogitty ctcaattiygg 180
gagttgogat attccaaags atgtagocya ghtccatcact saggtigoca Coaaagages 240
cgatgtigac ataatygras aszaguggtua agrgaccgtt cgtotigtea ctorcaccyga 300
aactatttit ataatattat ctagatitgrt tdggttitgucy gtgtittigt tcatgatatg 360
trtaatgtct atagtttggt tttgygtatca tagataa 3487

<210> &

<211> 297

<21Z2> ADN

<213> Virus da veia amarela necrdtica da beterraba

<220>

«<221> misc feature

«<222> {1}..{(397)

<223> BNYVV P15 mutante (antisense)

<400> &

ttatctatga taccaaasce aaactataga cattaaacat atcaigaaca aagacacogc 60
Cazaccaaac astctagata atattataad astagtittog gtgagagics Caacacgasc 120
ggtcacttca cocctittita ccateatgis aacatodige tottiggigy caacctuagt 180
gatggactcg gotacatget tiggaatatc gcaactococa aattgagcaa acgaatioge 240
ggccatgata Caglcgotor cottaaaaat tgotooogea tagetgyacg ctitaacate 300
gtrgoigaaa aacgytgagt acaacatact ¢acaacaaca caaccgygcaa ctatghacas 360
tacaatatta gataaatcta ctttaaccac aagcace 387

<210> 7

<211> 1056

<212> ADN

«213> BMYV e BNYVV

<220>

<221> misc feature

<222> (1} ..{105%6)
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«<223> PO

<400> 7

ggtgctigig
tgrtgtcagt
gggageaatt
gagttycgat
cgatgttyac
aactatttet
tttaatgict
geagrotaty
aacagcetaca
aacttttgag
taageagete
ggreaggtte
agtgecooce
495UHAGIEY
ghteotitea
tattagaaty

ggtactigtt
CCaccritty

<210> 8
<211l>
<212>
«<213>

I’\
A
[A®]
A

mi

N
N

A
| 3%]
Ny R

N = O
Vv \

A
[N
[SW)
W
v

<400> 8

o)

8C
(1) ..

PO P15 antisense

gttaaagtag
argttgtac

tttaagygga
atrtocaaage
ataatgytas
aragtattat
atagrriggt
caatttcage
gagcgagttt
aatgaaaact
gacccoggda
tacaattact
3graaagacy
ctacaacgeo
gtatggtota

gaccatatrta

gRagaactat

gotgaagolc

1056
ADN
BMYV

featu
{1056

2 BNY

atttatctaa
cacegtetet
grggctgtat
atgtageoga
aaaggggrya
ctagattygrt
trEggtatca
ttaaaacaaa
taaacaccge
gtattogite
gotttattea
grggagocgt
ttaaaagatt
gragagaast
ctgaaagega

tratggkott

accatagaas

grggrargga

VvV

re

\
/

tatigtattyg
cagcaacgat
Catggoogeg
gtocatcact
agtgacoght
tygttgacy
tagataacaa
cagtttcact
gtatittctt
tottotogok
cgetocogyn
grtacocage
ttaccrtges
trtctotoge
gagaaagcts

acgcgataty

tacttatget
TELtig

tacatagitg
gttaaagogt
aattogtttg
aaggttgcoa
cgtgttgtga
grtgttttigt
aagaaaccag
tgttcgtiga
acgaatcatt
geretrgecty
aaacgecagt
acteyoaaca
cgasattcag
ggrgaagay
cgggagagtc
ggcactctct

gageicgott

cogottgtgt
ceagetatge
ctcaattigy
£CAaAYAYCA
ctetcaccya
teatgataty
cgaggatcta
accgaceyct
tacegetegt
rgetgetcag
ctttacgact
ttgacttacy
gCagagatct
agrttasana
ctaaaatoga

tgcaccgtct

titgogtics

40
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CR33aATCCa taccacgage thcaccaaad aggoggtgaa CgCcaaarage gageicagea 60
taagtattic tatggtatag ttottcaaca agtaccagac ¢ggtgeaagag agtgoccata 120
tcgogtaaga ccataataat atggtcocatt ctaatatcga tittaggact ctoccgtagc 180
TTTCLCtogs Tttcagcaca ¢oatactgad aggaactitt taaactcige ticaccgoga 240
gagaaaaltt ctCLgegecg tilgtagoctc toooccagat ctotgectaga atttoggaca 300
aggtaaaate tittaacgte tttictoagsn gucacicgta agicaatgtt gogagtgoty 360
gotaacacgg <iccgcagta attgtagaac ctggocagtc giaragactg goglittcocg 420
ggagcgtaaa taaagotococ ggoghcgage tgcttactga gcagcaragg cagageagog 430
agaagagaac gaatacagltt TLCcattcica aaagtiacga gogaiaaatyg attogtaaga 540
aaatacgcgg Tgthtaaaac togltciagta gotgttagea gtoggitcaa Cgaacaaghg 500
azactgtity ttttaagctg aaatitgcaia gactgotaga toctcgotgg Tioottitgt oy
tatctatgat accaaaacca aactatagac attasacata tcatgaacaa aaacaccgeoc 720
aaaccaaaca aictagataa tattataaaa atagtticgg tgagagtcac aacacgaacg 720
grtcacticac Cocttitiac cattatgica acatcgiget Ctrttggtauc aaccttagtg 840
atggactogy ctacatgctt tgeaatatcd Caactcdcas atiyageada cgasttcygcy S04
gecatgatad agoogotoos cttaaadatt goetocogeat agotggacyge tttaacatoy 960
ttgoigaaaa acggtgagta caacatacig acaacaacac aacoggcaac tatgtacaat 1020

acaatatrtag atasatctac tittaaccaca agoacc 10586

«210> 8

<211> 1058

<212> ADN

<213> BMYV e BNYVV

o

<221> migc featurs

2
<223> PO Plh gense

ééiéégaé&c CARgegaggat CLageagict atgoaatttc agettasaac azacagtrc &0
acttgttogt tgaaccgace gotaacaget acagagegag trttaaacac cgogtatttt 120

crtacgaate atttacoget Cgtasctitt gagaatgaaa actytattcg thotettote 180
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=~}
o]
w

¢

gotgetetye
gggaaacgec
agcactogea
goocgaaatt
cycggtgaag
ctacgggaga
atgggeacte
gotgagetcy
tggtgettgt
ttgtigteag
cyguageaat
gyagttgena
acgatgttoa
aaactatttt

gtttaatgec

<210>
<211
<212>

<213>

10

ADN

AN A
NN B
PN
Y = O
V V

v

A

o
NN
5]

.

10

misc

cttLgotact
agtetttacy
acattgactt
caggaagada
cagagtttaa
gtectaaaat
teEEgracey
cttrttgogt
ggtrtaaagta
tatgtigtac
tEttaagugy
tattocaaay
cataatggta
tataatatta

tatagtityy

1572

anti

cagtaagead
actyggocany
acgagtgeee

tetgaggyay

cgatattaga
tekggtactt
tcaccaccrt
gartratcta
rcacegttet
agcgyctyta
catgtagoey
a3aaggagty
teragattgt
ttitggratc

BMYV & BNYVV

feature
{1}y..{1572)
PO P15

gensge

ctegacoecy
tictacaatt
coecaganaay
aggctacaac
tragtatgot
atggaccata
gtigaagaac
tttggtgaag
atattgtatt
trageaacya
teatggocye
agtecateac
aagtgacogt
trgotttade

atagataa

ggagetttat
actgcggage
acgitaaaag
goegoagaga
gtgctgaaag
ttattatgyt
tataccatag
ctogtgotat
gtacatagtt
tgrtaaagey
gaattcyttt
taaggitace
togtgttatg
ggtgritrig

tracgctece
cgtygtiaced
atittacctt
aatttrotct
cgagayaaag
cttacgcgat
aaatactiat
ggatttttga
gecgattgty
tecagotaty
getoaattty
accaaagage
actctcaccy

rreatgatat

240
300
360
420
480
540
e00
660
720
780
840
950
560
1020
1858

42
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gargotigty
Tgitgrcagt
gagagcaatt
gagttgcgat
cgatgtigac
aactatitet
tttastgtct
tggritrata
QTTLCgitt
tagacatiaa
tazaaatagt
tgreaacatc

tatcgeaact

aaattgotec
tactgacaac
Cracaagoac
agegagotea
gagagtgeoe
actctecoygt
Lgcttcacey
tgaatttcgy
gtigogagty
ctggegttic
aggcagagea
atgaticgra
CAACPRACEE

tggtttotet

<210>
<211>
<212>
<213>

11

A
N}
v

A1

A
NN
N
w N PO
A

\

I’\
vV

A

N
3
>

gttaaagtag
argrrgtact
trtaagggaa
attccazage
araatggtaa
artzatattar
atagtitggt
tgtactactg
cacigtiaty
agatatcaty
ttcggtygaga
grgoctolitty

CoCalaatiga

cgcatagety
aacacaaccg
catcaanaat
gcataagtat
atatcgogta
agetttctct
cgagagaasa
geaaggtaas
ctygggtaaca
cCgguageyt
gcygagaagag
agaaaatacy
gtygaaactyt

tg

1351

AND

atitatctas
CRCCOTLTEL
gcggcergtart
atgtageoga
aaaggaggtoa
cragatigty
titggtatca
ttgtagotga
caggogatoc
aacaaanzaca
gteacaacac
grggcaacct

graaacgaat

gacgctttaa
geaactatgt
crataccacy
ttotatggta
agaccataat
cyetticage
ttictotyey
atctrttaac
CHGCECogca
gaztasaget
aacgaataca
cggtatttaa

ttgttttaagy

Petunia sp.

misc feature
(1) .. {1351)

Intrdo de petinia

tattgratty
cagoaacgatr
Catgyccgog
gtccatcact
agtgacogtt
tggrttggoy
tagataacct
aatrtaggtc
taggttatct
Cogeeazacs
gaacggteac
tagtgatgga
Togeggecat

catcgttget
acaatacaat
agctteaces
tagrtottca
aatatggtec
acaceatact
geyttgtage
gtcttticty
gtaattgtag
CCCEggutay
grrttcatte
aactogorct

ctgaratige

tacatagityg
gtrtaaageygt
aarLcgritg
aAPoLLECCa
cgtgttgtga
grgreirtgr
agoaaatrta
Ttotigotga
atgataccaa
aaacaatcra
ttoacecott
ctoggetaca

gartacageag

gaaaaacggt
attagataaa
23a30¢tagt
acaagtacca
attctaatat
gaanggaact
cteteoeoea
gggggcacte
aagctggcca
agetgortac
tcaaaagtta
gtagotgtta

atagactget

cogottygtgt
coageratge
CTCaattiog
ceazagagea
ctetcaccga
Lcatgataty
aattaaatcs
atttatttct
aaccaaacta
gataatatta
traccatia
Tgotttggaa

creoeetaa

gagtacaaca
tctactitaa
gaacgcaaaa
gacggtacaa
cgattttagy
tritanacto
gatctotgee
gtaagtcaat
gtcgtaaaga
rgagragoan
cgageggtaa
geggroggtt

agatcotoge

840

900

360
1826
1680
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

43
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<400> 11

gtgtaagaat
trtgattgaa
gggtggecga
gtaattacty
gagaatgtca
gatttacaac
taagtggett
aaaaagtage
atatattaat
gtetcacttt
thaaactata
atctatactc
trttcygaagy
wtygtcgaaa

ttttttgtoc

tageatcaca
aactagtaaa
ttagasatta
asaatgtittt
atottactaa
agctottaat
gtactttaaa

tttcttcaca

<210> 12
<211l> 91

trcttatgtt
atttygacast
cgaattygtyy
tttoegtite
geattataaa
cacasasgta
ataagtcaaa
ttttasgeca
gguttiataa
a3gactacasa
acacataaag
tctcegtiaa
TEataaacac
attcgtgtgt

ttttottict

cgtgagatut
atacaacaca
gttgtecaas
ttotcactoc
ctitgtggaa
f s ot ol o
geacctataa

totttittyg

<212> AND

<213>
<220>
<221> mi
222> (1
<223>

\
i
(o]
o
\

i2

Beta vulg

acattattac
tatttcttgt
gaaggtagaa
aatttatyty
caatttaatt
tetatgagod
aagtgacant
ctratgactt
gettataage
ftttaaaagt
tgaaacggay
tttgetetrtt
agacagatgt
trctagetag

atttttcats

ttttrargat
tgttaatiga
tgetttgasa
alagaaagay
ctasatgtac
tatttattga
acacttactt

tcattigea

[

arls

sc_feature

) .. {91)

attcaacgtt

tthtttrttt

acaatattic
ttgaaattac
tgttigagtg
thttgagaag
ataagtcocaa
cactttiaay
crtcatitat
ggaataagat
agtttgatit
ttoocagoys
tacrtgatgr

ttacaatgaa

attgactaas
tacattgoty
ttagaaatcot
aaactgacat
atcagaatgt
gggttittgc
acacttgect

Y

Intrac de beterraba

ttatcttaat
gtcacactct
acttttgrta
ctrtttagte
aattttygcca
gacttatang
ttagaaaatc
asatrtrtaa
ctcacccada
ttettaatet
ggagtcataa
ggtacattaa
gotageaana
tatctttaac

ttatgagcaa

tecastottt
aacactygagy
trasteectt
gazagctcaa
trotgacatg
atgotatgea

tggagtttat

tggctotica
ttttgggtty
tactccatta
guttccasas
ttaataaaat
cagcttattt
ctaacttotc
gttaccaaac
ngggttotat
ccgtggadad
actaatccaa
taaaacagat
ttocaagatt
cttttagtaa

gttecttaay

aceattoctt
tiagaaaatt
ittt
aagatcatga
tgasastygan
ttcaatttga
gtrttagtgt

Y
126
120
240
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Tazatccligy TTTiatatgl aciacigtig tagltgaaat LTaggicttc tigltgaatt

tattictatt togitttcac tgttaticag ¢

<210>
<211>
<212>

<213>

A ANA
[ N2
b NSRS
w O
V VooV

A
N
N

N = O
Y

13
2701
ADN

[\

Sequéncia artificial

PO em gancho

misc feature

<222> (1064)..(1064)

<223> n corregponde a a, ¢, g ou t
«<220>

<221> misc_feature

<222> {(1277)..{1277)

<223> n corregponde a a, <, g ou t
<400> 13

Caaaagaaas Cagogaggat ctageagict atgeaatito agetiaaaac
actigiicgt tgaaccgaco gotaacagot acagagegag tittaaacac

ctracgrats
JCTHCTCTYC
gogasacyes
agcactcgea
goeogasatt

cgegatgaag

atttacocgot
CLLTLgQCTaCt
agtotttacg
acatigactt
caggcagaga

cagagtttaa

cgtaaciiot
cagtaageag
actggocagy
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cracgggaga
atgggcacto
gCtgagetcg
ctaggaaatt
traatigget
actottittg
tgttatactc
tagtoggtec
tgecattaat
ataagcaget
aaatcoyaac
tttasgitac
cCazacggyt
aatotocgty
catasactas
attaataaaa
caaaaticca
traaccyirt
agcaagitog
totttaccat
tgaggttaga
COCTTatret
cteaazagat
acatgtgaaa
atgeartcas
trtatgyrtrt
ggcaaaaatc
cataagvart
tatogogiaa
grtttetcre
gagagaaaat
caaggtaala
tgggtascac
coggagegta
cgagaagags
gaaaatacge
tgaaactygtt
g

grccraaaar
tottgcacey
crrtrgogt
taaatgtgta
cticattiga
agttggggty
cattagtaat
CAlaagaszaa
aadargarit
tattitaagt
tictcaasaa
caascatata
TCTATYECEC
gegaginaaa
tCCaaatcta
cagattiitc
agatricLgt
agraartitt
ttaagtagca
tecttaacta
aaattttaga
TTtttaaaat
catgaatrcrt
atgazagolc
thtgagtact
agrgtrtict
cataccacga
vorarggrart
gaccataata
gettrcagca
TLCtCEgogy
tottttaacy
gacteogeag
aataaagoic
ACq3atacag
ggtatttaaa
tgttttaage

cgatattaga
tctggtactt
teacracoty
agaatttcit
ttgaaatity
googacgaat
tactgtiice
tgrcageatrt
acaaccacaa
gactiataag
gtagotttea
Ltrtaatgggatt
actrtagact
ctataacaca
tactctotoc
gaaggtrtata
cyaaaaticy
tgtcottite
tcacangtga
Jtazaataca
aattagtbgt
QUELLTLCLC
ACTA3CTELY
ttaatttict
ttagagoacc
tcacatcttt
gettcaccaa
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atatggioca
caccatacty
cgttgtagee
tctittoctyy
taattgtaga
ceggagtaga
Trrcatict
actegototy
tgaaattygca
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gttgasgasc
rttdgutgaagn
atgttacatt
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tgtgggaagy
gtticaatit
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aagtatctat
tCaasaagty
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Lataagcita
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taaagtygaaa
grtaattiot
aacacagaca
Tgtgtricea
trtctatett
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tggaactaaa
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crrgritott
tagaaagagq
atgitgacaat
taatttrgaa
Yageorgnry
acantittiyg
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geattitige
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tgaticgtaa
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caaaagaaas
acttgticgt
cttacgaato
gorgetctge
gggasacygco
aycactegea
gooegaaatt
cgcggtgaad
ctacgggags
3tgggcactc
grigagotcg
ctaggaaart
TCricrigot
aatecataco
rartecratg
gtaagaccat
Letogoitic
a2atTicLcy
3aaatcLLee
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cgtaaataaa
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acgeggtgtt
TOrLTgueet
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cagrgaggat
tgaaccgacc
atttacogot
ctitgctget
agtotttacg
acattgactt
cagglagaga
cagagtttaa
gtcctaaaat
tettgeaccyg
cttttigegt
taaattaasat
gaartiatt
acgagetica
graragrict
aataatargg
agcacaccat
gogoogtogs
aacgiotty
gragtaatis
gereocgggy
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chageagtot
gotaacaget
ngtaactttt
cagtaagoasy
aCLYGrea gy
acuagtyees
tCtggyagad
aaagttoott
cgatattaga
tCtggtactt
tcaccacctt
cCrggtitia
Ctgrtitogtt
cCaaaraggt
tCaacaagta
tccattctaa
acigaaagga
AgUCECTCCe
ctagggogca
tagaacciyg
tcgagotygetn
ttctcaaaag
tCtgtagcig

tgcatagact

atgcaattic
Icagagegag
gagaatgaas
cregacocey
ttotacaatt
£CC3Uaaaa4y
aggctacaac
tcagtatgot
atggaccata
gttygaagaac
titggtgarg
tatgtactac
TCacrgrta
ggtgaacgea
ccagacagig
Tatcgatitt
actititaaa
CCagancrcy
crCygraagte
ccagtcgtaa
Tactgageag
ttacgageay
ttageggtog

goetagatect

artificial

gancho

agettaasac
titiaaacac
ackgtaticg
ggagetttat
actgeggage
acgttaasag
googeagaga
gtgetgasag
ttattatagt
tataccatag
ctcgtggtat
TaTtgrage
ttcagggagat
AA3RGEGAGT
caagagadgtg
AqURCTCLCC
ctotgotica
goctgaatis
aatgttgega
agactggeqt
CA3EYRCAYa
taaatrgattc
gttcaacgas

cgotgghitc

aaacagrtte
cgegtatitt
thotcticte
tracgoetocs
Cgtgttaccec
attttacett
agattitctct
cgagagaaag
cttacgogat
aaatacttat
gaatittige
gaaatttagg
cocrtaggoaaa
tcagcataag
cocatatogo
cgtagortic
CLgogagaga
Cgggcaaggt
gractgoata
ttocecguoag
gragogagaa
gtaagaaaat
caagtaaaac

TLLTg
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ggtactigty
tgttgtoagt
gugagcastt
gagtigogat
cgatgtrgac
aactatitet
trtaatgtct
geagtctatg
aacagataca
aacttityag
taagagets
guccaggtic
agrygoeooe
gugygagaygd
grttcctitca
tattagaatg
ggtactigit
CLaccrrint
ggttitatat
TLLCguiLLc
aaaaggiogt
acaagtacca
atictaatat
gaaagaaact
ctetoceaea
F4gggcacic
aacCEgyoea
agorgortac
trasaaagtia

gragetgtta

atagactget
gacattaaac
aaaatagtrt
tcaacategt
fogeaacice
atrgetoceng
ctgacaacaa

a¢aagcaco

gttaaagtagy
atgtigtact
tEtasggnas
3ttccaaagc
ataatggtas
atagtattat
atagitiggt
caatticagce
gagogagttt
aatgaanact
JacoCoggya
tacasttact
agaaaagacg
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gtatggtgtg
gaccatatta
gaagaactat
gargaagctc
gtactactgyt
actgrtartc
gaacgeaaas
gacggtgoaa
cgatittagg
Ttttaaactc
gatctctgoc
gtaagicaat
gtogtaaaga
tgagcagras
cgageggtaa
goggteggtt

agatcotege
atatcatgaa
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goetottigot
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CRCAACCHYE
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aaaguagrga
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aggygaroct
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aactatgtac
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grtacocoaye
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Tacttatgaot
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atatcgogta
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gcaaggtaaa
Crgggtaaca
cegogagogt
JCgagaagag
agaaaatacy

grgaaactgt
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gtgatggact
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cgrgttgtga
ghgtrtttyt
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tgttcattyga
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tCttgoetgaa
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tictatggta
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tgacttacy
geagagatct
agrttazaaa
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Ttrattictg
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tagtictica
aatatggtcc
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C3ARAGAAARE
acLTgrtcgt
cttacgaatc
gergeretyge
gggaaacgeo
agcactogea
geocgaaatt
cgcggtgaay
ctacgggaga
atgggeactc
gotgageteg
tggtgcttat
ttgttgtcay
cgggagcaat
ggagtigcga
acgatgttyga
aagctatttt
gtttastgic
ctggrittat
tgrtecgtet
atagacatta

ataaasatag

cagegaggat
tgaaccgacc
arttacoget
cittgetget
agtctttacya
acattgactt
caggcagaga
cagagtitaa
gtoctaaaat
tCetigeaceg
crttttgcgt
ggttaaagta
tatgttgtac
tEttaagedg
tattccaaag
cataatggra
bataastatta
tatagtitgg
atgtactact
tractgttat
sacatatcat

trtoggtgag

P15 PO em gancho

ctagcagtet
geraacaget
cgraactiet
cagraagoay
actggccagg
acgagtgoeo
totggggsag
aaagttectt
cgatattaga
Lerggtactt
traccacott
gatttatcta
tcaccygritt
ageggetota
catgtagocy
aGaaagygaty
tctagathgt
trrtggtatc
gttgtagoty
rCaggygate
G3aC32a3ac

greadasca

argeaatrte
acagagogag
gagaatgaaa
CTogacceog
ttctacaatt
CCCagaraag
aggctacaac
teagtatggt
atggaccata
gttgaagaac
tttggtdaag
atattgtatt
teagcaacga
teatggeeyc
agtceateac
aagtgacegt
ttggtttgge
atagataacc
aaatrttaggt
craggttate
accgocaaad

cgaacgytca

agcetiaaaac
tTitaaacac
actgraticy
ggagcetitat
actgcggage
acgttaaaag
geegeagana
gtgctgaaag
ttattatggt
tataccatag
Crtegtggeat
gtacatagtt
tgttaaageg
gaattcgttt
taaggttgoo
togtgttgtg
gutgtitttig
taggaaattt
crtecrtgetyg
t3tgatacca
CRa3CA3LCE

cticacoect

aaacagritc
Cgogrartet
et
TLacgeLoce
cgtgttacce
attitaccty
aatyiLtctct
cgagagaaay
cttacgegat

aaatacttrat

goatttttga

gocyggtrgty
tocagetaty
gotcaatity
accaaagage
actotcacoy
ttcatgatat
aaattaastc
aarttatitc
aaaccaaact
agataatatt

ttrtaccatt
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atgtcaacat
atatcgoaac
aaaattgcto
atacigacaa
ACCACIAYla
aagcgagec
agagagtgec
gactotocey
crgctiacs
ctgaatticy
tgttycgagt
aciggcgy
aaggeagage
aatgattogt
tCaacgaaca

ctgatttott
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cytgototit
reccaaattg
cogcatagot
caacacaace
ccatcaaaaa
agcataagea
catategegt
ragetttete
gcgagagaaa
gycaaggtaa
gctgggta&c
CCCYUggagcy
agogagaaga
aagaaaatac
agtyaaacty

Tty
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ggtggcaacc
ageaaacgaa
ggacgettta
ggeaactatyg
tecataccac
trictatgyt
aagaccataa

tegotttoag

TTLCLCLyC
aatctittaa
acggetecye
tasataaago
gaacyaatac
geagtattta

trigtvttaa

tragtgatgy
ttogoggoeca
acatcgriys
tacaatacaa
gagerteace
atagticttc
taatatggtc
cacaccatac
guCgrtatay
cgrotttict
agtastigta
TCCCHUQYEC
agttttcatt
aaackegote

gCtganaty

do amarelecimento suave da

de BMYV

acteggetac
tgatacaged
tgaaaacyy
tattagataa
aaasagytay
aacaagtace
cattctaata
tgaaaggasc
cotctoccec
ggggygeact
gaacctyyco
gagotgotea
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tgtagotgrt
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atgettigga
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tgagtacaac
atctacttta
tgaacgeasa
agacyggtgea
tcgattitag
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agatctctyc
cgtaagtcaa
agtcgtaaag
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acgagoggta
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REIVINDICACOES
1. Uma construgdo de ARN compreendendo uma sequéncia de
segmentos sense e uma seguéncia de segmentos antisense
tendo seguénciag deduzidas a partir do gens PO do genoma
BMYV ou de um gene ortdlogo, em gue a referida seguéncia de
gsegmentog senge e a veferida geguéncia de szegmento
antisense compreendem ambas um fragmentce de nucledtidos
tendo a sequéncia que partilha pelo mencg 85 % de
identidade de sgequéncia com o gene PO (SEQ.ID.NO:17) do

genoma BMYV ou de um gene ortdlogo.

2. A construgdo de ARN de acordo com a reivindicacdo 1,

em gue als) seguéncial{g) de segmentos sense e/ou segmentos

antisense compreende(m) ainda um fragmento de nucledtido
A Q

tendo a{g) sequéncia(g) gque partilha{m) peloc menog 85 % de

identidade de seguéncia com a seguéncia ndo traduzida de

extremidade 5’ (UTR 57 adjacente A4 sequéncia de

nucledtidos de gene P{ do genoma BMYV.

3. A construcgdo de ARN de acordo com qualquer uma das
antericres reivindicagdes, em que as sequéncias  de
segmentos sense e gegmentos antisense compreendem  um
fragmento de nucledtido tendo seguénciasg que partilham pelo
menosg 85 % de identidade de seguénceia com © gene PO do

genoma BMYV.

4. A construcdo de ARN de acordo com a reivindicacdo 3,
em que ag sequéncias de segmentos sense e gegmentos
antigsense compreendem ainda um fragmento de nucledtidos
tendc seguéncias que partilham pelo mencs 8% % de

identidade de gequéncia com o gene Pl do genoma BMYV.

5. A construgdo de ARN de acordo com gqualquer uma das

antericres relivindicagdes, em que o gegmento sense
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compreende ou consiste na seguéncia SEQ.ID.NO:1 e/ou o
segmento ntisense compresnde ou congigste na seguéncia
SEQ.ID.NG:3.

5. A counstrucdc de ARN de accordo com gualguer uma das
reivindicacgdes anteriores, em gque as gequéncias  de
segmentog sense e gegnentos antisense compreendem ambas
ainda um fragmento de nucledtido gue partilha pelo mencg 85
% de identidade de sequéncia com <o genoma BNYVV e
preferencialmente em que o vreferido segmento sense
compreende um fragmento de SEQ.ID.NO:5 e o referido

gagmento antisense compreende um fragmento de SEQ.ID.NG:6.

7. A construcdo de acordo com gualguer uma das anteriores
reivindicagdes, em gque o(g) gegmento{g) e o(g) fragmento(g)
compreende (m) mais de 10 nucledtidog, preferencialmente

entre 15 & 25 nucledtidos.

8. Uma consgtrucdo de ADN que pode ser tCranscrita na
construcido de ARN de acordo com gualquer uma das anteriores

reivindicagbes 1 a 7.

9. Um vetor compreendendo a sequénecia de nucledtidos da
construgdo de &cido nuclieico de acorde com gqualguer uma das

anteriores reivindicagleg 1 a 8.

10. Uma wmolécula de ARN autocomplementar bicatenirio
expressada através da construgdc de ADN de acorde com a

reivindicacio § ou o vetor de acordo com a reiwvindicacdo 9.

11. Um método para a inducgidc de tolerdncia ou registéncia,
preferencialmente resisténcia total, pelo menos ao virus
BMYV e possgivelmente a outryre virus, numa planta ou numa
célula de planta, o referido método compreendendo as etapas

de: preparacdo da construcdo de &acido nucieico de accordo
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com gqualguer uma das anteriores reivindicagdes 1 a 9,
ligada de modo funcional a uma ou mals seguéncias
reguladoras ativas na planta ou na célula de planta, e a
trangsformacdoc da célula de planta com a construcdco de dcido
nucleico, induzindo assim a resgisténcia pelo menos ao virus

BMYV na planta ou na célula de planta.

12. O métcdo de accordo com a reivindicacdo 11, em que O
cutro virus é selecionado a partir do grupo gue consigte em
Virug do mosaico amarelo do nabe, Virug do  amarelo
transmitido pelo pulgdo da clrcuma, Virus do enrvolamento da
folha da batata, Virus da folha amarela da cana-de-ac¢lcar,
Virus do Mosaico da Enacdc da Ervilha, Virus do amarelo da
beterraba ocidental-E.U.A., Virus da clorogse da beterraba,
Virug do nanisgmo amarele do  cereal e  virus  BNYVV,

preferencialmente ¢ virus BNYVV.

13. Um método para a inducdo de tolervlncia pelo menog ao
virus BMYV compreendendo a etapa de preparagdc de uma
construcdo de Aacido nucleico compreendendc um  gsegmento
gense e um gegmento antisense deduzidos a partir de uma
sequéncia de nucledtidos BRYVV, szendo preferencialmente
deduzidog a partir do gene que codifica a proteina P15 do
referido BNYVV.

14. Uma planta transgénica ou uma célula de planta
transgénica tolerante ou registente, de preferéncia
totalmente registente pelo menos ac virus BMYV e
pogsivelmente a um ou mais outros virus e compreendendo uma
construcdo de acido nucleico capaz de expressar a seguéncia
de nucledtidos de acordo com gualguer uma dasg
reivindicacdes 1 a 7, preferencialmente a construcdc de ADN
de acorde com a reivindicacdo 8, ligada de modo funcional a
uma ou maig sgequéncias reguladorag ativas na planta ou na

célula de planta, e/ou compreendendc um vetor de acordo com
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a reivindicacdo 9, e/ou compreendendce uma molécula de ARN
autocomplementay bicatendrio de acordo com a reivindicacgdo
10.

15. A planta transgénica ou célula de planta transgénica
de acordo com a reivindicacdo 14 selecionada a partir do
grupoc gue consiste em alface, pepino, batata, cana-de-
aclicar, ervilha, cavada e beterraba, gendo

preferencialmente uma beterraba ou uma célula de beterraba.

16. Um tecido e planta transgénica e/ou uma estrutura
reproduzivel derivados da célula de planta transgénica de
acordo com ag reivindicacdes 14 ou 15, em gue o referido
tecido é sgelecionado a partir do grupe gue consisgte em
fruto, caule, vraiz, tubé&rculo e sgenmente, ou em gue a
referida estrutura reprcoduzivel & selecionada a partir do

grupc gue congiste em calos, rebentos ou embriles.

i
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