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compreendendo a etapa de inibir a atividade de uma invertase no
tecido da raiz da referida planta.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "METODOS
PARA AUMENTAR A PROPORCAO DE BROTO PARA RAIZ, A PRODU-
CAO DE SEMENTES E A RESISTENCIA A DOENGAS".

A presente invencao refere-se a métodos para aumentar a pro-
porcao de broto para raiz, produgdo de sementes e resisténcia a doencgas.

| Além disso a presente invengao se refere a novas invertases e
ao uso das mesmas.

A proporgéo de broto para raiz, a produgao de sementes e a re-
sisténcia a patégenos em plantas sdo particularmente ligadas ao metabolis-
moo dos carboidratos. Mais especificamente, em plantas superiores, o cres-
cimento e o metabolismo de tecidos enterrados (sink tissues) é sustentado
pelos carboidratos sintetizados em folhas fonte e transportados, essencial-
mente sob a forma de sacarose, através do floema para dentro dos tecidos
enterrados. Foi demonstrado que as relagbes fonte-enterrado se alteram
com o crescimento e o desenvolvimento das plantas e em reSposta a dife-
rentes stresses bibticos e abidticos. De fato, a aquisicdo de carbono fixado
do broto pelas raizes parece ser determinada tanto pela disponibilidade de,
quanto pela necessidade de, assimilados no broto e raiz réspectivamente
(Farrar e Jones, 2000). O uso de sacarose nos tecidos enterrados requer
clivagem da ligagao glicosidica, catalisada tanto por sacarose sintase quanto
invertases. A sacarose sintase cliva a sacarose em UDP-glucose e frutose,
ao passo que a invertases hidrolisa sacarose nos monémeros de hexose.
Trés tipos de isoenzimas invertase sdo diferenciadas com base na solubili-
dade, localizagdo sub-celular, pH étimo e ponto isoelétrico (Roitsch e Gonza-
lez, 2004). Entre estas, foi demonstrado que invertases ligadas a parede ce-
lular tém uma fungéo crucial no particionamento dos carboidratos e supri-
mento de fotoassimilados para tecidos enterrados (Tang et al., 1999; Goetz
et al., 2001; Weschke et al., 2003). A cliavagem de sacarose no sitio de des-
carregamento de floema e o transporte das hexoses geradas para dentro
das células enterradas, através da acao combinada de invertases da parede
celular e transportadores de hexose, produz diferengas na pressao osmética

- que dirige o transporte de sacarose no floema. Um descarregamento apo
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plasmico de sacarose € nao somente caracteristica de tecidos simplasmica-
mente isolados mas também de tecidos ativamente em crescimento, como
pontas da raiz priméaria de milho, onde a demanda de fotoassimilados néo
pode ser satisfeita somente pelo descarregamento simplasmico (Bret-Harte
e Silk, 1994). A alta atividade de invertase reportada em pontas de raiz e
sitio de emergéncia de raizes secundarias corrobora uma fungéo da inverta-
se da parede celular no crescimento ativo deste tecido enterrado (Eschrich,
1980). Em Arabidopsis thaliana, o padrao de expressdo de invertases da
parede celular e vacuolares na raiz durante o desenvolvimento e em respos-
ta a diferentes condi¢des de cultura sugere que a invertase da parede celular
esta envolvida no particionamento da sacarose em condi¢des com aIgUmas
altas demandas assimiladas neste tecido. Em raizes maduras, no entanto, a
expressdo de invertase da parede celular ndo é detectada e a expressao de
invertase vacuolar seria responséavel pela entrada de sacarose (Tymowska-

Lalanne e Kreis, 1998). O descarregamento de floema em raizes maduras

‘entdo se adequaria ao modelo proposto por Sturm et al. (1995), onde a forga

propulsora para descarregamento de sacarose resulta da clivagem do agu-
car por sacarose sintase e invertase vacuolar no citosol. Em raizes de carrot
tap, o efeito da inibicao énti-sentido de invertases vacuolares e da parede
celular sobre o fenétipo da planta sugere um papel importante no particio-
namento da sacarose (Tang et al., 1999). Além disso, a invertase vacuolar
pode ser um regulador chave da expanséo celular, devido ao duplo potencial
osmético geradd por clivagem de sacarose no vacuolo.

Dada esta interagdo altamente complexa de elementos do me-
tabolismo de carboidratos vegetais, o problema subjacente a presente in-
vencao é identificar métodos para aumentar a proporgao de broto para raiz,
a produgao de sementes e a resisténcia a doengas em plantas.

O problema subjacente a presente invenc¢do é resolvido em um
primeiro aspecto por um método para aumentar a propor¢ao de broto para
raiz de uma planta compreendendo a etapa de '

inibir a atividade de uma invertase no tecido da raiz da referida

planta.
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O problema subjacente a presente invengéo é resolvido em um
segundo aspecto por um método para aumentar a produgéo de semente de
uma planta compreendendo a etapa de

inibir a atividade de uma invertase no tecido da raiz da referida
planta.

O problema subjacente a presente invengéo é resolvido em,urﬁ
terceiro aspecto por um método para aumentar a resistancia a uma doenca
de uma planta compreendendo a etapa de

inibir a atividade de uma invertase no tecido da raiz da referida
planta.

EM uma modalidade de acordo com o primeiro, o segundo e 0

terceiro aspecto da presente invengdo a atividade da invertase é inibida ou

por |
(a) um knock-down da invertase ou
(b) nocaute da invertase, ou
(c) um in_ibidor para a invertase.

Deve ser observado gue caso nao indicado ao contrario, quais-
quer das modalidades seguintes é uma modalidade do priméiro, do segundo
e do terceiro aspecto da presente invengao.

Em uma modalidade o inibidor é ativo no tecido da raiz da plan-
ta. |
| Em uma modalidade o inibidor & um polipeptideo.

Em uma modalidade o inibidor é codificado por um &cido nucléi-
Co.

Em uma modalidade o acido nucléico esta sob o controle de um
elemento de transcrigdo e/ou um elemento de translagao, por m_éio da qual o
referido elemento de transcrigéo e/ou o referido elemento de translagao pos-
sibilita a especifica transcricdo e/ou translagdo do acido nucléico em tecido
da raiz.

Em uma modalidade o elemento de transcrigdo € um promotor,
preferencialmente um promotor especifico para raiz.

Em uma modalidade o promotor € um promotor indutivel.
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Em uma modalidade o promotbr é selecionado entre o-grUpo
compreendendo promotor pyk10, promotor T80-criptico, e promotor WRKY®6.

Em uma modalidade o promotor é pfomotor T80-criptico.

Em uma modalidade o inibidor é selecionado entre o grupo
compreendendo inibidores de invertase do tabaco e inibidores de invertase
de Arabidopsis, por meio da qual, preferencialmente, os inibidores de inver-
tase do tabaco sdo selecionados entre o grupo compreendendo NT-CIF1,
Y12805; Nt-VIF, AY145781, e/ou, preferencialmente, os inibidores de inver-
tase de Arabidopsis sao selecionados entre o grupo compreendendo
AtC/VIF1, At1g47960; AtC/VIF2, At5g64620, e AtC/VIF3, At3g17130.

Em uma modalidade o knock-down é causado por silenciamento
genético pés‘-transcricional'e/ou CO-supressao.

Em uma modalidade a invertase é uma invertase selecionada
entre o grupo compreendendo uma invertase soluvel, uma invertase vacuo-
lar, uma invertase neutra / alcalina e uma invertase citoplasmatica.

Em uma modalidade a invertase € uma invertase selecionada
entre o grupo compreendendo uma invertase ligada a parede celular, e uma .
invertase extracelular, apopldsmica mas ndo ligada a parede ceIUIar_, por
meio da qual preferencialmente a invertase é uma invertase ligada a parede
celular.

Em uma modalidade a invertase é uma invertase tendo uma se-
quéncia de aminoéacidos, por meio da qual a seqiéncia de aminoacidos é
codificada por um acido nucléico o qual é.selecionado entre o grupo de se-
quiéncias de acido nucléico compreendendo seqléncias de acido nucléico de
SEQ. ID. N2 23 a 36.

Em uma modalidade a invertase é uma invertase tendo uma se-
qliéncia de aminoacidos, por meio da qual a sequéncia de aminoéacidos é
codificada por um acido nucléico o qual é selecionado entre o grupo de se-
quiiéncias de acido nucléico compreendendo sequéncias de &cido nucléico de
SEQ. ID. N2 1 a22. '

Em uma modalidade a doenca da planta € uma doencga envol-

vendo ou afetando o tecido da raiz
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Em uma modalidade a doehga da planta é transferida ou causa-
da por um patégeno.

Em uma modalidade o patégeno é selecionado entre o grupo
compreendendo Plasmodiophora brassicacae, Verticillium e nematodeos,
por meio da qual o nematddeo preferencialmente é Heterodera schachtii S-
chm. _ |

Em uma modalidade a doenga é selecionado entre o grupo
compreendendo doencas as quais sdo causadas por ou associadas com um
ofganismo selecionado entre o grupo compreendendo Pythium aphanider-
matum, Pythium ultimum, Phytophthora syringae P. undulata, Oxysporum f.
sp. radicis-lycopersici, Meloidogyne hapla, Phytophtora quercina e Rhizocto-
nia solani Kihn. | |

Em uma modalidade a planta € um membro da familia de Bras-
sicacae. _
Em uma modalidade a planta é seleéionado entre 0 grupo com-
preendendo colza, repolho e couve chinesa.

O problema subjacente a presente invengao é resolvido em um
quarto aspecto por uma molécula de acido nucléico, preferencialmente codi-
ficando para uma invertase, tendo uma seqiéncia de &cido nucléico, por
meio da qual a sequéncia de acido nucléico é selecionada entre o grupo de
seqliéncias de acido nucléico de SEQ. ID. N2 1 a 36, ou um &cido nucléico
essencialmente complementar a estas.

O problema subjacente a presente invengéo é resolvido em um
quinto aspecto por uma molécula de acido nucléico a qual hibridiza, prefe-
rencialmente sob condigdes estringentes, a seqﬂénvcia de acido nucléico de
acordo com o quarto aspecto da presente invengao. ‘

O problema subjacente a presente invengdo é resolvido em um
sexto aspecto por uma molécula de acido nucléico a qual, porém para a de-
generagao do codigo genético, hibridizaria, preferencialmente sob condigbes
estringentes, ao acido nucléico de acordo com o quarto ou 'o quinto aspecto
da presente invengéo.

O problema subjacente a presente invengao é resolvido em um
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sétimo aspecto por um polipeptideo, preferéncialmente uma invertase, codi-
ficado por uma molécula de acido nucléico de acordo com qualquer um do
quarto, do quinto e do sexto aspecto da presente invengao.

O problema subjacente & presente invengao € resolvido em um
oitavo aspecto por um vetor compreendendo uma molécula de acido nucléi-
co de acordo com qua|quer um do quarto, do quinto e do sexto aspecto da
presente invengao.

Em uma modalidade o vetor € um vetor de planta, mais prefe-
rencial um vetor de expressao vegetal.

Em uma modalidade o vetor compreende um promotor especifi-
CO para raiz.

O problema subjacente & presente invengéo € resolvido em um
nono aspecto por uma célula, preferencialmente uma célula de planta, com-
preendendo molécula de &cido nucléico de acordo com qualquer um do
quarto, do quinto e do sexto aspecto da presente invengao e/ou um vetor de
acordo com o oitavo aspecto da presente invengao.

O problema subjacente a presente invengdo é resolvido em um
décimo aspecto por um tecido e/ou um 6rgdo compreendendo uma molécula
de &cido nucléico de acordo com qualquer um do quarto, do quinto e do sex-
to aspecto da presente invencdo e/ou um vetor de acordo com o oitavo as-
pecto da presente invengcao e/ou uma célula de acordo com o nono aspecto
da presente invengao. ' |

Em uma modalidade do décimo aépecto o tecido € um tecido da
raiz e/ou o 6érgao € uma raiz.

0 problema subjacente a presente invengao € resolvido em um
décimo primeiro aspecto por um -organismo, preferencialmente uma planta,
compreendendo uma molécula de acido nucléico de acordo com qualquer
um do quarto, do quinto e do sexto aspecto da presente invengdo e/ou um
vetor de acordo com o oitavo aspecto da presente invengao e/ou uma célUIa
de acordo com o nono aspecto da presente invengdo.

O problema subjacente a presente invengao é resolvido em um

décimo segundo aspecto pelo uso de um constructo de acido nucléico para a
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modificagcdo do genoma de uma planta, por meio da qual o constructo com-

preende

(a) um promotor especifico para raiz; e

(b) um acido nucléico codificando para um inibidor de inver-
tase,

em que o promotor € 0 acudo nucléico codlflcando para a inver-
tase sdo encadeados operavelmente um ao outro.

O problema subjacente a presente invengéo é resolvido em um
décimo terceiro aspecto pelo uso de um constructo de &cido nucléico para
inibir a atividade ou presenca de uma invertase, preferencialmente uma in-
vertase em raiz e/ou tecido da raiz, por meio da qual o constructo compre-
ende | | |

(c) um promotor especifico para raiz; e

(d) um 4cido nucléico codificando para um inibidor de inver-
tase, |

em que o promotor e o acido nucléico codificando para a inver-
tase sdo encadeados operavelmente um ao outro. |

O problema subjacente a presente invengéo é resolvido em um
décimo quarto aspecto pelo uso de um constructo de acido nucléico para
aumentar a proporgéo de broto para raiz, produgdo de sementes e/ou resis-
téncia a doenca de uma planta, por meio da qual o constructo compreende

(e) um promotor especifico para raiz; e

(f) um acido nucléico codificando para um inibidor de inver-
tase, - _ |

em que o promotor e o acido nucléico codificando para a inver-
tase sdo encadeados operavelmente um ao outro. _V

O problema subjacente a presente invengdo é resolvido em um
décimo quinto aspecto pelo uso de um constructo de acido nucléico para a
fabricacdo de um medicamento para o tratamento de uma planta doenga,
por meio da qual o constructo compreende '

(9) um promotor especifico para raiz; e

(h) um &cido nucléico codificando para um inibidor de inver-
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tase,

em que o promotor e o acido nucléico codificando para a inver-
tase sao encadeados operavelmente um ao outro.

Em uma modalidade do décimo quinto aspecto da presente in-
vengao o medicamento é péra terapia genética de uma planta.

Em uma modalidade do décimo quinto aspecto da presente in-
vencdo a planta é uma célula de planta ou um tecido de planta, preferenci-
almente antes de regeneragao para uma planta madura.

O problema subjacente a presente invengdo é resolvido em um
décimo sexto aspecto pelo uso de um constructo de &cido nucléico para a
producdo de uma planta transgénica, por meio da qual a planta transgénica
preferenciaimente apresenta um ou mais de um aumento na proporgéo de
broto para raiz, aumento na producdo de sementes e aumento na resisténcia
a patégenos e/ou doengas.

O problema subjacente a presente invengao € resolvido em um

-décimo sétimo aspecto pelo uso de um polipeptideo de acordo com o sétimo

aspecto da presente invengdo como uma molécula alvo.

Em uma modalidade do décimo sétimo aspecto o polipeptideo é
uma molécula alvo para um inibidor in vitro e/ou in vivo. '

Em uma modalidade do décimo sétimo aspecto molécula alvo é
uma molécula alvo no tecido da raiz de uma planta.

Em uma modalidade do décimo sétimo aspecto da presente in-
vengao a moIécUla alvo é usada em um método de triagem para a identifica-
¢ao de um agente de protegdo vegetal.

Em uma modalidade do décimo sétimo aspecto da presente in-
vencdo a molécula alvo é usada em um método de triagem para a identifica-
cao de um promotor de crescimento vegetal.

Os presentes inventores descobriram surpreendentemente que
invertases e mais especificamente a atividade de invertase de raiz € um alvo
adequado para resolver os problemas subjacentes a presente invencao.
Mais especificamente, o presente inventor decobriu que a inibicdo da ativi-
dade de invertase e mais particularmente a atividade de invertase em raiz e
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tecido da raiz, respectivamente, € um meio adequado para aumentar, em
plantas, a proporgcao de broto para raiz, a produgdo de sementes e resistén-
cia a doenca em geral e a doengas relacionadas com raiz ou associadas
com raiz em particular. Ao contrario do que pode ter sido esperado por aque-
le versado na técnica, uma atividade de invertase reduzida na raiz produziu
um ligeiro aumento ao invés de uma redugéo, no peso fresco da raiz. No en-
tanto, o efeito mais pronunciado da inibir a atividade de invertase em raiz foi
observados nos brotos, isto €, um aumento na biomassa com respeito a
plantas controle e um aumento associado na proporg¢ao de broto para raiz. O
aumento do crescimento da parte areal da planta resultou em um aumento
da produgédo de brotos e numero de siliqua e, em conseqiéncia, um aumen-
to da producdo de sementes neste tipo de planta. Em outras palavras, a
compressao ou inibigdo raiz-especifica de uma invertase é adequada para

disparar estes efeitos. A medida que o ensinamento técnico da presente in-

vencdo é reduzir a atividade de uma invertase, preferencialmente uma inver-
tase na raiz e no tecido da raiz, respectivamente, de uma planta para a qual
sdo desejaveis os efeitos mencionados acima. Em principio, ha uma série de
meios e modos disponiveis para reduzir a atividade de invertase em tecido
de planta e mais especificamente em tecido da raiz. Um meio semelhante é
um knock-down do mRNA codificando para semelhante invertase, outro
meio é uso de um inibidor para a invertase por meio da qual o referido inibi-
dor é administrado a planta a ser tratada, preferencialmente por meio de en-
genharia genética.

Em uma modalidade preferencial da presente invengao, a inibi-A
¢do da atividade de invertase ocorre no nivel pos-translacional. Isto propor-
ciona a opg¢ao de que a atividade de invertase total seja factualmente reduzi-
da ou inibida 0 que esta em contraste com o fendémeno observado freqiien-
temente com knock-down de um unico gene codificante de invertase, onde
as plantas tipicamente reagem regulando para cima um gene de invertase
diferente. |

O termo knock-down conforme usado aqui, neste requerimento

~de patente, preferencialmente também compreende a atividade de nocaute .
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da invertase. Em conesao com a presente invengao, um knock-down ou no-
caute portanto é acompanhado por uma atividade reduzida da invertase a
qual é derrubada (knocked-down) ou arrasada (knocked-ouf). A referida re-
ducéo da atividade de uma invertase é tipicamente no minimo uma redugao
em cinco, mais preferencialmente 10, mais preferencialmente 20 ou mais por
cento da atividade comparada com a atividade nao arrasada. Sera reconhe-
cido por aqueles versados na técnica que um nocaute ou knock-down da
invertase também pode ser realizado por um nocaute ou um knock-down de
um ativador ou outro fator proporiconando a atividade e/ou expressao da
invertase. ' |

A atividade de uma invertase é preferencialmente definida como
a hidrdlise de sacarose nos monc‘)meros de hexose. Sistemas de teste res-
pectivos para med'ir a atividade de invertases sdo de conhecimento daqueles
versados na técnica, e sdo descritos, por exemplo, em Roitsch et al. (1995)
(Roi’tsch_T., Bittner M., Godt D.E. (1995). Induction of apoplastic invertase of

- Chenopodium rubrum by D-glucose and a glucose analog and tissue-specific

expression suggest a role in sink-source regulation. Plant Physiol. 108, 285-
294).

Basicamente,v'a prova de invertase € realizada em uma modali-
dade como se segue. Um extrato de proteina soluvel é obtido por homogeni-
zacao do tecido em um tampao de homogenizagdo. Uma fragdo de proteina
insoluivel é obtida agitando o pélete insoluvel em tampéo de alto teor de sal
de um dia para o outro. Depois de dialise destas fragdes, a atividade de in-
vertase vacuolar, neutra e extracelular nas fragbes correspondentes sao
medidas determinando a quantidade de glucose liberada em. uma reagdo
com sacarose como um substrato e no pH correspondente por uso de um
tampao. A glucose liberada é medida por uso de um ensaio acoplado com
atividades enzimaticas de glucose oxidase e peroxidase. A concentragéao de
glucose liberada na reagéo é calculada a partir do valor OD por meio do uso
de uma curva de calibracdo. Em todos os casos, sdo realizadas reacdes de
controle usando 0 mesmo volume de agua ao invés de sacarose na mistura

da reacao. A atividade da invertase para cada amostra é preferencialmente
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determinada em triplicata e normalizada para a concentragdo de proteina na
prova determinada pelo método de Bradford (1976) com o kit Bio Rad.

Um modo preferencial para knock-down uma invertase o qual
preferencialmente significa degradar o mRNA codificando para a invertase, €
silenciamento genético pds-transcricional em plantas tal como, por exemplo,
por um constructo anti-sentido. Este tipo dé tecnologia é descrito, entre ouQ
tros, em Mol J.N. et al. (Mol J.N., van der Krol A.R., van Tunen A.J., van Blo-
kland R., de Lange P. e Stuitje A.R. (1990). Regulation of plant gene expres-
sion by antisense RNA. FEBS Lett. 268, 427-430).

Outra possibilidade para knock-down uma invertase € usando
tecnologia de interferéncia de RNA conforme descrito, por exemplo, por Ku-
saba M. (Kusaba M. (2004). RNA interference in crop plants. Curr. Opin. Bio-
technol. 15, 139-143) ou por Matzke M.A. et al (Matzke M.A., Matzke A.J.,
Pruss G.J. and Vance V.B. (2001). RNA-based silencing strategies in plants.
Curr.Opin. Genet. Dev. 11, 221-227).

Ainda uma outra possibilidade para knock-down uma invertase é

usando co-supfesséo conforme descrito, por exemplo, por Vaucheret H.
(Vaucheret H., Béclin C. e Fagard. Post-transcriptional gene silencing in
plants. J.Cell Sci. 114, 3083-3091), ou por Vance V. (Vance V. e Vaucheret
H. (2001). RNA Silencing in Plants- Defense and Counterdefense. Science
292, 2277-2280). |

Uma segunda abordagem para inibir ou reduzir a atividade de
uma invertase é por um inibidor para a referida invertase. Os referidos inibi-
dores para invertases sdo, em principio, de conhecimento de uma pessoa
versada na técnica. Esta dentro da presente inveng¢ao que preferencialmente
pode ser usado qualquer inibidor de invertase em conexao cor_ﬁ a presente
invencdo, mais preferencialmente qualquer inibidor de invertase com a con-
di¢do de que o respectivo inibidor deve inibir a atividade de uma invertase, o
mais preferencialmente uma invertase expressada ou ativa no tecido da raiz
de uma planta, por meio da qual o percurso do tecido conforme usado aqui,
neste requerimento de patente, preferencialmente significa tanto intercelular

~ ao tecido da raiz bem como extracelular ao tecido da raiz.
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Em uma modalidade preferencial, o inibidor de uma/da invertase
é um polipeptideo. Conforme preferenciaimente usado aqui, neste requeri-
mento de patente, um polipeptideo é um polimero compreendendo no mini-
mo dois aminoacidos os quais s&o ligados um ao outro por uma ligagao pep-
tideo. Mais preferencialmente, o polipeptideo compreende 6, 10, 25 ou mais
aminoacidos, por meio da qual a faixa superior é preferencialmente 50, 100,
200 e 500 aminoacidos. Em conexdo com a presente invengéo, o termo poli-
peptl'deo e proteina sdo usados em uma maneira sinénima. Preferencial-
mente, o tamanho dos inibidores de invertase é de aproximadamente 500

nucleotideos e 166 a 192 aminoacidos, respectivamente, de acordo com

- uma comparacao feita por Rausch e Greiner (2004) (Rausch T. e Greiner S.

(2004). Plant protein inhibitors of invertases. Biochim. Biophys. Acta 1696,
253-261), e 0 peso molecular é de aproximadamente 18 kDa. A sequéncia
de proteina ndo é bem conservada, embora seja observada uma conserva-
cao de'seqﬁéncia mais forte na parte de N-terminal do que nos C-terminais,
e inibidores de invertase exfracelular e vacuolar da mesma espécie partilham
somente 47% de identidade no nivel da seqliéncia, com quatro cisteinas em
posicoes conservadas em todos os inibidores de invertase descritos até o}
momento. '

Inibidores de invertase adicionais os quais podem ser usados
em uma modalidade da presente invengao sao descritos em Greiner S. et al.
(Gfeiner S., Krausgrill S. and Rausch T. (1998). Cloning of a tobacco apo-
plasmic invertas'e inhibitor. Proof of functidn of the recombinant protein and
expression analysis during plant development. Plant Physiol. 116, 733-742);
Greiner S. et al. (Greiner S., Rausch T., Sonnewald U. and Herbers K.
(1999). Ectopic expression of a tobacco invertase inhibitor homolog prevents
cold-induced sweetening of potato tubers. Nature Biotech. 17, 708-711),
Krausgrill S. et al. (Krausgrill S., Sander A., Greiner S., Weil M. and Rausch
T. (1996). Regulation of cell wall invertase by a p'roteinaceous inhibitdr. J.
Exp. Bot. 47, 1193-1198), Krausgrill S. et al. (Krausgrill S., Greiner S., Kdster
U., Vogel R. and Rausch T. (1998). In transformed tobacco cells the apo-

plasmic invertase inhibitor operates as a regulatory switch of cell wall inver-
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tase. Plant J. 13, 275-280), Link M. et al. (Link M., Rausch T. and Greiner S.
(2004). In Arabidopsis thaliana, the invertase inhibitors AtC/VIF1 and 2 exhi-
bit distinct targetA enzyme specificities and expression profiles. FEBS Lett.
573, 105-109), Rausch T. and Greiner S. (2004). Plant protein inhibitors of
invertases. Biochim. Biophys. Acta 1696, 253-261), Sander A. et al. (Sander
A., Krausgrill S., Greiner S., Weil M. and Rausch T. (1996). Sucrose protecté
cell wall invertase but not vacuolar invertase against proteinaceous inhibitors.
FEBS Lett. 385, 171-175), Weil M. et al. (Weil M., Krausgrill S., Schuster A.
and Rausch T. (1994). A 17-kDa Nicotiana tabacum cell-wall peptide acts as
in-vitro inhibitor of the cell-wall isoform of acid invertase. Planta 193, 438-
445) and Wolf S. et al (Wolf S., Grsic-Rausch S., Rausch T. and Greiner S.
(2003). Identification of p'ollen-ex‘pressed pectin methylesterase inhibitors in
Arabidopsis. FEBS Lett. 555, 551-555).

_ Inibidores de invertase adicionais os quais sao Uteis na pratica
da presente invengdo, sdo descritos em Gerrits, N. et al. (Gerrits, N., Turk,
S., van Dun, K., Hulleman, S., Visser, R., Wéisbeek, P., Smeekens, S. Su-
crose Metabolism in Plastids. Plant Physiol. 2001 Feb; 125(2):926-934), Ko-
ch, K. (Koch, K. Sucrose metabolism: regulatory mechanisms and pivotal
roles in sugar sensing and plant development. Curr Opin Plant Biol. 2004
Jun; 7(3):235-246.); Plant invertase inhibitors: Expression in cell culture and
during plant development AU: G'reiner,-Steffen [Author]; Koster,-Ulrike
[Author]; Lauer,-Katja [Author]; Rosenkranz,-Heiko [Author]; Vogel,-Rolf
[Author]; Rausch,-Thomas [Reprint-author] SO: Australian-Journal-of-Plant-
Physiology. 2000; 27(8-9): 807-814, Hothorn, M. et al. (Hothorn, M., |
D’Angelo, I., Marquez, J. A., Greiner, S., Scheffzek, K. The invertase inhibitor
Nt-CIF from tobacco: a highly thermostable four-helix Bundle with an unusual
N-terminal extension. J Mol Biol. 2004 Jan 23; 335(4):987-995), Hothorn, M.
et al. (Hothorn, M., Wolf, S., Aloy, P., Greiner, S., Scheffzek, K. Structural
insights into the target specificity of plant invertase and pectin methylesterase
inhibitory proteins. Plant Cell. 2004 Dec; 16(12):3437-3447), Sonnewald, U.
et al. (Sonnewald, U., Brauer, M., von Schaewen, A., Stitt, M., Willmitzer, L.

- Transgenic tobacco plants expressing yeast-derived invertase in either the
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cytosol, vacuole or apoplast: a powerful tool for studying sacarose metabo-
lism and sink/source interactions. Plant J. 1991 Jul; 1(1):95-106), Bate NJ et
al. (Bate NJ, Niu X, Wang Y, Reimann KS, Helentjaris TG. An invertase inhi-
bitor from maize localizes to the embryo surrounding region during early ker-
nel development. Plant Physiol. 2004 Jan;134(1):246-54), Scognamiglio MA
et al. (Scognamiglio MA, Ciardiello MA, Tamburrini M, Carratore V, Rausch
T, Camardella L. The plant invertase inhibitor shares structural properties
and disulfide bridges arrangement with the pectin methylesterase inhibitor. J
Protein Chem. 2003 May;22(4):363-9), Sayago JE et al. (Sayago JE, Vattuo-
ne MA, Sampietro AR, Isla MI. An invertase inhibitory protein from Pteris de-
flexa link fronds. J Enzyme Inhib. 2001 Dec;16(6):517-25), Sayago JE et al. (:
Sayago JE, Vattuone MA, Sampietro AR, Isla MI. Proteinaceous inhibitor
versus fructose as modulators of Pteris deflexa invertase activity. J Enzyme
Inhib Med Chem. 2002 Apr;17(2):123-30), Ordonez RM et al. (Ordonez RM,
Isla MI, Vattuone MA, Sampietro AR. Invertase proteinaceous inhibitor of Cy-
phomandra betacea Sendt fruits. J Enzyme Inhib. 2000;15(6):583-96), e
Cheng SH et al. (Cheng SH, Liu J, Song BT, Xie CH. Related Articles, [Clo-
nagem de St-inh cDNA de inibidor de invertase de batata e sua expressao
em E. coli e andlise fUncionaI] Shi Yan Sheng Wu Xue Bao. 2004
Aug;37(4):269-75. Chinés).

Em uma modalidade preferencial, o inibidor € codificado por um
éci.do nucléico. Sera reconhecido por aqueles vérsados na técnica que, com |
base na seqliéncia de aminoacidos de um inibidor de uma invertase, em
principio a sequéncia codificante para o inibidor pode ser percebida por a-
quele versado na técnica. Devido a generacy do cédigo genético, no entanto,
é posivel verdadeiramente uma série de sequéncias diferentes. Em vista
disto uma pessoa versada na técnica levard em consideragé@o o uso de co-
don preferencial da planta ou espécie vegetal na qual o inibidor da invertase
deve ser introduzido, preferencialmente deve ser introduzido por meio de
transferéncia do acido nucléico codificando para o referido inibidor. Mais pre-
ferencialmente, o acido nucléico codificando para o referido inibidor sera um

acido nucléico codificando para o inibidor, por meio da qual o referido inibi-_
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dor é preferencialmente isolado de fontes bacterianas, fungicas e vegetais.

Entre a variedade de inibidores de invertase conhecidos os
quais sdo, em principio, adequados para uso na presente invengéo, o inibi-
dor de invertase da parede celular do tabaco conforme descrito por Greiner
et al. 1998, um inibidor de invertase da parede celular (At5g46940), tambem
refendo aqui, neste requerimento de patente, como AtC/VIF2 e um |mb|dor
de invertase vacuolar At1g47960, também referido aqui, neste requerimento
de patente, como AtC/VIF1 ambos de Arabidopsis, sdo particularmente ade-
quados para a pratica da presente invencgao. E sabido que AtC/VIF1
(At1g47960) inibe especificamente a atividade da invertase vacuolar, ao
passo que AtC/VIF2 (At5g46940) inibe ambas, isto &, a atividade da inverta-
se vacuolar bem como a a atividade da invertase da parede celular, embora
tenha uma afinidade dez vezes maior para invertase vacuolar do que para
invertase da parede celular (Link et al., 2004). Um inibidor de invertase ade-
quado adicional é Nt-inh1 conforme descrito no requerimento de patente in-
ternacional No. WO 98/04722. v

A parte dos inibidores de invertase especificos mencionados a-
cima, inibidores de invertase adicionais estdo disponiveis e em pr‘incu’pio sao
adequados para a pratica da presente invengdo. Mais especificamente, os
referidos inibidores de invertase sdo aqueles derivados dos 14 genes do ge-
noma de Arabidopsis thaliana com identidade de sequéncia com inibidores
de invertase vacuolar e da parede celular do tabaco. Destes, dois genes,
At1g47960 e At3g17130, agrupam com os inibidores de invertase do tabaco,
e dois mais, At1g48020 e At3g17220, com inibidores de metilesterase de
pectina. At2g31430, At3g55680, At5g64620, At3g12880 e At5g50070 nao
agrupam com quaisquer destes em uma arvore filogenética, ao passo que
At5g46940/70/60/80 formam um subgrupo ligado sobre o cromossoma 5
(Rausch e Greiner, 2004, supra).

E determinada a atividade de inibidor de invertase em uma mo-
dalidade preferencial por meio do uso de fragdes de proteina purificada tanto
para o inibidor de invertase quanto a atividade de invertase correspohdente.

~ Para a determinagdo de atividade de inibidor de invertase, as preparagoes
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de invertase e inibidor de invertase sdo misturadas e pré-incubadsa a 37°C
por 1 hora. Depois desta pre-incubagdo, sacarose é adicionada para uma
concentragdo de 20 mM e a reagdo € incubada a 26°C durante 30 minutos.
A quantidade de glucose liberada na prova é determinada enzimaticamente
conforme descrito em Weil M. et al. (Weil et al., 1994 ; Weil M., Krausgrill S.,
Schuster A. e Rausch T. (1994). A 17-kDa Nicotiana tabacum cell-wall pepti-
de acts as in-vitro inhibitor of the cell-wall isoform of acid invertése. Planta
193,-438-445), ou Greiner S. et al. (Greiner S., Krausgrill S. and Rausch T.
(1998). Cloning of a tobacco apoplasmic invertase inhibitor. Proof of function

of the recombinant protein and expression analysis during plant develop-

- ment. Plant Physiol. 116, 733-742), or Link M. et al. (Link M., Rausch T. and

Greiner S. (2004). In Arabidopsis thaliana, the invertase inhibitors AtC/VIF1
and 2 exhibit distinct target enzyme specificities and expression profiles.
FEBS Lett. 573, 105-109).

Na determinacdo da atividade de inibidor de invertase podem

“surgir complicagdes pelo fato de ndo serem usados extrato purificados mas

extratos brutos, contendo além disso atividades enziméticas de invertase.
Pode existir complicagdo adicional no fato de que o complexo formado entre
a invertase e o inibidor podem, em principio, se dissociar durante a prepara-
¢éo dos extratos. Por estas razoes, preferencialmente se usa uma prova de
"extrato misto" na qual uma aliquota do extrato de raiz de uma planta trans-
génica, portanto expressando o inibidor de invertase, € misturada com uma
aliquota de um extrato de folha de uma planta selvagem. A mistura, feita no
tamp&o de pH apropriado, é incubada 30 min a 37°C para a formagao do
complexo entre a invertase e o inibidor de invertase. Depois da pré-
incubacédo, sacarose é adicionada em uma concentragao f'inal de5mMea
reacdo é incubada por 30 min a 26°C. A reagdo é interrompida em gelo e a
glucose liberada é determinada por teste GOD e comparada com o valor
adicionado dos extratos independentes incubados separadamente. Conside-
rando que raizes controle dao valores ainda maiores do que os valores adi-
cionados correspondentes, uma redugéo de até 50% dos valores adiciona-

dos é obtida para raizes transgénicas.
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E 6bvio para uma pessa versada na técnia que a expressdo do

acido nucléico codificando para o inibidor deve ser controlado por elementos

~ de controle. Preferencialmente, os elementos de controle referidos sao ati-

vos no nivel de transcrigdo e/ou no nivel de translagdo. Em associagdo com
a presente invencdo foi visto que é particularmente adequado ter um ele-
mento transcricionalmente ativo tal um promotor para controlar a disponibiIiQ
dade e a atividade, respectivamente, do inibidor em uma célula e tecido,
respectivamente, de modo a inibir a atividade de invertase. De modo a pro-
porcionar a especificidade para tecido de inibicdo de invertase como objeto
para uma modalidade preferencial dos varios aspectos da presente inven-
cao, a saber, especificidade para tecido da raiz, e deste modo aumentar a
proporgao de broto para raiz, a produgdo de sementes e a resisténcia a uma
doenga, o promotor é um promotor especifico para raiz. O promotor referido
é preferencialmente ligado opéravelmente ao acido nucléico codificando pa-
ra o inibidor.

Promotores adequados para semelhante finalidade sao, em
principio, de conhecimento de uma pessoa versada na técnica. Promotores
mais preferenciais sdo os seguintes: o promotor pPyk10 o qUaI € um promo-
tor de uma Arabidopsis mirosinase (Nitz et al., 2001 e também descrito no
requerimento de patente internacional No. WO 01/44454 e no requerimento
de patente alema No. DE 19960843) e o promotor criptico também referido
aqui, neste requerimento de pafente, como promotor T80-criptico conforme
descrito no requerimento de patente européia NO. EP 1 196 581 e em Molli-
er et al. 2000, Plant-Cell-Reports, 19, 1076-1083, os quais sdo ambos pro-
motores especificos para raiz de Arabidopsis. Outros promotores os quais,
em principio, sdo adequados na pratica da presente invengéo sdo 0s promo-
tores especificos para raiz deécritos no requerimento de patente internacio-
nal No. WO 02/040687 o qual descreve diferentes promotores especificos
tecido para isolados de beterrabas sacarinas, especialmente dois promoto-
res especificos para raiz 2-1-48 e 2-1-36 e os promotores descritos no re-
querimento de patente internacional No. WO 00/77187. Os promotores des-

~ critos no requerimento de patente internacional No. WO 00/77187 sao isola-
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dos de tomate e tabaco o qual é tanto especifico para tapetum quanto espe-
cifico para tabaco. ,

Adicionalmente, podem ser usados pfomotores indutiveis tais
como aqueles os quais sdo indutiveis por esterdides conforme descrito, por
exemplo, por Zuo et al. (Zuo et al., 2002).

Esta dentro da presente invengdo, que a invértase é na verdade
qualquer atividade de invertase a qual esteja preferencialmente presente em
raizes e/ou tecido da raiz e a qual possa ser visada pelos métodos revelados
aqui, neste requeriménto de patente, a saber por knock-down e/ou atividade
de um inibidor. Sera reconhecido por aquele versado na técnica que a espe-
cificidade do inibidor para uma invertase tem de ser dada no minimo na me-
dida que o inibidor seja adequado para inibir a ou parte da atividade de uma
atividade de invertase em raizes e tecido da raiz, respectivamente. Inverta-
ses preferenciais as quais podem portanto ser visadas sdo aquelas descritas

aqui, neste requerimento de patente, e mais especificamente a invertase

‘tendo uma sequéncia de acido nucléico de acordo com a SEQ. ID. N2 15 ou

a SEQ. ID. N° 26. A tabela seguinte representa varias invertases de Arabi-

dopsis as quais sdo adequadas na pratica da presente invengdo como alvos

bem como o tecido / 6rgdo onde elas sdo expressadas.
Pequeho Grande Sili-
Locus gené- _ IMu-
Folha [Caule |Raiz jpbotdo depotdo deFlor |Anteras |Pistilo [quas
Invertase [tico da
flor flor jovens|
AtcwINV 1 |At3g13790 [H++ [+ H++++ H+ ++ + - + H+ H++
AtcwiINV 2 |JAt3g52600 | - - - H H+ +++ - -
AtcwiNV 4 |At2g36190 | - - -+ H+ H++ H++ H+ - -
H++
AtcwiNV 5 |At3g13784 H+ | -+ - H - H++ H -
H
AtBfruct 3 b+ B+ H+++ | - -+ H-+ - H
AtBfruct 4 H++ B4+ B+ B H+ H++  H++ H-+ H+

Nesta tabela o nivel de RNAm é categorizado como se segue:

++++:indica um nivel muito alto de RNAm
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+++:indica um alto nivel de RNAm

++:indica um alto nivel moderado de RNAm

+:indica um baixo nivel relativo de RNAm

-:nenhum RNAm detectavel

A parte de aumentar, cbnforme resumido aqui, neste requeri-
mento de patente, a proporgao de broto para raiz e a produgéo de sementeé
inibindo a atividade de uma invertase, mais preferencialmente de uma inver-
tase de raiz, também doencas de plantas podem ser tratadas e prevenidas,
respectivamente. O fundamento I6gico subjacente a este método para o tra-
tamento de uma planta sofrendo de uma doencga de planta é por meio da
redugdo do suprimento de carboidrato para a raiz cujos patdgenos que se
alimentam dos carboidratos da raiz, s&o privados de sua fonte de energia. A
medida que varias doengas causadas por varios patégenos podem ser trata-
das por meio da qual o termo tratamento conforme preferencialmente usado
aqui, neste requerimento de patente, também compreende prevencdo de
semelhante doencga e portanto protegdo de plantas contra a doenga referida
as quais sao, em principio, suscetiveis a doenga referida ou estdo em risco
de sofrer de semelhante doenga. Sera ébvio para uma pessoa versada na
técnica que uma série de doengas e patégenos pode ser entdo prevenida e
tratada, respectivamente. Entre outros, um patégeno € o fungo Plasmodio-
phora brassicacae o0 qual esta causando doenca de raiz deformada (club
root). Este fungo penetra na raiz de brassicacae, em consequéncia do que
as raizes mostram um importante crescimento afetando em uma maneira
negativa tanto a captagdo de agua quanto de nutrientes pela planta. Em
consequéncia, as plantinhas crescem pobremente e as folhas mais velhas
amarelecem. Os esporos do fungo podem sobreviver no solo até 20 anos de
modo que este tipo de doenga é estimulado por uma intensa rotagao e co-
lheita. Plantas particularmente afetadas sdo plantas cultivadas tais como
colza, repolho, rabanete, mostarda e cruciferas, bem como plantas ornamen-
tais, cada uma preferencialmente da familia brassicacae.

Outro patégeno o qual pode ser portanto prevenido e/ou tratado

de acordo com a presente invengéo € o fungo Verticillium o qual causa, entre
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outros, braquiomicose e afeta uma série de plantas, inclusive plantas orna-
mentais, arvores ornamentais, arvores frutiferas, legumes, verduras e plan-
tas do campo. Portanto, as doengas as quais podem ser prevenidas e/ou
tratadas de acordo com a presente invengdo sdo aquelas causadas por ou
associadas com Verticillium.

Um grupo' de patégenos adicionais os quais podem ser portanto
prevenidos e/ou tratados de acordo com a presente inven¢do sdao nemato-
deos os quais se alimentam de carboidratos das raizes de plantas hospedei-
ras. As plantas particularmente afetadas por teste tipo de patégeno sao mi-
lho, cereais e outras monocotiledéneas e dicotiledéneas. Portanto, as doen-
cas as quais podem ser prevenidas e/ou tratadas de acordo com a presente
invencado séo aquelas causadsa por ou associadas com nematédeos.

Em uma modalidade preferencial, a invertase a qual é inibida
pelo inibidor de invertase de modo a aumentar a proporgédo de broto para
raiz, produgéo de sementes e resisténcia de uma planta a uma doencga, mais
particularmente quaisquer das doengas descritas aqui, neste requerimento
de patente, € uma invertase de acordo com a presente invengao.

As invertases de acordo com a presente invengdo sdo definidas
por sua sequéncia de acido nucléico conforme revelado aqui, neste requeri-
mento de patente. As invertases em geral, tém a seguinte sequéncia de a-
minodcidos em seu centro catalitico: cisteina (C) — prolina (P) - asparagina
(D) a qual, no nivel de acido nucléico, corresponde a TGT/C — CCT/C/A/G -
GAT/C em caso' de invertases da parede celular, e cisteina (C) — valina (V) —
asparaginas (D), ou no nivel de acido nucléico, TGT/C, GTT/C/A/G — GAT/C
para invertases vacuolares.

As invertases da parede celular conforme revelado aqui, neste
requerimento de patente, podem ser comparadas com as seis sequéncias de
invertases de Arabidopsis conhecidas (AtcwINV 1 — 6) e foi visto que a inver-
tases da parede celular pode ser ligada as invertases 1 a 4 de Arabidopsis
conforme representado na tabela 1. '

As invertases vacuolares da presente invengao podem ser ali-
nhadas a registros do banco de dados cujo resultado esta representado na.
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tabela 2.

Também esta dentro da presente invengdo que sdo compreen-
didas moléculas de &cido nucléico as quais sao hibridizadas as sequéncias
de acido nucléico de acordo com a SEQ. ID. NO 1 a Z, preferencialmente
sob condigdes estringentes. As condi¢des estringentes referidas sao, por
exemplo, descritas em Sambrook J., Fritsch E.F. e Maniatis T. (1989). Mole;
cular cloning. A laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold S-
pring Harbor New York.

| Mais preferencialmente amostras de RNA s&o fracionadas em
géis de agarose de formaldeido, transferidas para membranas de nitrocelu-
lose e hibridizadas a cDNA marcado com P* do gene correspondente sob
condi¢des de rotina (Sambrook et al., 1989), preferencialmente a 42°C.

Além disso, esta dentro a presente invengdo que a invengao se
refere a uma molécula de &cido nucléico a qual, porém para a degeneracao
do cédigo genético, hibridizaria, preferencialmente sob condi¢cdes estringen-
tes, @ molécula de acido nucléico revelada aqui, neste requerimento de pa--
tente, cada uma preferencialmente codificando para invertase.

Também esta dentro a presente invengao que a molécula de a-
cido nucléico respectiva ou codificando para um inibidor de uma invertase ou

codificando para a invertase de acordo com a presente invengao, sao clona-

das em um vetor. Preferencialmente o vetor referido é um vetor de expres-

sdo. Para a finalidade de produzir qualquer polipeptideo codificado pelos
acidos nucléicos de acordo com a presente invengao ou aqueles descritos
aqui, neste requerimento de patente, um vetor de expressao € usado, por
meio da qual o vetor de expressao referido € um vetor viral, microbiano, ve-
getal ou animal, preferencialmente um vetor de planta. Também esta dentro
a presente invencao que o vetor referido é inserido em uma célula, por meio
da qual a cécula referida é preferencialmente uma célula de planta. Também
esta dentro a presente invengdo que a célula vegetal é cultivada em uma
planta madura. Em uma modalidade adicional a célula e a planta madura
geram uma semente contendo o vetor referido ou uma célula contendo 0

vetor referido. Preferencialmente a semente e/ou a planta € uma planta hi-
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brida a qual preferencialmente néo é capaz de ser propagada por meios bio-
l6gicos comuns, isto €, cruzamento e propagagao.

Também esta dentro a presente invengao que o vetor contém
um promotor especifico para raiz conforme preferencialmente descrito aqui,
neste requerimento de patente.

Em um aspecto adicional, a invencéo se refere a um constructo

‘de acido nucléico o qual compreende um promotor especifico para raiz e um

acido nucléico codificando para um inibidor de invertase. O promotor especi-
fico para raiz pode ser quaisquer dos promotores descritos aqui, neste re-
querimento de patente. O inibidor de invertase é preferencialmente qualquer
inibidor de invertase descrito aqui, neste requerimento de patente. Similar ao
vetor, o promotor especifico para raiz e o acido nucléico codificando para o
inibidor de invertase sdo encadeados operavelmente um ao outro possibili-
tando a expressado do inibidor de invertase. Este constructo de acido nucléi-

co pode ser introduzido em um vetor e uma célula, respectivamente, confor-

‘me definido acima. Preferencialmente a célula referida é regenerada para

um tecido e planta, respectivamente e uma planta regenerada ou obtida dai
tanto por meios de engenharié genética bem como por propagagao conven-
cional. A planta referida pbde ser qualquer planta e qualquer espécie e fami-
lia ou género, conforme descrito aqui, neste requerimento de patente.
Métodos para a introdugao deste constructo genético e vetor,
respectivamente, em uma célula de planta, a qual é preferencialmente uma
célula de planta embrionaria, sao de conhécimento de uma pessoa versada
na técnica e sdo descritos, por exemplo, em Clough S.J. e Bent A.F. (1998).
Floral dip: a simplified method for Agrobacterium-mediated transformation of
Arabidopsis thaliana. Plant J. 16, 735-743. Métodos de transformagoes pre-
ferenciais sdo Agro, bombardeamento de particulas, e banho floral. Mais
preferencialmente, plantas de Arabidopsis sao transformadas por banho flo-
ral de acordo com o método de Clough e Bent (1998). As plantas s&o culti-
védas sob dias longos até a florescéncia e podadas para estimular a prolife-
racdo de ramos secundarios. Uma cepa de Agrobacterium, carregandp 0

constructo em um vetor binario, é cultivada em uma grande cultura em YEB
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a 28°C. Subsequentemente, o Agrobaéterium é centrifugado e ressuspendi-
do para uma ODgoonm=0,8 em solugdo de sacarose a 5%. Silwett é adiciona-
do a uma conceritra(;éo de 0,05% e as flores sdo banhadas por imersao na
solugdo por 2 a 3 segundos. As plantas banhadas s@o cobertas com envoltd-
rio de saran durante 24 horas e no escuro, para manter elevada umidade.
Subsequentemente, sdo descobertas e cultivadas normalmente. A irrigagao
é interrompida a medida que as sementes amadurecem e as sementes sao
selecionadas em placas contendo antibiético.

Em outro aspecto, a invencao também se r_efere a este tipo de
planta a qual é preferencialmente uma planta transgénica. Em uma modali-
dade particularmente preferencial, o constructo genético esta sob controle de
um promotor indutivel conforme de conhecimento de uma pessoa v_ersada
na técnica. Promotores indutiveis particularmente prefereenciais sao, por
exemplo, mas nédo limitados a, um promotor indutivel de dexametasona tal
como descrito em Aoyama T., et al. (Aoyama T. and Chua N.H. (1997). A
glucocorticoid-mediated transcriptional induction system in transgenic plants.
Plant J. 11, 605-612), ou McNellis T.W. et al. (McNellis T.W., Mudgett M.B.,
Li K., Aoyama T., Horvath D., Chua N.-H. and Staskawicz B.J. (1998). Glu-
cocorticoid-inducible expression of a bacterial avirulence gene in transgenic
Arabidopsis induced hypersensitive cell death. Plant J. 14, 247-257), ou um
promotor indutivel de esterdide tal como descrito em Schena M. et al. (Sche-
na M., Lloyd A.M. and Davis R.W. (1991). A steroid-inducible gene expres-
sion system for plant cells. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 10421-10425), ou
Zuo J. et al. (Zuo J., Niu Q.W. and Chua N.H. (2000). An estrogen receptor—
based transactivator XVE mediates highly inducible gene expression in
transgenic plants. Plant J. 24, 265-273). _

Em um aspecto adicional, a presente invencédo se refere a se-
mentes derivadas da planta referida, preferencialmente planta recombinante.

Em um aspecto adicional da presente invengdo, os acidos nu-
cléicos, vetores, células e plantas bem como outros organismos contendo os

vetores referidos codificando para quaisquer das invertases conforme reve-

- lado aqui, neste requerimento de patente, sdo usados para a producdo da
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invertase respectiva. Para semelhante finalidade, as células respectivas ex-
pressando o &cido nucléico codificando para a invertase s&o cultivadas em
um recipiente de reacdo apropriado contendo um meio apropriado e subse-
qlientemente a invertase é isolada e/ou purificada. Os métodos de cultivo e
isolamento / purificacdo referidos sdo de conhecimento de uma pessoa ver-
sada na técnica. '

| Em um aspecto ainda adicional a presente invengéo se refere ao

uso de quaisquer das invertases conforme revelado aqui, neste requerimen-

to de patente, como uma molécula alvo. Uma molécula alvo conforme usado

aqui, neste requerimento de patente, € uma molécula a qual é ou visada in
vivo ou in vitro ou in silico. O direcionamento referido pode significar, em
uma modalidade preferencial, que a invertase é objeto para um processo de
triagem, preferencialmente um processo de triagem in vitro ou um processo
de triagem in silico.

Em associa¢do com o processo de triagem in vitro, a molécula
alvo como tal é proporcionada e um ou varios compostos, preferencialmente
taken from uma biblioteca, séo testados tipicamente contactando o composto
com a molécula alvo, quer ou ndo quaisquer dos compostos tenham um im-
pacto sobre o alvo, prefefencialmente quer ou ndo haja um aumento ou re-
ducdo na atividade do alvo, isto é, a atividade de invertase. Como a molécu-
la alvo é uma invertase, sdo de conhecimento de uma pessoa versada na
técnica provas para avaliar se .um composto, também referido-aqui, neste
requerimento de patente, como um composto candidato, tem um efeito inibi-
torio ou de ativacdo sobre a invertase. As moléculas referidas podem ser
adicionalmente usadas como um candidato, orientagdo ou composto para a
fabricagdo de um produto agroquimico. Preferenciaimente o produto agro-
quimico reefrido é um agroquimico adequado para aumentada proporg¢ao de
broto para raiz, produgdo de sementes e/ou aumentar a resisténcia, prefe-
rencialmente se mostrar um efeito inibitorio sobre a invertase.

Em uma triagem in silico, a molécula alvo, isto €, quaisquer das
invertases conforme descrito aqui, neste requerimento de patente, € usada

como uma molécula contra a qual o ajuste de outras moléculas é testado ou
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outras moléculas sdo designadas por meio de andlise e design computacio-
nal de modo a ajustar & molécula alvo preferencialmente tal como para inibir
ou promover a atividade da molécula alvo. Preferencialmente o ajuste referi-
do se refere ao centro ativo da invertase. O composto identificado deste mo-
do, quér identificado por triagem in vitro e/ou por triagem in silico pode ser
essencialmente usado em associagdo com os métodos revelados aqui, nes¥
te requerimento de patente. O composto identificado deste modo pode ser
entdo um promotor de crescimento vegetal ou um agente protetor de planta,
particularmente no caso do composto referido na verdade estar reduzindo a
atividade de uma invertase, mais preferencialmente uma invertase de raiz e
sua atividade, respectivamente, de acordo com a presente invengao.

Em uma modalidade preferencial de qualquer aspecto da pre-
sente invengdo a invertase € uma invertase de planta, e um inibidor para
uma invertase é um inibidor para invertase de planta, por meio da qual o ini-
bidor é uma planta ou um inibidor derivado de planta.

A invencéo é agora adicionalmente ilustrada pelas figuras ane-
xadas, exemplose a listagem de sequéncia a partir das quais podem ser
obtidas caracteristicas, modalidades e vantagens adicionais. |

Fig. 1mostra a tabela 1 atribuindo as invertases da presente in-
vengdo a invertases de Arabidopsis conhecidas;

Fig. 2mostra a tabela 2 atribuindo as invertases da presente in-
vencéo a invertases conhecidas indicando os registros do banco de dados
tendo a maior homologia com as invertases de acordo com a presente in-
vengao; |

Fig. 3¢ um diagrama indicando a distribuicdo de plantas como
uma funcéo da proporgao de broto para raiz para as vérias plantas transgé-
nicas (AT) e as plantas selvagens correspondentes (WTCol0) cultivadas em
meio contendo 1 % de sacarose, por meio da qual o numero total de plantas
de uma variedade distinta é ajustado para 1 (100 %) e é indicada a porgao
relativa de plantas as quais tém uma propor¢ao especifica de broto para raiz;

Fig. 4é o resultado de uma analise Northern blot represéntando

~ a expressdo de RNA de inibidores de invertase em raizes de plantas trans-
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génicas em comparagdo com plantas selvagens controle;

Fig. 5é o resultado de uma analise Northern blot da expressdo
de RNA de Cin1 em raizes de plantas transgénicas;

Fig. 6é¢ um diagrama, similar ao diagrama da Fig. 3, indicando a
distribuicdo de plantas como uma fungdo da propor¢do de broto para raiz
para as varias plantas transgénicas (AT) e as plantas selvagens correspon-
dentes (WTCol0) cultivadas em perlita; '

Fig. 7é o resultado de uma andlise Southern blot de diferentes
linhagens independentes contendo diferentes nimero de cépias e sitios de
insergdo para AtC/Vif1(At1g47960); |

Fig. 8¢ um diagrama, similar ao diagrama da Fig. 3, indicando a
distribuicdo de plantas como uma fungéo da proporcdo de broto para raiz-
para varias plantas transgénicas (AT) e as plantas selvagens corresponden-
tes (WTCol0) inicialmente cultivadas em meio contendo 1 % de sacarose e
subseqlentemente transferidas para perlita;

Fig. 9¢ uma fotografia do fenétipo de plantas selvagens e trans-
génicas depois de 49 dias de crescimento em condi¢des de dia longo;

Fig. 10é uma fotografia do fendtipo de pléntas selvagens e
transgénicas depois de pfé-crescimento em meio de selegdo contendo glu-
cose e transferéncia para perlita depois de 14 dias tirada depois de 43 dias
de crescimento em condi¢des de dia curto ;

Fig._' 11é uma fotografia do fenétipo de plantas selvagens e
transgénicas dépois de pré-crescimento ém meio de selecao contendo glu-
cose e transferéncia para perlita depois de 14 dias, por meio da qual as foto-
grafias foram tiradas depois de 30 dias de crescimento em condigdes de dia
longo;

Fig. 12é uma fotografia do fendtipo de plantas selvagens e
transgénicas depois de pré-crescimento em meio de selegdo contendo glu-
cose e transferéncia para perlita depois de 14 dias, por meio da qual as foto-
grafias foram obtidas depois de 40 dias de crescimento em condi¢bes de dia
longo; |

Fig. 13indica as referéncias internas e as sequéncias de acido



10

15

20

25

30

27

nucléico das invertases de acordo com a presente invengao;

Fig. 14mostra uma tabela indicando o nivel de expresséo de di-
ferentes invertases de colza em diferentes 6rgaos da planta indicando que
invertase da parede celular Inv 3(A1) e invertase E6 sdo invertases particu-
larmente preferenciais para a pratica da presente invengao;

Fig. 15mostra um mapa de restricdo para plasmideos pmcg2 é

pmcg3;

Fig. 16é a planilha de plasmideos para MCG-4,

Fig. 17¢é a planilha de plasmideos pafa MCG-5;

" Fig. 18¢ a planilha de plasmideos para MCG-3;

Fig. 19 é um diagrama esquematico ilustrando a produgao de
pmcg4;

Fig. 20é um diagrama esquemético'ilustrando a produgdo de
p'mcgs; |
' Fig. 21é a planilha de plasmideos para MCG-6;

Fig. 22é a planilha de plasmideos para MCG-7,

Fig.' 23é um diagrama esquematico ilustrando a produgao de
pmcg6;

Fig. 24é um diagrama esquematico ilustrando a produgdo de
pmcg7;

Fig. 25é a planilha de plasmideos para MCG-8;

Fig. 26¢é a planilha de plasmideos para MCG-9;

Fig. 27é um diagrama esquematico ilustrando a produgao de
pcmg 11-9;

Fig. 28¢ a planilha de plasmideos para MCG-13

Fig. 29é um diagrama esquematico ilustrando a produgédo de
pmcg 12-1

Fig. 30¢ a planilha de plasmideos para MCG-19;

Fig. 31é um diagrama esquematico ilustrando a produgdo- de
pcmg 8; |

Fig. 32¢é a planilha de plasmideos para MCG-10;
Fig. 33¢ a planilha de plasmideos para MCG-11;
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Fig. 34 é uma fotografia mostrando exemplos representativos de
uma infecgdo de plantas selvagens (Columbia) e plantas transgénicas ex-
pressando o inibidor de invertase de Arabidopsis AtC/VIF2, At5g46940 sob
controle do promotor pyk10 (pyk10:inibidor de invertase) por Plasmodiophora
brassicae; ao passo que as raizes das plantas selvagens mostram graves
sintomas de doenca tais como extensiva protuberancia (esquerda ), as rai-
zes das plantas transgénicas sdo essencialmente livres de sintomas exceto
pela regido do hipocétilo, uma regido onde o promotor ndo é expressado.
Ay |

e uma tabela indicando o indice de doenga de acordo com Sie-
mens et al. (Siemens et al., 2002) uma quantificagdo do grau de sintomas,
de varias cepas de A. thaliana recombinantes onde infectadas por Plasmodi-
ophora brassicae; em comparagdo com plantas controle selvagens (indice
de doencga 1) as plantas de linhagens transgénicas individuais expressando
o inibidor de invertase de Arabidopsis AtC/VIF2 ou sob controle do promotor

'pyk10 ou do promotor criptico-T80 sao fortemente afetadas; os dados indi-

cam uma correlagao positiva entre nimero de copias e protegdo (B);

Fig. 35representa .uma tabela onde o efeito de nocautes (KO) de
Unica invertase sobre o indice de doenca é indicado para varias linhagens
celulares;

Fig. 36mostra diagramas indicando a atividade de varias inver-
tases (Figs. 36 A; B;), o teor de glucose e frutose das raizes (Fig. 36 C), a
proporcao dos teores de glucose e frutose pafa o teor de sacarose das rai-
zes (Fig. 36 D), o grau de micorrizacao (Fig. 36 E), cada um depois de 3,5 e
5 semanas, respectivamente, de infeccdo com G. intraradices em linhagem
selvagem e duas linhagens de planta de A. thaliana, por meio da qual Invinh
significa inibidor de invertase, e uma microfotografia de estrutura fungica co-
rada com tinta em uma linhagem selvagem e uma das linhagens celulares
submetida & Fig. 36 A a E (Fig. 36 F); |

Fig. 37mostra um diagrama indicando 6 resultado de uma anali-
se de biomassa apra duas iinhagens de tabaco recombinante diferentes ex-
pressando o inibidor de invertase AtC/VIF2 (98-1-10, 98-1-4) e plantas de
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tabaco selvagens; e por meio da qual a Fig. mostra a proporgao de raiz para
broto; e

Fig. 38mostra varios diagramas indicando os resultados da de-
terminacao das atividades de diferentes isoenzimas invertase tais como in-
vertase apopldstica, invertase vacuolar, e invertase citosdlica, em raizes e
folhas de plantas de tabaco selvagens (wt) e duas linhagens de tabaco re?
combinante diferentes expressando o inibidor de invertase AtC/VIF2 (98-1-
10, 98-1-4). |

Exemplo 1:Producéo de células de planta transgénica

Nesta abordagem, a invertase da parede celular de Chenopodi-
um rubrum foi usada de modo a prevenir possivel inibicdo de genes de Ara-
bidopsis thaliana pelos inibidores de invertase de plantas. Diferentes inibido-
res de invertase foram usados para a redugao da atividade de invertase de
planta na raiz: um inibidor de invertase da parede celular do tabaco (Greiner
et al., 1998), e dois genes de Arabidopsis com maior homologia para inibidor
de invertase da'parede celular (At5g46940) e vacuolar (At1g47960). Como
foram obtidos resultados similares para os inibidores de invertase do tabaco
e de Arabidopsis, nés enfocamos os dois genes de Arabidopsis para todas
as abordagens subsequentes. Recentemente, foi obtida evidéncia de com-
provacdo de fungdo in vitro para estes dois inibidores de invertase, com
AtC/VIF1 (At1g47960) especificamente inibindo a atividade de invertase va-
cuolar, ao passo que AtC/VIF2 (AT5g46940) inibe ambas embora com uma
afinidade dez vezes maior paa invertase vacuolar do que para invertase dav ,
parede celular (Link et al., 2004). Mas até o momento, nao foi demonstrada
comprovagéo de atividade in vivo. Os genes mencionados foram produzidos
sob o controle de dois promotores especificos para raiz de Arabidopsis dife-
rentes descritos na literatura: o promotor pyk10 de uma mirosinase de Arabi-
dopsis (Nitz et al., 2001), e um promotor criptico reportado por Mollier et al.
(2000) o qual também é referido aqui, neste requerimento de patente, como
"cripticoT80" ou promotor T80-criptico. Além disso, um sistema indutivel no

~qual a expresséo do transgene é induzida por esterdides também foi usado



10

15

20

25

30

30

para a produgao de plantas transgénicas (Zub et al., 2000). Constructos para
a expressdo destes genes bem como um gene reporter (B-glucuronidase ou
proteina verde fluorescente) foram produzidos osb o controle dos trés pro-
motores, deste modo produzindo um total de 12 constructos. Linhagens
transgénicas foram obtidas por transformagdo de plantas de -Arabidopsis
com os constructos correspondentes por imersdo floral. Com a exce¢éo de
pyk10:At1g47960, todos os experimentos de transformagdo deram origem a
linhagens transgénicas independentes. Plantas transgénicas controle cor-
respondentes foram, além disso, produzidas por transformagéo de plantas
selvagens com os plasmideos vazios correspondentes (pBINHygTX, para
expressdo especifica para raiz, e pER8, para expressédo indutivel por este-
réide), embora ndo tenham sido usados nas caracterizagdes descritas aqui.
Ao invés, plantas de Arabidopsis selavegem ColO foram usadas para compa-
racao com nossas plantas transgénicas.

Construcéo de plasmideo

Inibidores de inVertase da parede celular (At5g46940) e vacuola-
res (At1g47960) putativos foram inicialmente clonados em pBluescript SK+,
entre sitio Acc65l e Xbal. Os produtos de PCR correspondentes, obtidos por
uso de primers especificos contendo sitios de restricao para as etapas de
clonagem subsequentes (Acc65! e Xhol para o primer 5’ e Apal e Xbal para
o primer 3'), foram digeridos com Acc65l e Xbal e clonados em pBluescript
dando origem a pmcg2 e pmcg3 (Fig. 15) respectivamente (planilhas de |
plasmideos (PDS) MCG-4 (Fig. 16) e 5 (Fig. 17)).

Foram usados os seguintes primers:

Atcwinh-1: 5'-ctgaggtacctcgagcctgaaatggcttcttctc-3'

Atcwinh-2: 5- ctgatctagagggccctcattcaacaaggcgatc-3’

Atvinh-1: 5’-ctgaggtaccctcgagaagatgaagatgatgaagg-3’

Atvinh-2: 5’-gatctctagagggccctcaaagcaacattctcac-3’

Mais especificamente, e com referéncia a Fig. 16, o cDNA codi-
ficando para um inibidor de invertase da parede celular de Arabidopsis thali-
ana (At5g46940) foi amplifiCado a partir de RNA isolado de folhas por uso
dos ' primers Atcwinh-1 (5'-
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CTAGGGTACCTCGAGCCTGAAATGGCTTCTTCTC-3’), e Atcwinh-2 (5
CTGATCTAGAGGGCCCTCATTCAACAAGGCGATC-3'), que geraram O0s
sitios de restrigéd Acc651l/Xhol e Xbal / Apal na extremidade 5’ e 3’, respecti-
vamente. O produto gerado foi cortado com Acc65/ e Xbal e clonado entre
os sitios correspondentes do plasmideo de clonagem pBluescript KS(+), ge-
rando o plasmideo pmcg2. '

Além disso, e com referéncia a Fig. 17, o cDNA codificando para
um inibidor de invertase vacuolar de Arabidopsis thaliana (At1g47960) foi
amplificado a partir de RNA isolado de folhas por uso dos primers Atvinh-1
(5-CTGAGGTACCTCGAGAAGATGAAGATGATGAAGGT-3'), e Atvinh-2 (5'-
GATCTCTAGAGGGCCCTCAAAGCAACATTCTCAC-3), os sitios de restri-
cao gerados Acc65l/Xhol e Xbal / Apal na extremidade 5’ e 3', respectiva-
mente. O produto gerado foi cortado com Acc65/ e Xbal e clonado entre os
sitios correspondentes do plasmideo de clonagem pBluescript KS(+), geran-
do o plasmideo pmcg3.

Primeiros constructos para uma expressdo especifica para raiz
do inibidor de ihvértase usaram o promotor pyk10 especifico para raiz de
uma mirosinase de Arabidopsis. O promotor Pyk10 foi priméiro amplificado
por PCR de DNA gendmico, isolado de folhas de Arabidopsis, com os pri-
mers pyk10-FORW e pyk10-REV. O produto desta primeira reagdo de PCR
foi usado para uma reacdo de PCR aninhado com os primers pyk10-C e
pyk10-F2, designado como em Nitz et al. (2001), contendo sitios de restrigao
Acc65l. O produto de PCR final foi restringido com Acc65l e clonado em
pTF2-6 (inibidor de invertase da parede celular de Nicotiana tabacum em
pBINHygTx), dando origem a pmb1 (PDS MCG-3 (Fig. 18)). Foram usados
0s seguintes primers:

pyk10-FORW: 5'-gatgtacacgttttggtgtggg-3’

pyk10-REV: 5'-gcttacgtgtttagggaaatgg-3’

pyk10-C: 5’-ggacggtaccctgcaacgaagtgtacc-3’

pyk10-F2: 5’-gcaggtaccgtaattctgattttattcaag-3’

Mais especificamente, e com referéncia a Fig. 18, um constructo

- para express&o especifica para raiz de inibidor de invertase da parede celu-
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lar de Nicotiana tabacum foi gerado em duas etapas. O promotor do gene
pyk10 (AJ292756; Nitz et al., 2001), codificando para uma mirosinase espe-
cifica para raiz, foi amplificado por duas reagées de PCR sequenciais. Na
primeira reagao, 0s primers pyk10-FORW (5’
GATGTACACGTTTTGGTGTGGG-3') e pyki0-REV (5- GCTTACGTGTT-
TAGGGAAATGG -3') foram usados para amplificagdo de DNA genémico
isolado de folhas de Arabidopsis thaliana. O produto desta reagdo foi usado
em uma reacdo de PCR aninhado com os primers pyki0-C (5'-
GGACGGTACCCTGCAACGA AGTGTACC -3) e pyki0-F2 (5-
GCAGGTACCGTAATTCTGATTTTATTCAAG-3), ambos contendo um sitio
de restricdo Acc65/. O produto desta reagdo de PCR foi cortado com Acc65/
e clonado no sitio correspondente do plasmideo pTF2-6, o qual correspon-
deu a um inibidor de invertase da parede celular (Y12805) clonado no plas-
mideo binario pBINHygTx (Gatz e Lenk, 1998) entre os sitios de restrigad
Acc65] e Xbal. A orientagéo correta do promotor em pmb1 foi verificada por
restricdo com diferentes enzimas. ,

Para a expressdo dos inibidores de invertase sob controle do
promotor pyk10, At5g46940 e At1g47960 foram cortados de pmcg2 e
pmcg3, respectivamente, é clonados em pTF2-6 por restricdo com Acc65l e
Xbal, dando origem a pmcg4 (Fig. 19) e pmcg5 (Fig. 20) (PDS MCG-6 (Fig.
21) e MCG-7 (Fig. 22)). O promotor foi inserido na frente dos genes em am-
bos os constructos por digestdo de pmb1 com Acc65l, isolamento do frag- |
mento promotor pyk10 e clonagem em Ac¢65ll restrito pmcg4 e pmcgb, pro-
duzindo pmcg6 (Fig. 23) e pmcg7 (Fig. 24) (PDS MCG-8 (Fig. 25) e MCG-9
(Fig. 26)).

Mais especificamente, e com referéncia a Fig. 21, o cDNA codi-
ficando para um inibidor de invertase da parede celular de Arabidopsis thali-
ana (At5g46940) foi cortado do plasmideo pmcg2 por restrigdo com Acc65/ e
Xbal, e clonado entre os sitios correspondentes de pTF2-6. Para isto, o
plasmideo pTF2-6 foi primeiro cortado com estas enzimas e a banda corres-
pondente ao plasmideo binario pBINHygTx foi isolada. Foi gerado o plasmi-
deo pmcg4, correspondente a um inibidor de invertase da parede celular
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cDNA de Arabidopsis thaliana em pBINHygTx.

Mais especificamente, e com referéncia a Fig. 22, o cDNA codi-
ficando para um inibidor de invertase vacuolar de Arabidopsis thaliana
(At1g47960) foi cortado do plasmideo pmcg3 por restrigdo com Accé5l e
Xbal , e clonado entre os sitios correspondentes de pTF2-6. Para isto, o
plasmideo pTF2-6 foi primeiro cortado com estas enzimas e a banda corresQ
pondentes ao plasmideo binario pBINHygTx foi isolada. Foi gerado o plas-
mideo pmcg5, correspondente a um cDNA de inibidor de invertase vacuolar
de Arabidopsis thaliana em pBINHygTXx.

Mais especificamente, e com referéncia a Fig. 25, o constructo
para a expressao especifica para raiz de um inibidor de invertase da paredé
celular de Arabidopsis thaliana (At5g46940) no plasmideo binario pBlI-
NHygTx foi gerado em duas etapas. O primeiro promotor pyk10 foi cortado
de pmb1 com Acc65/ e isolado de um gel agarose. O promotor foi clonado
entre os sitios correspondentes de pmcg4, para gerar pmcg6.

Mais especificamente, e com referéncia a Fig. 26, um constructo
para a expresséo especifica para raiz de um inibidor de invertase vacuolar
de Arabidopsis thaliana (At1g47960) no plasmideo binario pBINHygTx foi
gerado em duas etapas. O primeiro promotor pyk10 foi cortado de pmb1 com
Acc65l e isolado de um gel agarose. O promotor foi clonado entre os sitios
correspondentes de pmcg5, para gerar pmcg7.

O promotor criptico foi amplificado por PCR de plasmideo X7-
KS, proporcionado por Mollier et al. (2000), por uso de primers cryp-F/R,
contendo um sitio de restricdo Acc65l em ambas as extremidades. O frag-
mento de PCR foi clonado em pmcg6-1 (pyk10:At5g56940 no plasmideo
pBINHygTx) dando origem a pmcg11 (Fig. 27) (PDS MCG-13 (Fig. 28)). Para
a produgéo de uma fusdo de promotor criptico a At1g47960, o fragmento de
PCR descrito acia para o promotor foi restrito com Acc65l e clonado em

‘pmcg7-5 (pyk10:At1947960 e, pBINHygTx) dando origem a pmcg12 (Fig. 29)

(PDS MCG-14 (Fig. 30)). Em ambos os plasmideos o promotor pyk10 pre-
sente em pmcg6 e pmcg7 foi removido por restricdo com Acc65l e isolamen-

- to da banda de plasmideo.
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Foram usados os seguintes primérs:

cryp-F: 5'-gatcggtacctcgaattgtgatatattgtaage-3’

cryp-R: 5’-catggggtaccctgattaattagcaattagtgg-3’

Mais especificamente, e com referéncia a Fig. 28, um constructo
para expressdo especifica para raiz de um inibidor de invertase da parede
celular de Arabidopsis thaliana (At5g46940) foi gerado em duas etapas. O

promotor de um gene criptico especifico para raiz (AX063411) foi amplifica-

do por PCR usando os primers cryp-F (5’{_'_GATCGGTACCT CGAATTGTGA-
TATATTGTAAGC-3) e cryp-R (5™
CATGGGGTACCCTGATTAATTAGCAATTAGTGG-3'), ambos contendo um
sitio de restricdo Acc65/, do plasmideo X7-KS proporcionado por Mollier Iet
al. (2000). O produto desta reagéo de PCR foi cortado com Acc65/ e clonado
no sitio correspondente de pmcg6. pmcg6 foi primeiro cortado e a banda
correspondente ao plasmideo pBINHygTx contendo o inibidor de invertase

da parede celular isolado de um gel agarose. A orientagdo correta do promo-

" -tor em pmcg11 foi verificada por restricdo com diferentes enzimas.

Mais especificamente, e com referéncia a Fig. 30, um constructo
controle para uma expressao indutivel por estrégeno da proteina verde fluo-
rescente reporter (GFP) foi obtido da Dirk Becker (Lehrstuhl fur Pflanzenphy-
siologie und Pflanzenbiophysik, Universitat Wirzburg) e transformado em
Agrobacterium para usa-lo para transformacgao vegetal.

Os constructos correspondentes em um sistema indutivel por
estrégeno, pmcg8 (Fig. 31) e pmcg9 (PDS MCG-10 (Fig. 32) e MCG-11 (Fig.
33)) foram obtidos por restricdo do plasmideo pER8 e pmcg2 ou pmcg3 com
Xhol e Apal e ligagdo do plasmideo digerido ao fragmento isolado corres-
pondente ao gene.

Mais especificamente, e com referéncia a Fig. 32, um constructo
para uma expressdo, indutivel por estrégeno, de um inibidor de invertase da
parede celular de Arabidopsis thaliana (At5g46940) foi gerado por isolamen-
to do cDNA correspondente de pmcg2, por restrigéé com Xhol e Apal, e clo-
nagem entre os sitios correspondentes do plasmideo binario pERS.

Mais especificamente, e com referéncia a Fig. 33, um constructo
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para uma expressdo, indutivel por estrégeno, de um inibidor de invertase
vacuolar de Arabidopsis thaliana (At1g47960) foi gerado por isolamento do
cDNA correspondente de pmcg3, por restrigdo com Xhol e Apal, e clonagem
entre os sitios correspondentes do plasmideo binario pERS.

Vide também Molier et al. (Mollier et al.(2000). Tagging of a
crypti-c promoter that confers root-specific gus expression in Arabidopsis tha;
liana. Plant Cell Rep. 19, 1076-1083.);v Nitz . et al. (Nitz |., Berkefeld H., Pu-
zio P.S. and Grundler F.M.W. (2001). Pyk10, a seedling and root specific
gene and promoter from Arabidopsis thaliana. Plant Sci. 161, 337-346.); and
Zuo J. et al. (Zuo J., Niu Q.W. and Chua N.H. (2000). An estrogen receptor—
based transactivator XVE mediates highly inducible gene expression in
transgenic plants. Plant J. 24, 265-273.)

Exemplo 2:Crescimento de plantas transgénicas em meio de cultura
contendo 1% de sacarose

Caracterizacdo inicial das linhagens transgénicas geradas con-
forme descrito no exemplo 1, foi feita com plantas crescendo em vidros
Weck contendo meio MS mais vitaminas, MES, sacarose a 1% e gelrita a
0,3% para polimerizagdo. As mudas foram pré-cultivadas primeiro em meio
de selegdo com a mesma composi¢do, mas contendo glucose a 1% ao inves
de sacarose e incluindo 50 mg/L de higromicina para sele¢édo de transgéni-
cas mas nao para plantas controle Selvagens. Depois de aproximadamente
14 dias de crescimento, as mudas foram transferidas para o meio de cultura
descrito acima.

Mais especificamente, sementes de Arabidopsis foram preé-
cultivadas em meio MS0222 contendo 0,5g/L de MES, 1% de glucose e
0,3% de gelrita, e incluindo higromicina no caso de sele¢do para mudas
transgénicas. Depois de 14 dias, as mudas foram transferidas para vidros
Weck contendo um meio similar mas com sacarose a 1% ao invés de gluco-
se e sem antibiético. O peso fresco de broto e raiz foram quantificados e a
propor¢ao de broto para raiz foi determinada para 6 plantas de cada linha-
gem independente.  WTCol0, Arabidopsis  selvagem;  AT4-11,

 pyk10:At5g46940, AT10-3 e 20, cryptic:At5g46940; AT11-9A, cryp-
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tic:At1g47960; AT15, pyk10:Cin1. Para os experimentos de Northern blot,
RNA foi extraida das raizes de cada planta individual de modo independen-
te.

A quantificagdo do peso fresco de broto e raiz na planta mostra-
ram que, interessantemente, a inibigdo da atividade de invertase na raiz ndo
resultou em uma redugdo do peso da raiz mas em um peso ndo alterado ou
ligeiramente aumentado, acompanhado por um aumento mais acentuado no
peSo do broto essencialmente devido a um aumento no numero de folhas e
brotos de roseta. Povrtanto, proporcdo de broto para raiz e biomassa vegetal
inteira foi aumentada nas plantas inibidoras de invertase. O efeito da expres-
séo de inibidor de invertase sobre a proporgéo de broto para raiz e o fendtipo
da planta foi mais evidente no caso de expressao orientada por promotor
criptico conforme representado na Fig. 3, muito embora a expressao genéti-
ca fosse claramente mais reforcada com o promotor pyk10 conforme repre-
sentado na Fig. 4. _

| Mais especificamente, a Fig. 3 representa a distribuicdo normal
da proporgao de broto para raiz em plantas selvagens (WT) e as diferentes
linhagens transgénicas, a Fig. 4 mostra expressao de RNA, determinada por
Northern blot, dos inibidores de invertase correspondentes em raizes de
plantas transgénicas em comparacdo com plantas selvagens controle, e a
Fig. 5 mostra expressdo de RNA de Cin1 em raizes de plantas transgénicas.

O aumento da atividade de invertase na raiz pela expressao te-
cido especifica de um gene de invertase (Cin 1) resultou em uma alta variabi-
lidfade de crescimento entre plantas da mesma linhagem transgénica, nao
proporcionahdo um fendtipo claro em comparagdo com plantas selvagens.
No entanto, em plantas cultivadas no meio de cultura foi observada uma di-
ferenga no fendtipo em comparagdo com plantas de controle, com uma au-
mento da biomassa de raiz (0,33 + 0,21 em relagdo a 0,19 + 0,08) e broto
(1,50 = 0,50 em relagédo a 1,00 + 0,25) para uma e_xtenséo similar, portanto
ndo produzindo uma grande diferenga na proporgao de broto para raiz em
relacdao a plantas de controle (Fig. 3). Nesta condi¢ao de crescimento, tam-
bém houve algum grau de variabilidade no fenétipo de plantas transgénicas,
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algumas das mesmas apresentando proliferacdo anormal de estruturas ver-
des semelhantes a calos indiferenciados ao invés de folhas diferenciadas e
ndo florescendo, ao passo que outras floriram e apresentaram um numero
aumentado de folhas differenciadas (ndo mostrado). Estas estruturas tam-
bém aparecem am alguns das plantas inibidoras de invertase, embora folhas
e inflorescéncias apropriadas tenham se desenvolvido nestas plantas tam;
bém. Formacéao prejudicada de 6rgao apropriado, levando ao aparecimento
de estruturas verdes pobremente diferenciadas, foi previamente descrita em
embrides de cenoura anti-sentido de invertase cultivados sobre meio con-
tendo sacarose. Este efeito foi atribuido a sinalizagdo errénea produzida pelo
nivel alterado de sacarose para hexose nas plantinhas, uma vez que pode
ser compensado pela adi¢do de glucose e frutose, os produtos da reagao de
invertase (Tang et al., 1999). Quando plantas pyk10:Cin1 foram cultivadas
em diferentes condigtes (solo ou perlita) foi observada uma maior variabili-
dade no fendtipo das plantas. Em alguns casos as plantas apresentaram
uma aumentada proporg¢do de broto para raiz, ao passo que outras plantas
das mesma linhagem apresentaram uma propor¢ao reduzida. Em conse-
quéncia, o desvio padrdo calculado para a proporg¢éo de broto para raiz das
plantas independentes em um Unico experimento de caracterizacdo foi em
alguns casos tao elevado quanto o valor médio. Esta variagao pode ser atri-
buivel a uma degradag¢do do mensageiro correspondente na planta, confor-
me observado por estudos por Northern blot para plantas cultivadas em meio
de cultura (Fig. 5).
Exemplo 3:Crescimento de plantas transgénicas em perlita

Em um segundo experimento de caracterizagdo, as plantas fo-
ram cultivadas em perlita e irrigadas com solugdo de Hoagland durante 36
dias em condicdes de dia longo (16 horas de luz / 8 horas de escuridao),
depois do pré-crescimento inicial em placas de selegdo. O peso fresco de
raiz e broto e a proporgao de broto para raiz, bem como o peso de semente
por planta foram determinados para as diferentes linhagens em estudo.
Mais especificamente, sementes de Arabidopsis foram pré-cultivados em

meio de selegdo por 14 dias e em seguida transferidas para perlita e cultiva-
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das por 36 dias em condigdes de dia longo. O peso fresco de broto e raiz foi
quantificado e a proporgéo de broto para raiz foi determinada para 8 plantas
de cada linhagem independente. WTColO, Arabidopsis selvagem; AT4-11,
pyk10:At5g46940, AT10-3, 6.2 e 20, cryptic:At5g46940; AT11-3, 7 e 9A,
cryptic:At1g47960, AT15, pyk10:Cin1.

Os resultados sdo mostrados na Fig. 6.

Conforme pode ser visto a partir da Fig. 6, plantas da linhagem
trahsgénica pyk10:Cin1 agiram de um modo diferente com respeito ao expe-
rimento anterior. A proporgéo de broto para raiz estava aumentada nestas

plantas, o peso fresco da raiz estava reduzido (0,017 + 0,007 em relagéo a

- 0,038 + 0,027 em plantas selvagens) e o peso fresco de broto ligeiramente

aumentado (0,20 + 0,09 em relagéo a 0,16 + 0,07 em plantas selvagens) em
relagdo a plantas controle. Para o inibidor de invertase, expressao de inibidor
de invertase,} orientada por pyk10, resultou em uma tendéncia mais clara .
para uma aumentada propor¢éo de broto para raiz do que no meio de cultu-
ra, embora o aumento fosse novamente mais claro em linhagens onde a ex-
pressdo do inibidor de invertase estava sob controle do promotor criptico
(Fig. 6). | |

O aumento desta proporgao foi essencialmente devido a um
peso fresco de broto aumentado nestas linhagens, como um resultado de
um numero de broto aumentado, ao passo que a massa de raiz foi somente
aumentada em uma das linhagens (AT11-3) analisadas para cryptib:
At1g47960, mas nado nas outraas linhagens independentes para 0 mesmo
constructo. De modo interessante, a andlise do peso de semente por planta
também mostrou uma importante diferenga entre produgdo de sementes de
plantas transgénicas e selvagens. A producdo de sementes estava clara-
mente aumentada nas diferentes linhagens de inibidor de invertase, ao pas-
so que na linhagem pyk10:Cin1 estava ligeiramente reduzida com respeito

ao controle apesar do ligeiro aumento na biomassa de broto (Tabela 3).
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Tabela 3: Teste de alcance multiplo de Duncan para valores médios de plan-
tas: As plantas sdo agrupadas em grupos de importancia designados por
uma letra. As linhagens com a mesma letra ndo séo significativamente dife-

rentes.

- LinhagemPeso fresco de raiz (g) Peso fresco de broto (g)Broto / raiz Peso

de semente (mg) / planta

WTCo0l00,038750 bed 0,158750 d 4,722500 e 4,712500 ef
AT150,016875 d 0,203750 d12,271250 bc  2,462500 f
AT4-110,063750 b  0,630000 bc 10,526251 cd 13,425000 bed
AT10-30,056250 b¢  0,671250 b12,902500 bc 17,562500 b
AT10-6,20,046250 bed 0,337500 d 7,753750 de 12,049999 cd
AT10-200,026875 ¢d 0,408750 cd 15,785000 ab 16,600000 bc
AT11-30,108750a 1,318750 a 13,961250 abc 8,705000 de
AT11-70,044375 becd  0,755000 b 17,344999 a 27,634998 a
AT11-9A0,062500 b 0,778750 b 13,515000 abc  23,212500 a

' Coef. Var.57,292% 39,766%32,203% 35,891%

O fenétipo mais claro, com respeito a produgdo de semente e
proporgdo de broto para raiz, foi obtido nas linhagens expressando AtC/VIF1
(At1g47960) sob o controle do promotor criptico. Portanto estas linhagens,
designadas como AT11, foram usadas para uma caracterizagdo detalhada.
Duas linhagens independentes para este constructo (AT11-7 e AT11-9), que
continham diferente nimero de cépias e sitios de inser¢do, conforme mos-
trado por experimentos de Southern blot (Fig. 7), foram usadas para as ca-
racterizagdes detalhadas. ' ,

Para preparar o Southem blot de trés linhagens independentes
para AT11 (cryptic:At1g47960), 2 ug de gDNA de cada linhagem foram dige-
ridos com enzimas de restrigdo BamHI (B), EcoRI (E), Hindlll (H) e Xbal (X)
que ndo cortam dentro da sequéncia de sonda. DNA digerido foi analisado

por eletroforese em 0,7% de gel-agarose e manchado sobre uma membrana

~ de nitrocelulose. O filtro foi hibridisado com uma sonda marcada radioativa
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correspondente ao gene HPTII.

Como um experimento de caracterizagao final, as plantas foram
cultivadas nas condigdes previamente descritas, em perlita durante aproxi-
madamente 49 dias em condi¢des de dia longo (16 horas de luz / 8 horas de
escuriddo). Neste caso, o pré-crescimento foi feito em meio de selegéo' con-
tendo sacarose a 1% ao invés de glucose, para estudar a influéncia do agu-
car neste meio sobre o crescimento subseqiiente das plantas. O tempo de
crescimento foi aumentado de 36 para 49 dias para analisar se as diferengas
entre linhagens sdo mais claras depois de periodos de crescimento mais
longos. Novamente, o peso fresco de raiz e broto e a proporgdo de broto
para raiz foram determinados para as diferentes linhagens em estudo, mas
neste caso os valores para producdao de sementes correspondem a peso
seco de siliqua. A principal diferenca entre este experimento e o experimento
precedente é que plantas AT15 (pyk10:Cin1) tém comportamento mais simi-
lar a plantas selvagens, com uma propor¢ao de broto para raiz mais similar a
plantas selvagens do que no experimento anterior (Fig. 8). Novamente, o
aumento desta propor¢ao em linhagens de inibidor de invertase foi devida a
um peso fresco de broto aum.entado. Somente foi observada uma redugao
no peso fresco da raiz em relagdo a plantas de controle em AT10-20 (cryp-
tic:At5g4694), acompanhada por um peso de broto ligeiramente reduzido em
relacdo a plantas selvagens, mas com uma aumentada propor¢do de broto
para raiz. Em todas as outras linhagens analiadas, a propor¢do de broto pa-
ra raiz foi aumentada em relagao ao contrdle, embora para AT15 as diferen-
cas com WTCol0 nao fossem estatisticamente significantes de acordo com o
teste de Duncan (Tabela 4).

Para semelhante finalidade, sementes de Arabidopsis foram pré-
cultivadas conforme descrito anteriormente, exceto que a glucose foi substi-
tuido por sacarose a 1%, e em seguida transferidas para perlita e cultivadas
por 49 dias em condi¢des de dia longo. O peso fresco de broto e raiz foram
quantificados e a proporgao de broto para raiz foi determinada para 7 plantas
de cada linhagem independente. WTColO, Arabidopsis selvagem; AT4-11,
pyk10:At5946940; AT10-6.2 e 20, cryptic:At5g46940; AT11-7 e 9A, cryp-
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tic:At1g47960; AT15, pyk10:Cin1.

Com respeito a producdo de semente, determinada como peso
seco de siliqua pbr planta, linhagens de inibidor de invertase mostraram um
aumento significativo deste parametro. Neste caso, plantas AT15
(pyk10:Cin1) mostraram um aumento ligeiro, mas nao estatisticamente signi-
ficati\}o, da producgdo de semente com respeito ao tipo selvagem. A diferengé
fenotipica mais acentuada foi novamente observada para a expressao de
inibidor de invertase orientada por promotor criptico, ao passo que diferen-
cas para controle ndo foram tao acentuadas com o promotor pyk10. As li-
nhagens AT11-7 e AT11-9A foram novamente as linhagens apresentando a
diferenga mais significativa, na proporgdo de broto para raiz e produgao de
sementes, em relagdo aos controles.

Tabela 4: Test de alcance miiltiplo de Duncan para valores mé-
dios de plantas: As plantas sao agrupadas em grupos de significancia desig-
nados por uma letra. As linhagens com a mesmé letra ndo sao significativa-

mente diferentes.

Linhagem Peso fresco de raiz (g) Peso fresco de broto (g)Broto

/ raiz Peso seco de siliqua (mg)/planta

WTCol00,137143 ab 0,980429 cd 6,892000 ¢ 20,857143 ¢
AT150,204286 a 2,257143 ab11,454286 bc 45,571429 bc
AT4-110,101429 bc 1,580000 bc 15,611428 ab 44,714286 bc
AT10-6,20,102857 bc 1,547143 bc 16,541429 ab 66,571429 b
AT10-200,061429 ¢ 0,704286 d 12,191428 b 46,571429 bc
AT11-70,181429 a 2,867143 a 18,045714 a 122,285714 a
AT11-9A0,147143 ab 2,425714a 17,930000a 111,571429 a

Coef. Var.47,798% 37,007%31,532% 51,972%

Para semelhante finalidade, sementes de Arabidopsis foram pré-
cultivadas em meio de selegdo contendo sacarose por 14 dias e em seguida
transferidas para perlita e cultivadas por 49 dias em condi¢des de dia longo.
O peso fresco de broto e raiz foram quantificados e a propor¢ao de broto
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para raiz foi determinada para 7 plantas de cada linhagem independente. O
peso de siliqua por planta foi determinado uma vez que as siliquas estavam
secas. WTCol0, Arabidopsis selvagem; AT4-11, pyk10:At5g46940; AT10-6.2
e 20, cryptic:At5g46940;, AT11-7 e 9A, cryptic:At1g47960, AT15, pyk10:Cin1.

Como um exemplo do fendtipo das linhagens de inibidor de in-
vertase, fotografias de AT11-7 e 9A sdo mostradas na Fig. 9, corresponden-
do ao ultimo experimento de caracterizagdo descrito. As imagens mostram
que plantas das linhagens transgénicas sdo maiores e tém um nimero maior
de folhas e brotos do que as plantas selvagens. Embora o peso de broto es-
teja aumentada em plantas das linhagens transgénicas, 0 aumento na pro-
dugdo de semente ndo é somente devido a massa de broto aumentada mas
além disso o nimero de siliqua e consequientemente o peso de siliqua por
peso fresco de broto estd aumentado. Como um exemplo, no experimento
analisado na Tabela 4, o peso seco de siliqua (mg)/ peso fresco de broto (g)
foi aumentado de 21,28 em plantas selvagens para 42,76 e 46,10 em AT11-

7 e AT11-9A respectivamente. Por esta razdo, nés determinamos em um

experimento independente o nimero de siliqua por peso fresco de broto em
plantas selvagens e transgénicas pré-cultivadas em placas de glucose, nos- -
sas condigdes de pré-crescimento de rotina, e subseqientemente cultivadas
em perlita por 40 dias. Os resultados do teste de Duncan para estes dois
parametros sao mostrados na Tabela 5.

Tabela 5: Teste de alcance multiplo de Duncan para valores médios das
plantas: As plantas sdo agrupadas em grupos de significAncia designados
por uma letra. As linhagens com a mesma letra ndo s&do significativamente

diferentes.

Linhagem Numero de siliqua / peso fresco de broto Peso seco de siliqua

(mg) / peso fresco de broto (g)

WTCol0O 38,215497 b 19,277501 ¢
AT11-7 61,655353 a 45,408005 a
AT11-9A 54,039001 a 32,318250 b
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Coef. Var. 27,16% 43,15%

Para semelhante finalidade, sementes de Arabidopsis foram pré-
cultivadas em meio de selecdo contendo glucose pfor 14 dias € em seguida
transferidas para perlita e cultivadas por 40 dias em condi¢cdes de dia longo.
O numero e o peso seco de siliqua foram quantificados, e o ndmero de sili-
qua / peso fresco de broto e peso seco de siliqua / peso fresco de broto fo-
ram determinados para 20 plantas de cada linhagem independente. O peso
seco de siliqua foi determinado uma vez que as siliquas estavam:secas.
WTCol0, Arabidopsis selvagem; AT11-7 e 9A, cryptic:At1g47960; AT15,
pyk10:Cin1. |

Na Fig. 9 o fenétipo de plantas indépendentes de WTColO,
AT11-7 e AT11-9A. Para semelhante finalidade, plantas de Arabidopsis fo-
ram pré-cultivadas em meio de sele¢do contendo sacarose e transferidas
para perlita depois de 14 dias. Foram obtidas fotografias depois de 49 dias
de crescimento em condigbes de dia longo, no momento da coleta do mate-
rial da planta. |
Exemplo 4:Fendétipo de plantas transgénicas em outras condigées de
crescimento 7

De modo a estudar se o fenétipo das linhagens transgénicas foi
associado as condigbes de crescimento particulares usadas nos experimen-
tos de caracterizagdo, as plantas foram cultivadas em diferentes condi¢bes
de crescimento e o fendtipo foi analisado em termos de peso fresco de broto
e da raiz, proporgao de broto para raiz e produgdo de sementes. Plantas das‘ .
duas linhagens transgénicas selecionadas, AT11-7 e AT11-9A, e plantas
Col0 selvagens foram cultivadas em condi¢des de dia longo no solo, condi-
cdes de dia curto em perlita e as condigdes previamente descritas, condi-
¢cOes de dia longo em perlita, para comparagao. _

1.Crescimento das plantas em perlita e condi¢es de dia curto

Para a analise do fendtipo da planta em condigdes de dia curto
(8 h de luz/16 h de escuridao), as sementes foram pré-cultivadas em meio

- de selegdo com glucose por 14 dias em condi¢bes de dia longo, e em segui-
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da transferidas para perlita em condigOes de dia curto por 43 dias. Nesta
hora foram medidos o peso fresco de broto e de raiz e a produgdo de se-
mente. Conforme mostrado na Fig. 10 (Foram obtidas fotografias depois de
43 dias de crescimento em condigdes de dia curto, no momento da coleta de
material da planta. 10 plantas de cada linhagem foram usadas neste experi-

mento). Plantas das duas linhagens transgénicas em andlsise sdo ligeira-

“mente maiores e tém um nimero aumentado de folhas em relagao aos tipos

selvagens. Além disso, uma alta percentagem das plantas transgénicas flo-
resceu (100% em AT11-7 e 70% de AT11-9A) e apresentou algumas sili-
quas, ao passo que somente 40% das plantas selvagens floresceram e a-
presentaram um numero reduzido de siliquas.

A andlise estatistica foi dificil de realizar devido a alta variabili-

dade do numero e do peso fresco de siliqua entre plantas da mesma linha-

- gem. No entanto, a proporgdo de broto para raiz foi aumentada de 12,73 =+

2,62 er'nb tipos selvagens para 17,80 + 4,18 e 15,06 = 3,30 em AT11-7 e

‘AT11-9A respectivamente. Este aumento foi significativo de acordo com o

teste de Duncan. O numero de siliqua por peso fresco de broto foi 2,04 +
2,69 em tipos selvagens, 12,98 + 7,06 e 5,60 + 6,42 em AT11-7 e AT11-9A -
respectivamente, considerando todas as plantas. A alta variabilidade no tipo
selvagem e AT11-9A foi devida a presenca de algumas plantas que nao ti-
nham produzido qualquer siliqua no momento analisado. A analise de perio-
dos de crescimento mais longos pode resultar em uma diferenga mais clara |
no fendtipo, revelando diferengas na proddgéo de sementes entre b tipo sel-
vagem e transgénicas uma vez que todas as plantas floriram, e possibilitan-
do uma analise estatistica mais confidvel dos diferentes parametros em es-
tudo.
2.Crescimento de plantas no solo e em condi¢6es de dia longo

Plantas cultivadas sobre o solo em condi¢des de dia longo (16
horas de luz / 8 horas de escuriddo) apresentaram crescimento acelerado
com relagdo a perlita e portanto o tempo de crescimento para a analise feno-
tipica foi reduzido para 30 dias. Plantas transgénicas apresentaram cresci-

mento reduzido em comparagdo com plantas cultivadas com perlita, com
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uma extensdo ligeiramente reduzida com relag@o a plantas selvagens e au-
mentada ramificacdo de brotos, mas ainda foi observada uma diferenga na
proporg¢do de broto para raiz em relagéo aos tipos selvagens (Fig. 11: Feno-
tipo de plantas de WTCol0, AT11-7 e AT11-9A. Plantas de Arabidopsis fo-
ram pré-cultivadas em meio de selegdo contendo glucose e transferidas para
perlita depois de 14 dias. Foram obtidas fotografias depois de 30 dias dé
crescimento em condi¢des de dia longo, no momento da coleta do material
da planta. Foram analisadas 6 plantas de cada uma das linhagens em estu-
do.). Esta diferenca foi essencialmente devida a um peso das raizes signifi-
cativamente reduzido em relagado as plantas selvagens e um peso de broto
ndo alterado significativamente (Tabela 6). Ndo obstante, estes dados de-
vem ser cuidadosamente considerados, uma vez que a recuperagdo das
raizes do solo é dificil em comparagdo com a perlita e pode ocorrer alguma
perda de material durante a coieta das raizes.

A andlise dos dados de acordo com o teste de Duncan mostrou
que embora nédo houvesse variagao significativa do niumero ou peso de sili-
qua por planta entre tipos selvagens e transgénicos, o numero e o peso fres-
co de siliqua por grama de peso fresco de broto foi signifiCativamente au-
mentado, sendo aproximadamente duas vezes o valor obtido em plantas

selvagens (Tabela 6).
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Tabela 6: Teste de alcance multiplo de Duncan para valores médios de plan-
tas: As plantass sao agrupadas em grupos de significéncia designados por

uma letra. As linhagens com a mesma letra ndo sao significativamente dife-

rentes.

Linhagem Peso fres- | Peso fres- | Broto/raiz | n® de | Peso fres-
co de raiz | co de bro- Siliqua /| co de Sili-
(9) to (9) Peso | qua (mg)/

fresco Peso fres-
de broto | co de bro-

to (g)

WTCol0 0,186000 a 1 ,688333 a9,848333b 21,060000b 67,346670 b
AT11-7 0,075000 b 1,310000 ab 17,589999 a 43,741664 a
148,926666 a

AT11 -9A 0,065000 b 0,948333 b 16,048333 a 45,190002 a

1568,349996 a

Coef. Var. 42,75% 28,58%34,61% 33,90% 36,07%

Para semelhante finalidade, sementes de Arabidopsis foram pré-
cultivadas em meio de selegdo contendo glucose por 14 dias e em seguida
transferidas para o solo e cultivadas por 30 dias em condi¢es de dia longo.
O numero e o peso fresco de siliqua foram quantificados, e o numero de sﬂi-
qua / peso fresco de broto e peso fresco de .siliqua / peso fresco de broto
foram determinados para 6 plantas de cada linhagem independente. O peso
fresco de sﬂiqua foi determinado na hora da coleta . WTCol0O, Arabidopsis
selvagem; AT11-7 e 9A, cryptic:At1g47960.

Este experimento de caracterizagdo mostra que embora o tama-
nho das plantas transgénicas seja reduzido no solo com relagédo as plantas
selvagen, ao invés de aumentado conforme observado em perlita, a propor-

¢ao de broto para raiz e a produgao de sementes por peso fresco de broto

ainda estdo aumentados.

3.Crescimento de plantas em perlita e condicdes de dia longo
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Como uma comparagao pa'ra crescimento, pléntas de WTCol0 e
as duas linhagens transgénicas foram cultivadas como em experimentos
anteriores. Mudas pré-cultivadas em placas de selegdo contendo glucose
foram transferidas para perlita e cultivadas por 40 dias adicionais. Foram
determinados o peso fresco de broto, raizes e siliqua bem como o numero
de sfliqua e os parametros correspondentes sob analise foram calculadoé
(incluidos na Tabela 7). Para semelhante finalidade, sementes de Arabidop-
sis foram pré-cultivadas em meio de sele¢ao contendo‘gllucose por 14 dias e
em seguida transferidas para perlita e cultivadas por 40 dias em condi¢oes
de dia Iongo. O peso fresco de broto e raizes foram medidos em 20 plantas
de cada linhagem independente. O peso fresco de siliqua foi determinado na
hora da coleta. WTCol0, Arabidopsis selvagem; AT11-7 e 9A, cryp-
tic:At1g47960. Mais especificame'nte, sementes vdé Arabidopsis foram pré-
culti_vadas em meio de selegéb contendo glucose por 14 dias e em seguida
transferidas para perlita e cultivadas por 40 dias vem condi¢des de dia longo.
O numero e peso fresco de siliqua por planta foram medidos na hora da co-
leta. WTColO, Arabidopsis selvagem; AT11-7 e 9A, cryptic:At1g47960.
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Tabela 7: Teste de alcance multiplo de Duncan para valores médios de plan-
tas: As plantass sdo agrupadas em grupos de significéncia designados por
uma letra. As linhagens com a mesma letra ndo séo significativamente dife-

rentes.

Linhagem Peso fres- | Peso fres- | Broto/raiz | n® de | Peso fres-
co de raiz | co de bro- | Siliqua /| co de Sili-
(9) to () | Peso qua (mg) /

fresco Peso fres-
de broto | co de bro-

to (g)

WTCol0 0,034980 a 0,420710 b11,864001 b 58,289508 b  147,127991 b
AT11-7 0,036720 a 0,666105 a 18,538249a 96,629999a  257,697510 a
AT11-9A 0,042080 a 0,787255 a 20,966499 a 87,278503 a 266,290015 a

‘Coef. Var. 51,34% 50,12%26,75% 21,60% 21,84%

Conforme observados nos experimentos de caracterizagao ante-
riores, a proporcdo de broto para raiz foi significativamente aumentada em
plantas transgénicas em relagdo aos tipos selvagens muito embora, confor-
me aconteceu com a Caracterizagéo em solo prévia, esta propor¢cdo fosse
maior em plantas selvagens neste experimento do que em-caracterizagoes
anteriores com plantas cultivadas em perlit_a (Tabelas 3 e 4). Ainda o aumeh-
to na propor¢do de broto para raiz é devido ao aumentado peso fresco de
broto em plantas transgénicas, ao passo que o peso fresco da reiz néo foi
significativavmente alterado. Os valores do peso de broto em linhagens trans-
génicas foram comparaveis com os obtidos em experimentos de caracteriza-
¢do anteriores em condigdes similares (Tabela 3.1), mas no caso de plantas
selvagens foi produzido um aumento em relagéo a outras caracterizagoes
resultando no aumento mencionado na proporgédo de broto para raiz. Estes
resultados também confirmam que o crescimento global das plantas esta
aumentado tanto no tipo sel'vagem qguanto nas linhagens transgénicas quan-

do é feito pré-crescimento em placas de sele¢ao contendo sacarose em re-



10

15

20

25

30

49

lacdo a glucose (vide dados na Tabela 3.4em comparagao com a Tabela 3 e
7).

~ Com relagéo a produgéo de sementes, foi observado um signifi-
cativo aumento no numero ou no peso fresco de siliqua por pero fresco de
broto com respeito as plantas selvagens para as duas independent linha-
gens transgénicas sob andlise (Tabela 7). Os aumentos com respeito ao tipo
selvagem sdo proporcionais aos observados em um experimento anterior
feito nas mesmas condigdes (vide a Tabela 5 para comparagao), levando em -
conta que no experimento anterior foi determinado o peso seco de siliqua ao
invés de peso fresco. Neste caso, muito embora nao tenham sido mostrados
os resultados, as alteracbes do peso fresco de siliqua por peso fresco de
broto foram proporcionais 4s mostradas para peso seco na Tabela 5 '
Tabela 8: Teste de alcance multiplo de Duncan para valores médios de plan-
tas: As plantass sdo agrupadas em grupos de significéncia designados por
uma letra. As linhagens com a mesma letra nao séo significativamente dife-

rentes.

Linhagem n2de Siliqua / planta Peso fresco de Siliqua (mg) / planta

WTCol0 23,350000 b 60,274994 b
AT11-7 61,600000 a 187,224976 a
AT11-9A  66,900000 a 211,472485 a

Coef.Var. 46,81% 56,06%

O numero e o peso fresco de siliqua por planta também estao
aumentados em relacéo a tipos selvagens no experimento real (Tabela 7) de
modo diferente das plantas cultivadas no solo, embora o aumento fosse me-
nor do que em plantas pré-cultivadas em sacarose. O fenétipo das plantas é
mostrado na Fig. 12 (Fenétipo das plantas de WTColO, AT11-7 e AT11-9A
depois de 40 dias de crescimento em condicdes de dia longo. Plantas de
Arabidopsis foram pré-cultivadas em meio de sele¢do contendo glucose e
transferidas para perlita depois de 14 dias. Foram obtidas fotografias depois

~ de 40 dias de crescimento em condi¢Ges de dia longo.)
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Exemplo 5:Determinacéao de atividade de inibidor de invertase em rai-
zes de plantas transgénicas

Conforme mostrado aqui, neste requerimento de patente, anali-
se Northern blot demonstrou que efetivamente as linhagens transgénicas
tém um aumento da expressao do inibidor de invertase correspondente com
relagdo as plantas selvagens. Este aumento reflete 0 acimulo de RNA men-
sageiro para o0 gene correspondente, mas ndo comprova a atividade da en-
zima sobre a inibigdo de invertases. A determinacdo da inibi¢gao da atividade
de invertases em raizes pelo inibidor em um teste "in vitro" apresenta a difi-
culdade de que o teste geralmente é realizado em condi¢des 6timas onde a
concentragdo de agucar ndo é a concentragdo real presente na raiz, além do
efeito de protecdo descrito da sacarose sobre inibicao de invertase em uma
concentragdo menor do que aquela usada na prova de atividade (Rausch e
Greiner, 2004). Além disso, a determinagéo da atividade de invertase em um
determinado estagio de crescimento pode nao apresentar necessariamente
diferencas entre tipos transgénicos e selvagens, devido a atividade espago-
temporal do promotor usado para orientar a expressao genética. Ao inves,
alteragdes da atividade de invertase em estagios iniciais de desenvolvimento
podem alterar o crescimento da planta e assimilam particionamentb, resul-
tando nos fendtipos observados. Além disso, Greiner et al. (1999) reporta-
ram que a estabilidade dos complexos formados entre invertases e 0s inibi- |
dores durante a preparagao pode depender de 'fatores' tecido especificos. A
analise de atividéde de invertase vacuolar em plantas de batata transgénicas
que expressaram ectopicamente um inibidor de invertase de tabaco mostrou
uma reduzida atividade nas folhas mas ndo em tubérculos transgénicos
(Greiner et al., 1999), muito embora os niveis de transcriptos de inibidor de
invertase fossem claramente aumentadas em ambos os 6rgaos em relagéo a
plantas controle. Este resultado foi explicado pelos autores com base em
uma diferente estabilidade do complexo em tubérculos em relagéo as folhas.
Por esta razao, a determinagéo dos niveis de proteina do inibidor de inverta-
se por uso de um anticorpo especifico seria de interesse. No entanto, até o

momento ndo ha bom anticorpo disponivel. Portanto, nés agora temos por
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objetivo obter anticorpos contra o inibidor de invertase por expressao heterd-
loga do At1g47960 em E.coli.

Conforme previamente mencionado, dos dois inibidores de in-
vertase de Arabidopsis usados nestes estudos AtC/VIF1 (At1g47960) inibe
especificamente a atividade de invertase vacuolar em provas in vitro, ao
passo que AtC/VIF2 (At5g46940) inibe ambas embora com uma maior afini-
dade para invertase vacuolar do que para invertase da parede celular (Link
et al., 2004). No entanto, até o0 momento a localizagao intracelular destas
proteinas nao foi analisada. Como uma tentativa de analisar o efeito do inibi-
dor de invertase sobre a atividade de invertase nas raizes, nés iniciaimente
medimos a atividade de invertase total em extratos de raizes de plantas sel-
vagens e transgénicas das duas linhagens selecionadas, AT11-7 e AT11-9A
(AtC/VIF1), e AT4-11 (AtC/VIF2). Os resultados mostraram que nao houve
variagao significativa da atividade de invertase da parede celular entre as
raizes de plantas controle e plantas transgénicas, nem tampouco para ativi-
dade de invertase vacuolar embora com um ligeiro aumento nas plantas de
inibidor de invertase AtC/VIF1 (dados nao mostrados). Conforme menciona-
do anteriormente, alguma dissociagao do complexo formado entre a inverta-
se e o inibidor correspondente pode ocorrer durante a preparagao dos extra-
tos e a estabilidade deste complexo pode depender de fatores tecido especi-
ficos presentes na raiz. De modo a evitar possiveis problemas de estabilida-
de do complexo durante o procedimento de isolamento, foi desenvolvida
uma prova de extrato misto na qual uma aliquota de um extrato de raizes de
uma planta transgénica foi misturado com uma aliquota de um extrato de
folhas de uma planta selvagem. Esta mistura foi feita em um volume final de
570 pl em tampao de fosfato pH 4,5, e incubada por 30 minutos a 37°C para
a formacdo do complexo entre a invertase e o inibidor proteinaceo. Depois
da incubacdo, foi adicionada sacarose em uma concentracdo final de 5 mM
e a reacgao foi incubada a 26°C durante 30 min, para degradagédo de sacaro-
se mediada por invertase. Deste modo, a adigao de sacarose depois da eta-

pa de pré-incubagao deve prevenir possivel efeito de prote¢do da sacarose

- sobre a inibigdo da invertase (Weil et al., 1994; Greiner et al., 1998). Depois
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da incubacéao, a reagao foi interrompida em gelo e a glucose liberada foi me-
dida por uso do reagente GO_D (Roitsch et al., 1995). A atividade de inverta-
se na mistura foi comparada com o valor adicionado do extrato de folhas e
do extrato de raizes incubados separadamente. Embora somente tenham
sido feitos até o momento testes preliminares, os resultados mostraram um
efeito inibidor de invertase dos extratos de raizes transgénicas. Como um
exemplo, a incubagdo da fracdo soltvel de um extrato de folhas com a fra-
cdo soluvel de um extrato de raizes das linhagens At1g47960 resultou em
79% de atividade de invertase com respeito ao valor adicionado. Para a fra-
¢do solivel de At5g46940, os valores na prova de extratos mistos foram
86% do valor adicionado dos extratos correspondentes. Em uma prova mista
com um extrato de proteina sollvel de raizes selvagens o valora da ativida-
de de invertase foi 123% do valor adicionado. Os resultados sugerem que
efetivamente a atividade do inibidor de invertase estd aumentada na fragao -

soluvel de raizes transgénicas. Mas até o momento, devido a limitagédo de

‘material disponivel, ndo foram feitos testes com a fragdo da parede celular

de material de raizes transgénicas. ,

Estes resultados Sugeriram que as provas dé extratos miétos
podem ser um modo para. determinar a atividade de inibidor de invertase em
raizes de linhagens transgénicas. No entanto, a limitagdo do material de rai-
zes disponivel torna dificil melhorar as condi¢cdes na prova. Como uma fer-
ramenta para estabelecer a prova, foram usadas folhas de plantas de tabaco
transgénicas expressando um inibidor de invertase apoplasmico (Greiner et
al., 1998) sob controle de um promotor indutivel de citocinina (Lin6), usadas
no projeto de pesquisa previamente descrito sobre o papel da invertase so-
bre o retardo da senescéncia mediado por citocinina (Balibrea-Lara et al.,
2004). As folhas foram infiltradas com uma solugao de MS-Silwet contendo
cinetina (30 pg/L) e as proteinas foram extraidas 3 h depois de infiltragéo.
Foi mostrado que o inibidor de invertase expressado nestas plantas esta io-
calizado na parede celular (Weil et al., 1994), portanto foi usada fracéo de
proteina insolluvel nas provas. A fragdo solivel foi usada como um controle

onde nao deve ser observado efeito sobre valores adicionados de extratos
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incubados independentemente. A disponibilidade de maiores quantidades de
material neste caso possibilitou a concentragdo de proteinas através de uma
coluna Centricon 10K, com um fator de concentracédo de 11,6 e 21,7 na fra-
¢do soluvel e insollvel das folhas tratadas, respectivamente. Extratos mistos
de fracdo da parede celular de folhas selvagens e da fragdo da parede celu-
lar cdncentrada de folhas transgénicas infiltradas apresentaram 70% de ati-.

vidade de invertase com respeito ao valor adicionado de reagdes indepen-

_dentes correspondentes (consideradas como 100%). Foi observada redugao

similar com uma fragdo da parede celula ndo concentrada de folhas transgé-
nicas infiltradas, mas com uma proporg¢ao de 4:1 de volume da fragao inso-
ldvel transgénica com respeito a fragao sollvel selvagem. N&o foram obtidas
diferencas com respeito ao valor adicionado quando fragdes soluveis de fo-
lhas-transgénicas foram usadas em combinagdo com a fragao da parede
c_:elular de folhas selvagens, de acordo com a localizagdo do transgene na
fracao da parede celular. Até o0 momento, a cohcentragéo de sacarose na
prova para atividade de invertase foi de 5 mM, bastante acima da Km de in-
vertases para sacarose, de modo a medir a atividade de invertase maxima.
Nés realizamos as provas na presenga de uma concentragéo menor de sa-
carose, 1 mM, de modo a ver se o efeito do inibidor sobre a atividade de in-
vertase é mais claramente detectado. A atividade de invertase de uma fra-
cdo da parede celular de folhas selvagens combinada com uma fragéo da
parede celular concentrada de folhas transgénicas foi 58% do valor adicio-
nado, ao passo que nao foram observadas diferengas para os valores adi-
cionados para uma fragdo soluvel concentrada de folhas transgénicas. |
Quando foi usado um extrato transgénico de parede celular ndo concentra-
do, os valores na prova mista foram de 55 a 72% do valor adicionado. Extra-
tos mistos com uma fragédo soltivel concentrada / nao concentrada de folhas
transgénicas, em combinacdo com fragdo da parede celular de folhas selva-
gens, ndo apresentaram diferenga na atividade de invertase com respeito
aos valores adicionados. Estes resultados sugerem que este método pode
ser adequado para a determinagéo da inibicao de invertase por inibidor de

invertase. A atividade do inibidor de invertase sera avaliada nas diferentes
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linhagens transgénicas por uso de extratos mistos, deste modo possibilitan-
do nao somente a determinagao da inibicao da atividade de invertase mas
também a localizagcdo da proteina para a parede celular ou fragéo soluvel,
embora os resultados obtidos até o momento indiquem a presenca de ativi-
dade inibitéria na fragdo soltvel para ambos os inibidores de invertase usa-

dos nos transgénicos.

Exemplo 6:Aumentada resisténcia de raizes de Arabidopsis thaliana

transgénica contra infec¢ao por Plasmodiophora brassicae

Plantas de A. thaliana transgénica expressando

a) Promotor pyk10:AtC/VIF2; ou

b) crypticT80: AtC/VIF2

foram geradsa de acordo com o procedimento experimental re-
sumido no exemplo 1.

Resisténcia das raizes das duas cepas de A. thaliana foram tes-
tadas como se segue:

| Plantas de quaforze dias de idade cultivadas sob condi¢des de

estufa ou sob ambiente controlado (21°C, 16 h de luz, 100 Imol fétons/s/m?)
foram inoculadas rotineiramente injetando o solo em torno de cada planta
com 2 ml de uma suspenééo de esporos em repouso do patégeno com uma
concentracao padrao de 10° esporos / ml de acordo com Fuchs e Sacristan
(1996). Foram escolhidos outros momentos de inoculagido para os experi-
mentos respectivos e sdo dados na seg¢édo de resultados. |

Os sintomas de doengas forarﬁ avaliados 28 dias depois da ino-
culacdo (dai) usando uma escala consistindo de cinco classes de acordo
com Klewer et al. (2001): 0 (sem sintomas), 1 (deformagdes (clubs) muito
pequenas, essencialmente sobre raizes laterais que ndo prejudicam a raiz
principal), 2 (pequenas deformagdes cobrindo a raiz principal e poucas rai-
zes laterais), 3 (deformacdes de tamanho médio a maiores, também incluin-
do a raiz principal, o crescimento da planta pode ser prejudicado), 4 (vériés
deformagdes em raiz lateral, principal ou roseta, finés raizes completamente
destruidas, o crescimento da planta é afetado). O indice de doenga (DI) foi
calculado usando a escala de cinco graus de acordo com a férmula: DI =
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(1-ny + 2:n2 + 3-n3 + 4:n4) - 100/4 - Nt, onde Ny a ng € o numero de plantas na
classe indicada e Nt € o numero total de plantas testadas.

Os resultados séo representados nas Figs. 34 e 35. Conforme
pode ser deduzido a partir da Fig. 34, as raizes de plantas transgénicas in-
fectadas por Plasmodiophora brassicae apresentaram um aumento na resis-
téncia. |

Em contraste, Iinhagens' KO unicas nao foram afetadas significa-
tivamente conforme representado na Fig. 35.

Exemplo 7:Infeccdo de raizes de tabaco (Nicotiana tabacum) pelo fungo
mycorhiza Glomus intraradices: Efeito sobre a micorrizagao

| Arbuscular mycorrhiza (AM) representa uma associagdo de in-
terdependéncia disseminada entre fungos transportados pelo solo do filo
Glomeromycota e a maioria das plantas da terra.
_ Nés estudamos o.impacto de uma reduzida disponibilidade de
hexose sobre a micorrizacdo de N. tabacum ou M. truncatula. Foi obtido re-
duzido teor de hexose nas raizes por expressdo, especifica para raiz, de
inibidor de invertase de A. thaliana. Inibindo especificamente a atividade de
invertase da raiz, pode ser documentada a necessidade de suprimento de
hexose suficiente para crescimento de AM. Plantas de N. tabacum
pyk10::Invinh com reduzida atividade de invertase acida nas raizes apresen-
taram uma micorrizagao diminuida. A medida que esta amostra proporciona
outro exemplo de evidéncia de que a interagdo entre microorganismos e
plantas pode ser afetada em uma maneira negativa. Com base nesta obser-
vacdo também a interagdo entre plantas e patégenos de plantas tais como
Plasmodiophora pode ser afetada e portanto é proporcionada uma estratégia
para a protecdo de plantas com base na inibigdo da atividade de invertase.
Construgées de plasmides, transformagdo de planta estavel e determinagdo
de atividades de invertases de planta

O promotor pyk10 foi amplificado por PCR usando DNA gendmi-
co e subclonado no vetor pTF2-6 (T. Fatima e T. Roitsch, ndo publicado)
para gerar pMB1-18. O cDNA codificando AtC/VIF2 (at5g64620) foi ampilifi-

~ cado por RT-PCR usando RNA total, inicialmente clonado no vetor pBlues-
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cript KS+ para gerar pMCG2, e subseqUehtemente subclonado do mesmo
como fragmento Acc651-Kpnl no vetor binario pTF2-6 para gerar o plasmideo
pMCG4. Para gerar uma fusao transcricional entre o promotor pyk10 e o
cDNA codificando AtC/VIF2, um fragmento de promotor pyk10 de 1467 bp foi
subclonado como fragmento Acc65l de pMB1-18 no vetor binario pMCG4,
linearizado por Acc65l, para pMCG6 gerado. O constructo pyk10::Invinh foi
transformado em tabaco (Nicotiana tabacum cv. SR1) usando Agrobacterium
tumefaciens cepa LBA4404 e procedimentos de transformagéao de rotina
(Horsch et al. 1985). Linhagens transgénicas expressando a fusao
pyk10::Invinh foram caracterizadas por PCR (M. Gonzalez e T. Roitsch, ndo
publicado). | |

Os resultados deste tipo de experimentos sa@o representados
nas Fig. 36 a 38. Mais especificamente, a Fig. 36 mostra o resultado de uma
analise de plantas de tabaco transgénicas com expressao, especifica para
raiz, de um inibidor de invertase. A e B, Atividade de invertase da parede
celular (A) e vacuolar (B) em raizes de plantas SR1 selvagens e plantas NT
pyk10::invinh de duas linhagens independentes (98-1-10 e 98-4-1) 3,6 e 5
semanas depois de inoculagdo com G. intraradices. C, Teor de glucose e
frutose das raizes. D, Proporgao dos teores de glucose e frutose para o teor
de sacarose das raizes. E, Grau de micorrizagdo. Para possibilitar a anélise
estatistica, o grau de micorrizagdo em percentagem da extensdo da raiz foi
determinado para cada sistema de raiz em 50 a 100 peg¢as de raiz de cada 1
cm de extenséo; As plantas foram em doié experimentos independentes ino-
culadas com G. intraradices ou 2,5 semanas depois da semeadura e colhi-
das 3,5 semanas depois ou inoculadas 4 semanas depois da semeadura e
colhidas 5 semanas depois. Os dados sdo apresentados como valores mé-
dios + desvio padrdao (em 3,5 semanas: n = 5; em 5 semanas: n = 3). Os da-
dos das linhagens transgénicas foram pareados comparados com as selva-
gens pelo teste tde Student. *P<0,05, **P<0,01. F, Estruturas fungicas cora-
das com tinta em uma planta selvagem e uma plénta NT pyk10::Invinh da
linhagem 98-1-10, cada uma 5 semanas depois da inoculagao. As barras

representam 100 pm.
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A Fig. 38 mostra o resultado de uma andlise de biomassa de
plantas NT pyk10::invinh. A proporgéo de raiz para broto do peso fresco de
plantas SR1 selvagens ndo-micorrizais de 6 semanas de idade e plantas de
duas linhagens NT pyk10::Invinh independentes (98-1-10 e 98-4-1). S§o da-
dos os valores médios + desvio padrao. (n = 33).

A Fig. 38 mostra o resultado de determinar atividades de inver;
tase em plantas ndo-micorrizais e micorrizais NT pyk10::Invinh. A, Atividades
de invertase ligada a parede celular em raizes. B, Atividades de invertase
vacuolar invertase activities em raizes. C, Atividades de invertase citosolica
invertase abtivities em raizes. D, Atividades de invertase apoplésica em fo-
lhas. Plantas SR1 selvagens e plantas das duas linhagens de NT
pyk10::Invinh 98-1-10 e 98-4-1 foram inoculadas com G. intraradices 4 se-
manas depois da semeadura e colhidas 3 e 5 semanas depois. Os dados
sdo apresentados como valores médios + desvio padrao (n = 3). Os dados
das plantas transgénicas nao-micorrizais e micorrizais foram comparados
com as plantas selvagens nao-micorrizais e micorrizais, respectivamente,
usando o teste tde Student. *P<0,05, **P<0,01.

Conforme confirmado e ilustrado, respectivamehte, pelos resul-
tados indicados nas Figs. 36 a 38, devido a um subsuprimento geral da raiz
com carbono por carga de floema defeituosa resultou em reduzida micorri-
zacao, a andlise de plantas com reduzida atividade de invertase e reduzido
descarregamento de floema complementam este estudo. Este. aspecto foi
implementado expressando o gene de Arabidopsis AtC/VIF2 codificando pa-
ra um-inibidor de invertases acidas (Link et al., 2004) sob controle do promo-. .
tor pyk10 de Arabidopsis especifico para raiz e para muda (Nitz et al., 2001)
em plantas transgénicas de N. tabacum (NT pyk10:Invinh). Foi visto que
proteina AtC/VIF2 recombinante afeta atividades de invertases apoplasica e
vacuolar in vitro (Link’ et al, 2004). Plantas das duas linhagens NT
pyk10::Invinh independentes, 98-1-10 e 98-4-1, apresentaram reduzidas ati-
vidades de invertase apoplasica na raiz (Fig. 36 A). A atividade de invertase
vacuolar foi inibida in vitro somente em uma linhagem nos estagios de de-

senvolvimento posteriores (Fig. 36 B). Os niveis de atividade de invertase
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citosdlica neutra nao foram afetados; o mesmo foi verdade para invertases
em folhas (Fig. 38). Plantas ndo-micorrizais mostraram uma caracteristica
similar de atividades de invertase (Fig. 38). De acordo com a reduzida ativi-
dade de invertase apoplasica, as raizes tiveram menors teores de glucose e
frutose (A Fig. 36 C mostra a soma de ambas hexoses) e uma proporgao
reduzida de ambas hexoses para sacarose (Fig. 36 D). No entanto, em con-
traste com tabaco rolC:ppa, plantas com superexpressdo especifica para
raizde inibidor de invertase nao foram alteradas em seu crescimento vegeta-
tivo e sua biomassa de raiz ou broto comparada com plantas selvagens, por
meio da qual a Fig. 37 mostra a proporgao de raiz para broto do peso fresco
conforme determinado em principio, conforme descrito na parte de exemplos
aqui, neste requerimento de patente. Nao obstante, correspondendo aos
menores niveis de hexose nas raizes de plantas pyk10::Invinh nés desco-
brimos um menor nivel de micorrizagdo com G. intraradices (Fig. 36 E). Alem
disso, raizes colonizadas de plantas NT pyk10:invinh apresentaram uma
menor densidade de estruturas flngicas comparadas com o tipo selvagem
(Fig. 36 F) refletida por uma significativa redugdo no rRNA especifico de fun-

go 5 semanas depois de inoculagédo (dados ndo mostrados). Isto indica que

0 suprimento de carbono na interagdo AM depende da atividade de inverta-

ses apoplasicas que liberam hexoses.
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As caracteristicas das presente invengdo reveladas na especifi-
cacdo, nas reivindicagcoes e/ou nos desenhos podem ser tanto separada-
mente quanto em qualquer combinagao das mesmas ser material para reali-
zar a invengao em varioas formas da mesma.

Listagem de Sequéncia

<110> Ju1iUS-MAXimi1ians—univérsitét wirzburg

<120> Métodos para aumentar a propor¢éo de broto para raiz, a produgao
de sementes e a resisténcia a doencas

<130> U 10022 PCT

<150> EP 06004640.6

<151> 2006-03-07

<160> 46

<170> * PatentIn version 3.1

<210> 1

<211> 407

<212> DNA

<213> Brassica napus

<400> 1

gatccatcga ctgcctggtt caacaaaaaa gatgggtact ggagaatgct tgtgggctca 60
aagaacaagc gtagaggaat tgcttatatg tacaaaagtc gtgacttcaa gaaatgggtc 120

aaaactagac gtcccgtaca cactagaaaa gcaaccggta tgtgggaatg tcccgacttt 180
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ttcccggttt ccattggcaa gaaaaccggt ttagacacca gctatgacgg tccaaacacc 240
aagcatgtgt tgaaggttag cttggacctg accaggtacg agtactacac tcttggaacg 300

tatgatacta agaaggatcg ttacaagcct gatggtacca gtcctgatgg ttgggatggt 360

ttgagactag attatggtaa cttctatgcg tcgaagtcct tctttga 407
<210> 2

<211> 410

<212> DNA

<2i3> Brassica napus

<400> 2

gaccccacaa cggcctggct tggacgtgac ggagaatggc gagtaatcgt cggaagctcg 60
" acggacgatc gacgaggatt agcgattctt tacaaaagca gagatttctt caactggacg 120
caatcaacga agcctttaca ttacgaagac ttaaccggaa tgtgggaatg tcctgatttt 180
ttcccggttt cgataaccgg atcggacggt gtagaagcgt cgtcggttgg tgagaatggg 240
attaagcatg tgcttaaagt gagtttgatt gagacattgc atgtttaata cacgattggg 300

agttatgatc gtgagaaaga tgtttacgta ccggatcttg ggtttgtgca aaacgaatca 360

actccgaggt tagattacgg gaaatattac gcgtccaagt cgttcttcga 410
<210> 3

<211> 407

<212> DNA

<213> Brassica napus

<400> 3

gatccgacct ctgcttggtt caacaaaaaa gatgggtact‘ggagaatgct tgtgggctca 60
aagaacaagc gtagaggaat tgcttatatg tacaaaagtc gtgacttcaa gaaatgggtc 120
aaaaétagac gtcccgtaca cactagaaaa gcaaccggta tgtgggaatg tcccgacttt 180
ttcccggttt écatcggcaa gaaaaccggt ttagacacca gctatgacgg tccaaacacc .240
aagcatgtgt tgaaggttag cttggacctg accaggtacg agtactacac tcttggaacg 300

tatgatacta agaaggatcg ttacaagcct gatggtacca ctcctgatgg ttgggatggt 360

ttgagactag attatggtaa cttctatgca tcgaaaactt tctacga 407
<210> 4

<211> 410

<212> DNA

<213> Brassica napus
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<400> 4

gacccgacga
atcaacagaa
ctcgacacat
cctgtgtcta
cacatcgtga
ttcgattcga
agtttaagat
<210> 5

<211> 407
<212> DNA
<213>
<400> 5

gaccccacga
aagaacaagc
aaaactagac
ttcceggttt
aagcatgtgt
tatgatacta
ttgagactag
<210> 6

<211> 407
<212> DNA
<213>
<400> 6

gacccgacca
aagaacaagc
aaaactagac
ttcccggttt
aagcatgtgt
tatgatacta

ttgagactag

ctgcttggaa
ccgggafctc
tgttgcacaa
agaccttggt
aggctagtat
acgggacgtg

atgattacgg

Brassica nhapus

ctgcttggtt
gtagaggaat
gtcccgtaca
ccatcggcaa
tgaaggttag
agaaggatcg

attatggtaa

Brassica napus

cggcttggtt
gtagaggaat
gtcccgtaca
ccatcggcaa
tgaaggttag
agagggatcg

attatggtaa

gacatcagcc

actcgtgtac

agttccaaac
taaggggctc
ggacgacacc
gatcccggat

aaagttctat

caacaaaaaa
tgcttatatg
cactagaaaa
gaaaaccggt
cttggacctg
ttacaagcct

cttctatgceg

caacaaaaaa
tgcttatatg
cactagaaaa
gaaaaccggt
cttggacctg
ttacaagcct

cttctatgcc

63

ggaaaatggc
gacacgactg
accgggatgt
gactcatcgg
agaatcgacc
gatcctacta

gcgtcgaaga

gatgggcact
tacaaaagtc
gcaaccggta
ttagacacca
accaggtacg
gatggtacca

tcgaagacct

gatgggcact
tacaaaagtc
gcaaccggta
ttagacacca
accaggtacg
gatggtacca

tcgaagactt

ggatcactat

acttcaagac

gggagtgtgc

tcaatggacc
attatgccat
ttgatgttgg

cctttttcga

ggagaatgct
gtgacttcaa
tgtgggaatg
gctatgacgg
agtactacac
ctcctgatgg

ttttcga

ggagaatgct
gtgacttcaa
tgtgggaatg
gctatgacgg
agtactacac
ctcctgatgg

ttttcga

tggttccaag
ttacgagaaa
tgacttttat
agatgtgaag
aggaacatat

gattagtact

tgtgggctca
gaaatgggtc
tcccgacttt
tccaaacacc
tcttggaacg

ttgggatggt

tgtgggctca
gaaatgggtc
tcccgacttt
tccaaacacc
tcttggaacg

ttgggatggt

60
120
180
240
300
360

410

60
120
180
240
300
360

407

60
120
180
240
300

360

407
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'<213>

<210> 7
<211> 410
<212> DNA
<213>
<400> 7

gatccaacaa
aagagaaaga
aaaggcaaac

ttcccggtat

gccaagcatg

- acgtatgaca

ggtttgagat
<210> 8

<211> 412
<212> DNA
<400> 8

gacccatcca
attcaccgtc
tctccagagc
ccggtcacga
attttgaagc
ggtacgtacg
acggctccga
<210> 9

211> 410
<212> DNA
<213>
<400> 9

gatccgtcca

aagagaaaga

addaagcaaac

Brassica napus

cggcttggtt
acagaggaat
atcctaacca
tcgtaaccga
tgttgaaggt
ccaagaagga

ttgattatgg

Brassica napus

ctgcttggct
gtggactagc
cgtcgcatta
ggtttggttc
acgtgttgaa
atcgggttaa

gatacgatac

Brassica hapus

ctgcctggtt
acagaggaat

gtcctatcca

CcaacCdaggaa

tgcttatatg
ctcaagaaag
caagaaaaac
tagtttggac
tcgttacagg

taactactat

aggécaagac
catcacttac
cgacgacgga
taacggcgtg
aataagtttg
agataaattc

ggaaagtatt

64

gatgggtatt
tacaagagcc
aaaaccggta
ggtttggact
ttgaccagat
ccagacggtt

gcgtcaaaat

aagaaatgga
acgagtaaag
agtggaatgt
gaaacgtctt
gacgacacga
gtaccggaca

acgcgtccaa

ggagaatgct
gtgacttcaa
tgtgggaatg
tcagctacga
atgagtacta
acactcctga

cgttcttcga

gagtgattat
actttctaaa
gggaatgtcc
cgtttggtga
aacatgatta
atggtttcaa

aacattctat

tgttggctca

aaaatgggtc
tcccgatttc
cggtccaaac

cactcttgga

cggttgggat

cggaagcaag
atggggaaaa
tgattttttc
acctaatgag
taacacgatt
gatggacggt

ga

caacaaaaaa gatgggtatc ggagaatgct tgttggctca

tgcttatatg tacaagagcc gtgacttcag aaaatgggtc

ctcaagaaag aaaaccggta tgtgggaatg tcccgatttc

60
120
180
240
300
360

410

60
120
180
240
300
360

412

60
120
180
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ttcccggtat ccgtaaccga caagaaaaac ggtttggact tcagctacga cggtccaaac 240
gccaagcatg tgttgaaggt tagtttggac ttgaccagat acgagtacta cactcttgga 300

acgtatgaca ccaagaagga tcgttacagg ccagacggtt acactcctga cggttgggat 360

ggtttgagat ttgattatgg taactactat gcgtcgaagt cattttacga 410
<210> 10

<211> 410

<212> DNA

<213> Brassica napus

<400> 10

gacccaacca ccgcttggct tggacgtgac ggagaatggc gagtaatcgt cggaagctcg 60
acggacgatc gacgaggatt agcgattctt tacaaaagca gagatttctt caactggacg 120
caatcaatga agcctttaca ttacgaagac ttaaccggaa tgtgggaacg tcctgatttt » 180
ttcccggttt cgataaccgg atcggacggt gtagaaacgt cgtcggttgg tgagaatggg 240
attaagcgtg tgcttaaagt gagtttgatt gagacattgc atgattatta cacgattggg 300

agttatgatc gtgagaaaga tgtttacgta ccggatcttg ggtttgcgca aaacgaatca 360

gctccgaggt tagattacgg gaaatattac gcgtccaagt ccttctacga 410
<210> 11

<211> 413

<212> DNA

<213> Brassica napus

<400> 11

gatcccacca ctgcctggct aggccaaggcbaagaaatgga gagtgatcat cggaagcaag 60
attcaccgtc gtggactagc cattacttac acgagtaaag actttctaaa atgggaaaaa 120
tctccagagc cgttgcatta cgacgacgga agtggaatgt gggaatgtcc tgattttttc 180
ccagtcacga ggtttggttc taacggcgtg gaaacgtctt cgtttggtga acctaatgag 240
attttgaagc acgtgttgaa gataagtttg gacgacacga aacatgacta ttacacgatt 300

ggtacgaacg atcgggtcaa agataaattc gtaccggaca atggtttcaa gatggacggt 360

acggttccga gatacgatta tggaaagtat tacgcgtcaa aaacgttctt cga 413
<210> 12

<211> 407

<212> DNA

<213> Brassica napus
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<400> 12

gacccgtcga
agaaagcgta
gctaagcacc
ccggtttect
aagcatgtgt
tacgatctta

ttgagattcg

<210> 13

<211> 408

<212> DNA
<213>
<400> 13

gatccgtcca

acggacgatc

‘caatcaacga

tceeggtttce
ttaagcatgt
ttatgatcgt
tccgaggtta
<210> 14
<211> 754
<212> DNA
<213>
<400> 14

tccttcacct
ctcattcagt
ccaaatggtt
gaccggttat
ttccccaaga
tcgtaagacc

tCaacCaaaaa

cggcgtggta
gaggaattgc
cggttcactc
taaccgattt
tgaaggttag
agaaggaccg

attacggtaa

Brassica napus

ctgcgtggct
gacgaggatt
agcctttaca
gataaccgga
gctaaagtga
gagaaagatg

gattacggga

Brassica napus

gttctaccag
ttctaaggac
tgatatcaat
cctctacact
cctttccgac
cgaccatggc

agatgggcac

ctccaaagac
ttacatctac
taaacagtca

ccgaaacggt

cttggacatt

gtacataccg

tttctacgeg

tggacgtgac
agcgattctt
tacgaagact
tcggacggtg
gtttgattgg
gttacgtacc

aatattacgc

tacaatccca
ttgatcaatt
ggtacatggt
ggtatcaccg
ccatacctca
gagaatggat

tggagaatgc

66

gggcattgga
agaagccgag
accggtatgt
ttggacttgg
acccggtacg
gacggtaata

tccaagtcat

ggagaatggc
tacaaaagca
taaccggaat
tagaaacgtc
gacattgcat

ggatcttggg

gtccaaatca

aaggtgcggt
gggaagctct
ccggttcage
agaaccatac
agaaatggat
ccgetttecg

ttgtgggctc

gaaccgtggt
atttcaagca
gggaatgtcc
attacgtcgg

agtattacac

ctcccgatgg

ttttcga

gagtaatcgt

gagatttctt

gtgggaatgt
gtcggttggt
gattattaca
tttgtgcaaa

ttctacga

ttggggtaac
tgaaccggct
caccaacgta
tcagatccaa
caagcccgac
tgacccgaca

aaagaacaag

agggtcaaaa
ttgggtcaaa
tgatttcttc
tccaaacacc

gcttggtaaa

ttgggagggt

cggaagctcg
caactggacg
cctgattttt
gggaatggga
cgattgggag

acgaatcagc

attgtgtagg
atttacccct
ccgggaaaag
aattatgcca
gacaacccta
actgcttggt

cgtagaggaa

60
120
180
240
300
360
407

60
120
180
240
300
360

408

60
120
180
240
300
360
420
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ttgcttatat
acactagaaa
agaaaaccgg
gcttggacct
gttacaagcc
acttctacgc
<210> 15

<211> 759
<212> DNA
<213>
<400> 15

tccttcactt
ggggtcactc
catctcagcc
gcacaccggt
ccgttccget
ctctgatggc
ccgcgtggct
gtcgaggatt
agcctcttca
cgataaccgg
aagtgagttt
aggatgttta
acgggaagtt
210> 16
<211> 759
<212> DNA
<213>
<400> 16

tccttcactt
ggggtcactc

catctcagcc

gtacaaaagt
agcaaccggt
tttagacacc
gaccaggtac
tgatggtacc

atcaaaaact

Brassica napus

gttttatcag
cacgtcactt
gtcagacatc
gatcctctac
taacatctcc
tcctaécgcc
aggacacgac
agcggttctt
ccacgaagac
aacggacggt
gatcgagacg
cgtaccggat

ttacgcaacc

Brassica napus

gttttaccag
cacgtcactt

gtcagacatc

cgtgacttca
atgtgggaat
agctatgacg
gagtactaca
actcctgatg

ttctacgaaa

tacaétccat
gatctagtta
aacggttgtt
accggcattg
gatccatatc
gtcaacggaa
ggagaatgga
tacaagagca
ttaaccggaa
ctcgagacgt
ttgcatgatt
catgggtttg

aaaaccttct

67

agaaatgggt
gtcccgactt
gtccaaacac
ctcttggaac
gttgggatgg

ggaa

acggcgeegt
actggacccc
ggtcaggctc
accaaaacaa
tccgegaatg
tcaaccccga
gagtcatcgt
gagatttctt
tgtgggagtg
cgtcgtttgg
attacacggt
tgcaagatgg

acgaaagga

caaaactaga
tttcccggtt
caagcatgtg
gtatgatact

tttgagacta

ttgggafgta
acagcctceca
cgtcacgatt
aagtcaagtc
gtcaaagtcg
ccggttccga
cggaagctcg
caactggacg
tcctgatttt
tgaggtgaaa
tgggagttac

ttcggeteceg

cgtcccgtac
tccatcggca
ttgaaggtta
aagaaggatc

gattatggta

agaatcgtgt
gcattcagtc
ctaccaaacg
caaaacgtcg
ccggcaaatc
gacccgacca
acggaégatc
caagcgacga
ttcccggttt
cacgtgctga
gaccgtgaga

aggctggact

tataatccat acggcgccgt ttgggatgta agaatcgtgt

gatctagtta actggacccc acagcctcca gcattcagtc

aacggttgtt ggtcaggctc cgtcacgatt ctaccaaacg

480
540
600
660
720

754

60
120
180
240
300
360

420

480

540
600
660
720

759

60
120
180



68

gcacaccggt gatcctctac accggcattg accaaaacaa aagtcaagtc caaaacgtcg 240
ccgttccget taacatctcc gatccatatc tccgcgaatg gtcaaagtcg ccggcaaatc 300
ctctgatggc tcctaacgcc gtcaacggaa tcaaccccga ccggttccga gacccgacca 360

ccgegtgget aggacacgac ggagaatgga- gagtcatcgt cggaagctcg acggacgatc 420
gtcgaggatt agcggttctt tacaagagca gagatttctt caactggacg caagcgacga 480
agcctcttca ccacgaagac‘ttaaccggaa tgtgggagtg tcctgatttt ttcccggttt 540
cgataaccgg aacggacggt ctcgagacgt cgtcgtttgg tgaggtgaaa cacgtgctga 600
aagtgagttt gatcgagacg ttgcatgatt attacacggt tgggagttac gaccgtgaga 660
aggatgttta cgtaccggaf catgggtttg tgcaagatgg ttcggctccg aggctggact 720
acgggaagtt ttacgcatcc aagacctttt atgaaagga 759
<210> 17

<211> 759

<212> DNA

<213> Brassica napus

<400> 17

‘tccttcactt cttttatcag tataatccat acggcgccgt ttgggatgta agaatcgtgt 60
ggggtcactc cacgtcactt gatctagtta actggacccc acagcctcca gcattcagtc 120

catctcagcc gtcagacatc aacggttgtt ggtcaggctc cgtcacgatt ctaccaaacg 180

gcacaccggt gatcctctac accggcattg accaaaacaa aagtcaagtc caaaacgtcg 240
ccgttccget caacatctcc gatccatatc tccgcgaatg gtcaaagtcg ccggcaaatc 300
ctctgatggc tcctaacgcc gtcaacggaa tcaaccccga ccggttccga gacccgacca 360

ccgegtgget aggacacgac ggagaatgga gagtcatcgt'cggaagctcg acggacgatc 420
gtcgaggatt agcggttctt tacaagagca gagatttctt caactggacg caagcgacga 480
agcctcttca ccacgaagac ttaaccggaa tgtgggagtg tcctgatttt ttcccggttt 540
cgataaccgg éacggacggt ctcgagacgt cgtcgtttgg tgaggtgaaa cacgtgctga ‘600
aagtgagttt gatcgagacg ttgcatgatt attacacggt tgggagttac gaccgtgaga 660

aggatgttta cgtaccggat catgggtttg tgcaagatgg ttcggctccg aggctggact 720

acgggaagtt ttacgcatcc aaaaccttct acgaaagga 759
<210> 18

<211> 753

<212> DNA

<213> Brassica napus
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- <210>

<400> 18
tccttcactt
gacattctac
cagagcctta
aaccggcaat
tgcccaaaaa
taataacacc
cttgggtaaa

caggaattgg

ctttgcattt

caattagtca

aagtaagtgt
tctttgtccc
agtattacgc
19

<211>
<212> DNA
<213>
<400> 19

tcettcacct
gacattctac
cagagccgta
aaccggcaat
tgcccaaaaa
taataacacc
cttgggtaaa
caggaattgg
ctttgcattt
caattagtca
aagtaagtgt
tttttgtcec

<210> 20

702

cttttaccag
atcaactgat
tgattttaaa
tctctatacc
tttattggac
taattcagtg
tcctacagat
tttattgtac
tttaaacaat
aattggttta
agcaaattct
ggataatgaa

atcaaaaacc

Brassica napus

gttttatcag
atcaactgat
tgattttaaa
tctctatacc
tttattggac
taattcagtg
tcctacagat
tttattgtac
tttaaacaat
aattggttta
agCaaattct

ggataatgaa

tataaccctt
cttatcaact
ggctgttttt
ggagtagact
ccttacctta
aataaaatté
ggtaattgga
aaaagcaaga
tctggaatgt
gacacttcga
gattactata
tccttggata

ttctttgaaa

tataaccctt
cttatcaact
ggctgttttt
ggagtagact
ccttacctta
aataaaattg
ggtaattgga
aaaagcaaga
tctggaatgt
gacacttcaa
gattactata

tccttggata

69

acgatgcaca
ggacacctca
caggttctac
tctccgatat
tagaatgggt
atggtcaaaa
gaatggtagt
attttattga
gggaatgtcc
ttatgggtcc
caattggaat
ttggattagg

gga

acgatgcaca
ggacacctca
caggttctac
tctccgatat
tagaatgggt
atggtcaaaa
gaatggtagt
attttattga
gggaatgtcc
ttatgggtcc
caattggaat

ttggattagg

atccggaaac

gccgeeggea

aacaattctc

ccaagttcaa
aaaatcacct
tttcagagac
tggaaataaa
ttggattcaa
tgattttttc
aaatgtaaaa
atataatcca

atttagatat

atccggaaac
gccgecggea
aacaattctc
ccaagttcaa
aaaatcacct
tttcagagac
tggaaataaa
ttggattcaa
tgattttttc
aaatgtaaaa
atataatcca

at

atagtctggg
ctactccgat
tccggeggaa
aatctagccg
tataatccac
ccgactactg
aaaaataaca
actgaacaac
ccagtttcaa
catgtattca
aataaggata

gattatggaa

atagtctggg
cfactccgat
tccggeggaa
aatctagccg
tataatccac
ccaactactg
aaaaataaca
actgaacaac
ccagtttcaa
catgtattca

aataaggata

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

753

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

702
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<211> 752

<212> DNA
<213>
<400> 20

tccttcactt
gacattctac
cagagcctta
aaccggcaat

tgcccaaaaa

taataacacc

 cttgggtaaa

caggaattgg
ctttgcattt
caattagtca

aagtaagtgt

tttttgtccc

agtattacgc
<210> 21
<211> 752
<212> DNA
<213>
<400> 21
tccttcactt
gacattctac
agagccttat
accggcaatt
gcccaaaaat
aataacacct
ttgggtaaat
aggaattggt
tttgcatttt

aattagtcaa

Brassica napus

gttttatcag
atcaactgat
tgattttaaa
tctctatacc
tttattggac
taattcagtg
tcctacagat
tttattgtac
tttaaacaat
aattggttta
agcaaattct
ggataatgaa

taccaaacct

Brassica napus

tttctatcag
atcaactgat
Qattttaaag
ctctataccg
ttattggacc
aattcagtga
cctacagatg
ttattgtaca
ttaaacaatt

attggtctag

tacaaccctt

cttatcaact

ggctgttttt
ggagtagact
ccttacctta
aataaaattg
ggtaattgga
aaaagcaaga
tctggaatgt
gacacttcaa
gattactata
tccttggata

tctacgaaag

tacaatcctt
cttatcaact
gctgtttttc
gagtagactt
cttaccttat
ataaaattga
gtaattggag

daagcCaagaa

‘ctggaatgtg

acacttcaat

70

acgatgcaca
ggacacctca
caggttctac
tctccgatat
tagaatgggt
atggtcaaaa
gaatggtagt
attttattga
gggaatgtcc
ttatgggtcc
caattggaat

ttggattagg

ga

acgatgcaca
ggacacctca
aggttctaca
ctccgatatc
agaatgggta
tggtcaaaat
aatggtagtt
ttttattgat
ggaatgtcct

tatgggtcca

atccggaaac
gccgecggea
aacaattctc
ccaagttcaa
aaaatcacct
tttcagagac
tggaaataaa
ttggattcaa
tgattttttc
aaatgtaaaa
atataatcca

atttagatat

atccggaaac
gccgecgeac
acaattctct
caagttcaaa
aaatcacctt
ttcagagacc
ggaaataaaa
tggattcaaa
gattttttcc

aatgtaaaac

atagtctggg
ctactccgat
tccggeggaa
aatctagccg
tataatccac
ccaactactg
aaaaataaca
actgaacaac
ccagtttcaa
catgtattca
aataaggata

gattatggaa

atagtctggg
tactccgatc
ccggcggaaa
atctagccgt
ataatccact
caactactgc
aaaataacac
ctgaacaacc
cagtttcaac

atgtattcaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

752

60
120
180
240
300
360

420 |
480
540
600
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agtaagtgta
ttttgtcceg
gtattacgca
<210> 22
<211> 752
<212> DNA
<213>
<400> 22

tccttcactt
gacattctac
cagagcctta
aaccggcaat
tgcccaaaaa
taataacacc
cttgggtaaa
caggaattgg
ctttgcattt
caattagtca
aagtaagtgt
tttttgtccc
agtattacgc
<210> 23
<211> 410
<212> DNA
<213>
<400> 23

gatccctcga
atcaacagaa
ctcgacacat
ccagtgtcta
cacgtcgtga

ttcgattcga

gcaaattctg
gataatgaat

tccaaaacct

Brassica hapus

gttttatcag
atcaactgat
tgattttaaa
tctctatacc
tttattggac
taattcagtg
tcctacagat
tttattgtac
tttaﬁataat
aattggttta
agcaaattct
ggataatgaa

taccaaacct

Brassica napus

ctgcatggaa
ccgggatctc
tgttgcacaa
agaccttggt
aggctagtat

acgggacgtg

71

attactatac aattggaata tataatccaa ataaggatat

ccttggatat tggattagga tttagatatg attatggaaa

tttacgaaag

tacaaccctt
cttatcaact
ggctgttttt
ggagtagact
ccttééctta
aataaaattg
ggtaattgga
aaaagcaaga
tctggaatgt
gacacttcaa
gattactata
tccttggata

tctacgaaag

gacatcagcc
actcgtgtac
agttccaaac
taaggggctc
ggacgacacc

gatcccggat

ga

acgatgcaca
ggacacctca
caggttctac
tctccgatat
tagaatgggt
atggtcaaaa
gaatggtagt
attttattga
gggaatgtcc
ttatgggtcc
caattggaat

ttggattagg

ga

ggaaaatggc
gacacgactg
accgggatgt
gacacatcgg
agaatcgacc

gatcctacta

atccggaaac
gccgecggea
aacaattctc
ccaagticaa
aaaatcacct
tttcagagac
tggaaataaa
ttggattcaa
tgattttttc
aaatgtaaaa
atataatcca

atttagatat

ggatcactat
acttcaagac
gggagtgtgt
tcaatggacc
attatgccat

ttgatgttgg

atagtctggg
ctactccgat
tccggeggaa

aatctagccg

tataatccac

ccaactactg
aaaaataaca
actgaacaac
ccagtttcaa
catgtéttca
aataaggata

gattatggaa

tggttccaaa
ttacgagaaa
tgacttttat
agatgtgaag
aggaacatat

gattagtact

660
720

752

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

752

60
120
180
240
300
360
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72

agtttaagat atgattgcgg aaagttttat gcctccaagt ccttttacga

<210> 24

<211> 444
<212> DNA
<213>
<400> 24

gacccatcga
atcaacaaaa
cacgacacat
ccagtgtcta
cacatcgtga
tttgattcga
agtttgagat
ctatgcgtcg
<210> 25
211> 782
<212> DNA
<213>
<400> 25

tccttcactt
gggccactct
ctctgagtcc
caaacctgtg
agtcacagtt
gccaaagcaa
ccctaccact
gagagatact
gactaggtat
ctttttcccg
tgtgaggcat
tattggctca

acgtgctgat

Brassica napus

cggcctggaa
ccgggatctc
tgttgcacaé
agaccgcgat
aggctagcat
acggaacatg
atgattacgg

aagtcatttt

Brassica napus

gttttacaat
gtttcacaag
tacgacatca
atcttgtaca
cttgccgtac
éaccctgtca
gcatggcaag
ctaagaggag
caagaacctt
gttaagctca
gtgttgaaag
tattgttccg

ctgagatatg

gacatcagat
actagtgtac
ggttccaaac
caatgggctc
ggacgacacc
gatcccggat
aaagttctat

acga

ataatccttt
acatggtcaa
acagctgctg
ccggaatcga
ctaaagatgc
tggatccatc
gtcaagatgg
tagctctttt
tacttgtagc
tgggtaaaga
ttagttttga
agactgatag

atgatggatg

ggaaaatggc
gacacaatcg
acggggatgt
gacacatcag
aggtttgatc
gatcctacta

gcctcaaagt

agctccagag
ctggatccaa
gtcaggatcc
taaccaagag
ttccgaccct
agaggacatc
taaatggaga
gtaccatagt
acaagccaac
aggtgtagat
ggaagaactt
atttgtcccg

gttttacgct

ggatcacaat
acttcaagac
gggagtgtgt
tcaacggacc
attatgccgt
ttgatgttgg

cattctatga

ttcagtagaa
ctcccgecag
gctacgatcc
agacgggaag
ttgcttcgtg
cttcactact
gttctcatag
actgatgatt
gaaatgttgg
acttcggtga
ggaggcaaag
gactcagagc

accaaaacct

cggttccaag
ttacgagaaa
tgacttctat
aaatgtgaag
ggggacgtac
gatgagtgct

atggtaacta

gaatcatatg
cactttctcc
tccccgatgg
acagacggca
agtggatgaa
gtttccgtga
gagctaagga
gtgagcaatg
agtgcgttga
acaatgctag
attgttatgt
tcacttacac

tctatgaaag

410

60
120
180
240
300
360
420

444

60
120
180
240

300

360

420
480
540
600
660
720
780
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ga

<210> 26
<211> 952
<212> DNA
<213>
<400> 26
tccttcactt
gtcacgcagt
accaatggta
ctattgtcat
ccatttctct
ttttgatata
aaaataagat
ttcaaaacct
ttctctggea
ccaacaactg
aatagaaccg
gacatcttgt
gtgtcaaaga
atagtgaaag
gattctaatg
ftgagatacg
<210> 27
<211> 719
<212> DNA
<213>
<400> 27
tccttcactt
gtcacgctgt
accaatggta

ctattgtcat

tccatttatt

Brassica napus

tttctatcaa
gtctaaagat
cgacgctaac
gctctacact
gttaaataag
ctggtgacag
ttatcggacc
tgccctatcc
acécggttct
cgtggaagac
gaatafccct
tgcaccaagt
ctaagcacca
ctagcatgga
gaacatgggt

attacggtaa

Brassica napus

attctatcaa
atcaaaggat
cgatgctaac
gctctacact

gcttcattaa

tataacccaa
cttatccatt
ggtgtttgga
ggatccaccg
tatttgattc
atttatataa
aattagcgat
tgaggacccc
cgaaccgcct
atcagacgga
tgtttatgac
cccaaacaca
cggtcttgac
cgatacaaga
cccggataat

attttacgca

tataatccaa
cttatccact
ggcgtttgga
ggttccaccg

tcactttagt

73

atgcagccgt
ggcttcacct
ccggttegge
acaaattcgt
ataattcttt
aaccttaatt
aataatatta
aatgatccac
ccaggtatcg
daatggcgga
accgtcgatt
ggaatgtogg
acttcagtta
attgaccatt
ccttcaattg

acaaaaactt

atgcagecgt
ggctttacct
ccggttcage
acaaattcgt

aatgcttgtg

gtggggtgac
cccgtttgea
tactttcctc
acaagtatta
tgatatgata
aatcctttaa
gctattatta
ttttgttgaa
gtgataagga
tcactatcgg
tcaagaccta
agtgcgttga
atggaccgga
atgccattgg
atgttgggat

tctacgaaag

gtggggtgac
cccatttgec
tactttcctt
acaggtaatg

acagtataaa

attgtttggg
atggttcctg
gatgatggtt
ctttttaaaa
tcaataactc
aaatcatttc
tgtttttagg
atggaccaag
cttccgtgac
ccccaaaatc
cgagaaacac
cttttétccg
tgttaggcat
gacgtactat

tagtaccggt

ga

attgtttggg
atggttcctg
gatgatggtt
atttttaaaa

acgtgaataa

782

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
952

60
120
180
240
300
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C<213>

ttgtttcata
taggttcaaa
aagttctccg
gacccaacaa
atcaacagaa
catgagacct
agtgtccaag
<210> 28
<211> 945
<212> DNA
<400> 28
tccttcactt

gtcacgctgt

accagtggta

‘ctattgtcat

tccatttgtt
atgtttcata
aatataaatg
accttgccta
gcaacccggt
ctgcétggaa
ccggaatatc
tgttgcacca
agactaaaga
aggctagcat
atgcaacatg
atgattacgg
<210> 29

<211> 948
<212>

DNA

<213>

attaatattg
accttgecta
gcaacccggt
ctgcatggaa
ccggaatatc
tgttgcacca

actaaagaca

Brassica napus

gttttaccag
atcaaaggat
cgatgctaac
gctctacact
gcttaactaa
aatgtaatag
tttaaagcaa
tcctgaagac
tcttgtacca
gacatcagac
tcttatttac
agtcccaaac
éaagggtctt
ggacgatact
ggtccccgat

taaattttac

Brassica napus

attccaattc
tcctgaagac
tcttgtacca
gacttcagac

tcttatttac

agtcccaaac

agggtcttga

tacaatccaa
cttatccact
ggcgtttgga
ggttccaccg
ccactctatt
tgattccaat
ttagcgacaa
cctaaagatc
cctccaggta
gggaaatggc
gatacaacag
actggaatgt
gacacttcgg
agaattgacc
aatccttcaa

gcCaaccaaga

74

ttgtgttaat
ccaaaagatc
cctccaggta
gggaaatggc
gatacaacag
actggagtgg

cacttcggtc

atggagccgt
ggctttacct
ccggttcggce
acaaatttgt
aatgcttgtg
tcttgtgttt
tatgttgttt
cacttttgtt
tcggtgctaa
ggatcactat
atttcaagac
gggagtgcgt
tcaatggacc
attatgccat
tcgatgtcgg

ccttcttcga

gttgttattt
cacttttgtt
tcggtgctaa
ggatcactat
atttcaagac
gagtgtgttg

aatggaccgg

gtggggtgac
cccatttgec
tactttcctt
acaagtaatg
acagtatgga
ggtagcataa
actacgcttt
gaaatggacc
ggacttccgt
tggctccaaa
ctacgagaag
tgacttttat
ggatgttaag
tgggacatac
gattagtacc

aagga

actacgcttt
gaaatggacc
ggacttccgt
tggctccaaa
ctacgagaaa
acttttatcc

atgttaagc

attttttggg
atggttcctg
gatgatggtt
attttgaaaa
atgtgaataa
aatatatttc
taggttcaaa
aagttctccg
gacccaacaa
atcaacagaa
catgagacct
ccagtgtcca
catatcatta
tatgactcta

ggtttgagat

360
420
480
540
600
660

719

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
945
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<400> 29
tccttcactt
gtcacagtgt
caatggtacg
attgtcatgc
tttctctgtt
tgatatactg
aagattttat
aaaccttgcc
tggcaacccg
aactgcgtgg
gaaccggaat
tcttgttgca
caaagactaa
tgaaagctag
ctaatggaac
gatacgatta
<210> 30
<211> 894
<212> DNA
<213>
<400> 30
tccttcacct
gtcacgctgt
accaatggta
ctattgtcat
tccatttatt
ttgtttcata
taggttcaaa
aagttctccg

gacccaacaa

atcaacagaa

gttttatcaa
ctaaagatct
acgctaacgg
tctacactgg
aaataagtat
gtgacagatt
cggaccaatt
tatcctgagg
gttctcgaac
aagacatcag
atcccttgtt
ccaagtccca
gcaccacggt
catggacgat
atgggtcccg

cggtaaattt

Brassica napus

gttttatcag
atcaaaggat
cgatgctaac
gctctacact
gcttcattaa
attaatattg
accttgccta
gcaacccggt
ctgcatggaa

ccggaatatc

tataacccaa
tatccattgg
tgtttggacc
atccaccgac
ttgattcata
tatataaaac
aacgataata
accccaatga
cgcctccagg
acggaaaatg
tatgacacag
aacactggaa
cttgacactt
acaagaattg
gataatcctt

tacgcatcca

tacaacccaa
cttatccact
ggcgtttgga
ggttccaccg
tcactttagt
attccaattc
tcctgaagac
tcttgtacca
gacttcagac

tcttatttac

75

atgcagccgt
cttcacctcc
ggttcggcta
aaattcgtac
atgcttttga
gtaattaatt
atattagcta
tccacttttg
tatcggtgat
gcggatcact
tcgatttcaa
tgtgggagtg
cagttaatgg
accattttgc
caattgatgt

aaaccttcta

atgcagccgt
ggctttacct
ccggttcage
acaaattcgt
aatgcttgtg
ttgtgttaat
ccaaaagatc
cctccaggta

gggaaatggc

gatacaacag

gtggggtgac

cgtttgcaat

ctttecctcga

aagtattact
tatgatatca
ctttatéaat
ttattatgtt
ttgaaatgga
aaggacttcc
atcggtctec
gacctacgag
cgttgacttt
accggatgtt
cattgggacg
cgggattagt

cgaaagga

gtggggtgac
cccatttgec
tactttcctt
acaggtaatg
acagtataaa
gttgttattt
cacttttgtt
tcggtgctaa
ggatcactat

atttcaagac

attgtttggg
ggttcctgac
tgatggttct
tttaaaacca
ataaatcttt
cgtttcatat
tttaggttca
ccaagttctc
gtgacccaac
aaaatcaata
aaacacgata
tatccggtgt
aggcatatag
tactatgatt

accggtttga

attgtttggg
atggttcctg
gatgatggtt
atttttaaaa
acgtgaataa
actacgcttt
gaaatggacc
ggacttccgt
tggctccaaa

ctacgagaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

948

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
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<211>

catgagacct
ccagtgtcca
catatcatta
tatgactcta
ggtttgagat
<210> 31
939
<212>
<213>
<400> 31
tccttcactt
gtcacgcagt
accaatggta

ctattgtcat

ccatttctct

‘ttttgatata

aaataagatt
ttcaaaacct
tctctggcaa
caacaactgc
atagaaccgg
acatcttgtt
tgtcaaagac
tagtgaaagc
attctaatgg
tgagatacga
<210> 32
<211> 710
<212> DNA
<213>
<400> 32

tccttcactt

DNA

tgttgcacca
agactaaaga
aggctagcat
atgcaacatg

atgattacgg

Brassica napus

tttctaccag

gtctaaagat

cgacgctaac
gctctacact
gttaaataag
ctggtgacag
ttatcggacc
tgcctatect
cccggttcte
gtggaagaca
aatatccctt
gcaccaagtc
taagcaccac
tagcatggac
éacgtgggtc

ttacggtaaa

Brassica napus

tttttatcag

agtcccaaac
caagggtctt
ggacgatact
ggtcceccgac

taaattttac

tataacccaa
cttatccatt
ggtgtttgga
ggatccaccg
tatttgattc
atttatataa
aattagcgat
gaggacccca
gaaccgcctc
tcagacggaa
gtttatgaca
Ccaaacacag
ggtcttgaca
gatacaagaa
ccggataatc

ttttacgcat

76

actggaatgt
gacacttcgg
agaattgacc
aatccttcaa

gctccaagac

atgcégccgt
ggcttcacct
ccggttcgge
acaaattcgt
ataattcttt
aacttaatta
aataatatta
atgatccact
caggtatcgg
aatggcggat
ccgtcgattt
gaatgtggga
cttcagttaa
ttgaccatta
cttcaattga

caaaaacca’

gggagtgtgt
tcaatggacc
attatgccat
tcgatgtcgg

cttctttgaa

gtggggtgac
cccgtttgca
tactttcctc
acaagtatta
tgatatgata
attctttaad
gctattatta
tttgttgaaa
tgataaggac
cactatcggc
caagacctac
gtgcgttgac
tggaccggat
tgccattggg

tgttgggatt

tgacttttat
ggatgttaag
tgggacatac

gattagtacc

agga

attgtttggg
atggttcctg
gatgatggtt
ctttttaaaa
tcaataactc
aatcatttca
tgtttttagg
tggaccaagt
ttccgtgacc
tccaaaatca
gagaaacacg
ttttatccgg
gttaggcata
acgtactatg

agtaccggtt

tacaaccctg attcagctat ttggggaaat atcacatggg

660
720
780
840

894

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

840

900

939

60
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gccatgcaat
atcaatggta
agatcatgat
accccgccaa
tcatggttcc
ccggaccaca
ttgcaattgt
atgcggttcc
aggcaaacgg
gtttagatga
aatggactcc
<210> 33

<211> 753
<212> DNA
<213>
<400> 33

tccttcactt
gccatgcaat
atcaatggta
agatcatgat
accccgccaa
fcatggttcc
ccggaccaca
ttgcaattgt
atgcggttcc
aggcaaacgg
gtttagatga
aatggactcc
aatactacgc
<210> 34
<211> 753

<212> DNA

atccacggac
cgatatcaac
gttataéacc
cttatcggat
accacccggce
aaacgggcag
ttatggtact
gggtacgggt
gttggacaca
cgataagcat

tgataacccg

Brassica napus

gttttétcag
atccacggac
cgatatcaac
gttatacacc
cttatcggat
accacccggce
aaacgggcag
ttatggtact
gggtacgggt
gttggacaca
cgataagcat
tgataacccg

aacCaaaacc

ttgatccatt
ggtgtctgga
ggtgatacca
cccctectcea
attggtgtca
tggctgctta
tccaacttca
atgtgggagt
tcatataacg
gattactatg

caattggatg

tacaaccctg
ttgatccatt
ggtgtctgga
ggtgatacca
cccctectea
attggtgtca
tggctgctta
tccaacttca
atgtgggagt
tcatataacg
gattactatg
caattggatg

ttcttcgaaa

77

ggctttactt
ccgggtecge
atgattacgt
tcgactgggt
aggactttag
ccatcgggtc
caaactttaa
gtgtggactt
ggccaggtat
ctattgggac

tgggtatcgg

attcagctat
ggctttactt
ccgggtccge
atgattacgt
tcgéctgggt
aggactttag
ccatcgggtc
caaactttaa
gtgtggactt
ggccaggtat
ctattgggac
tgggtatcgg

gga

gcccttegec
gaccttccta
gcaggtgcaa
caagtaccgg
agacccaacg
caagattggt
gctattggat
ttacccggta
aaagcatgtg
atatgacccg

gttgagacta

ttggggaaat
gcccttegec
gaccttccta
gcaggtgcaa
caagtaccgg
agacccaacg
caagattggt
gctattggat
ttacccggta
aaagcatgtg
atatgacccg

gttgagactg

ttggttcctg
cccgacggtc
aatcttgcgt
ggcaacccgg
actgcttgga
aaaacgggta
ggagttttgc
tcaaccgatg
ttaaaagcaa

gtaaagaaca

atcacatggg
ttggtfcctg
cccgacggtc
aatcttgcgt
ggcaacccgg
actgcttgga
aaaacgggta
ggagttttgc
tcaaccgatg
ttaaaagcaa
gtaaagaaca

gactacggga

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

710

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

753



78

<213> Brassica napus

<400> 34

tccttcactt gttttaccag tataaccctg attcagctat ttggggaaat atcacatggg 60
gccatgcaat atccacggac ttgatccatt ggctttactt gcccttcgec ttggttcctg | 120
atcaatggta cgatatcaac ggtgtctgga ccgggtccgc gaccttccta cccgacggte 180
agatcatgat gttatacacc Qgtgatacca atgattacgt gcaggtgcaa aatcttgcgt 240
accccgecaa cttatcggat cccctcctca tcgactgggt caagtaccgg ggcaacccgg 300
tcatggttcc accacccgge attggtgtca aggactttag agacccaacg actgcttgga . 360
céggaCcaca aaacgggcaé tggctgctta ccatcgggtc caagattggt aaaacgggta 420
ttgcaattgt ttatggtact tccaacttca caaactttaa gctattggat ggagttttgc 480
atgcggttcc gggtacgggt atgtgggagt gtgtggactt ttacccggta tcaaccgatg 540
aggcaaacgg gttggacaca tcatataacg ggccaggtat aaagcatgtg ttaaaagcaa 600
gtttagatga cgataagcat gattactatg ctattgggac atatgacccg gtaaagaaca 660

aatggactcc tgataacccg caattggatg tgggtatcgg gttgagactg gactacggga 720

aatactacgc atccaaaacc ttcttcgaaa gga 753
'<210> 35

<211> 753

<212> DNA

<213> Brassica napus

<400> 35

tccttcactt gttctatcag tataaccctg attcagctat ttggggaaat atcacatggg 60
gccatgcaat atccacggac ttgatccatt ggctttactt'gcccttcgcc ttggttcctg 120
atcaatggta cgatatcaac ggtgtctgga ccgggtccgc gaccttccta cccgacggte 180
agatcatgat gttatacacc ggtgatacca atgattacgt gcaggtgcaa aatcttgcgt 240
accccgccaa éttatcggat cccctectca tcgactgggt caagtaccgg ggcaacccgg 300
tcatggttcc accacccgge attggtgtca aggactttag agacccaacg actgcttgga 360
ccggaccaca aaacgggcag tggctgctta ccatcgggtc caagattggt aaaacgggta 420
ttgcaattgt ttatggtact tccaacttca caaactttaa gctattggat ggagttttgc 480
atgcggttcc gggtacgggt atgtgggagt gtgtggactt ttacccggta tcaaccgatg 540
aggcaaacgg gttggacaca tcatataacg ggccaggtat aaagcatgtg ttaaaagcaa 600
gtttagatga cgataagcat gattactatg ctattgggat atatgacccg gtaaagaaca = 660

aatggactcc tgataacccg caattggatg tgggtatcgg gttgagactg gactacggga 720
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79

aatactacgc ttccaaaacc ttctacgaaa gga

<210> 36

<211> 753
<212> DNA
<213>
<400> 36

tccttcactt
gccatgcaat
atcaatggta
agatcatgat
accccgccaa
tcatggttcc
ccggaccaca
ttgcaattgt
atgcggttcc
aggcaaacgg
gtttagatga
aatggactcc
aatactacgc
<210> 37

<211> 34

<212> DNA
<213>

<220>

<223>

<400> 37

Brassica napus

gttctatcag
atccacggac
cgatatcaac
gttatacacc
cttatcggat
accacccggce
aaacgggcag
ttatggtact
gggtacgggt
gttggacaca
cgataégcat
tgataacccg

ttccaaaacc

primer

tataaccctg
ttgatccatt
ggtgtctgga
ggtgatacca
cccctectcea
attggtgtca
tggctgctta
tccaacttca
atgtgggagt
tcatataacg
gattactatg
caattggatg

ttcttcgaaa

artificial sequence

attcagctat
ggctttactt
ccgggtecegc
atgattacgt
tcgactgggt
aggactttag
ccatcgggtc
caaactttaa
gtgtggactt
ggccaggtat
ctattgggac
tgggtatcgg

gga

ctgaggtacc tcgagcctga aatggcttct tctc

<210> 38
<211> 34
<212> DNA
<213>

<220>

artificial sequence

ttggggaéat
gccecttegec
gaccttccta
gcaggtgcaa
caagtaccgg
agacccaacg
caagattggt
gctattggat
ttacccggta
aaagcatgtg
atatgacccg

gttgagactg

atcacatggg
ttggttcctg
cccgacggtc
aatcttgegt
ggcaacccgg
actgcttgga
aaaacgggta
ggagttttgc
tcaaccgétg

ttaaaagcaa

gtaaagaaca

gactacggga

753

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

753

34
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<223> primer

<400> 38

ctgatctaga gggccctcat tcaacaaggc gatc 34
<210> 39

<211> 35

<212> DNA

'<213> artificial sequence

<220>
<223>  primer

<400> 39

' ctgaggtacc ctcgagaaga tgaagatgat gaagg 35

<210> 40

<211> 34

- <212> DNA

<213> " artificial sequence

'<220>

<223> primer
<400> 40
gatctctaga gggccctcaa agcaacattc tcac 34
<210> 41

<211> 22

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>

<223> primér

<400> 41

gatgtacacg ttttggtgtg gg v 22
<210> 42

<211> 22

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>
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<223>

<400>

primer

42

gcttacgtgt ttagggaaat gg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

43
27
DNA

artificial sequence

primer

43

ggacggtacc ctgcaacgaa gtgtacc

<210>
<2115
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

gcaggtaccg taattctgat tttattcaag

<210>
<211>
<212>

<213>

<220> -
<223>

<400>

gatcggtacc tcgaattgtg atatattgta agc

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

<220>

44
30
DNA

artificial sequence

primer

44

45
33
DNA

artificial sequence

primer

45

46
33
DNA

artificial sequence

81

22

27

30

33



<223> primer
<400> 46

catggggtac cctgattaat tagcaattag tgg

82

33
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REIVINDICACOES

1. Método para aumentar a proporg¢ado de broto para raiz de uma
planta compreendendo a etapa de

inibir a atividade de uma invertase no tecido da raiz da referida
planta.

2. Método para aumentar a produgao de semente de uma planté
compreendendo a etapa de | | |

inibir a atividade de uma invertase no tecido da raiz da referida
planta. |

3. Método para aumentar ‘a resistdncia a uma doeng¢a de uma
planta cbmpreendendo a etapa de '

inibir a atividade de uma invertase no tecido da raiz da referida
planta.

4. Método de acordo com quaisquer das reivindicagdes 1 a 3,

em que a atividade da invertase € inibida ou por

(d) um knock-down da invertase ou
(e)  nocaute da invertase, ou
~(f) um inibidor para a invertase.

5. Método de acordo com a reivindicagao 4, em que o inibidor é
ativo no tecido da raiz da planta.

6. Método de acordo com a reivindicagao 4 ou 5, em que o inibi-
dor é um polipeptideo.

7. Método de acordo com quaisquer das reivindicagdes 4 a 6,
em que o inibidor é codificado por um acido nucléico. |

_ 8. Método de acordo com a reivindicagéo 7, em que o &cido nu-

cléico esta sob o controle de um elemento de transcri¢cao e/ou um elemento
de translagdo, por meio da qual o referido elemento de transcrigdo e/ou o
referido elemento de translagao possibilita a transcrigdo e/ou translagéao es-
pecifica do acido nucléico em tecido da raiz.

9. Método de acordo com a reivindicagao 8, por meio da qual o
elemento de transcricdo € um promotor, preferencialmente um promotor es-

- pecifico para raiz.
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10. Método de acordo com a reiVindicagéo 9, por meio da qual o
promotor é um promotor indutivel.

11. Método de acordo com a reivindicagéo 9 ou 10, por meio da
qual o promotor é selecionado entre o grupo compreendendo ’promotor
pyk10, promotor T80-criptico, e promotor WRKY®6.

12. Método de acordo com a reivindicagdo 11, por meio da qual
o promotor é promotor T80-criptico.

13. Método de acordo com quaisquer das reivindicacdes 4 a 12,
em que o inibidor é selecionado entre o grupo compreendendo inibidores de
invertase de tabaco e inibidores de invertase de Arabidopsis, por meio da
qual, preferencialmente, os inibidores de invertase de tabaco séo seleciona-
dos entre o grupo compréende_ndo NT-CIF1, Y12805; Nt-VIF, AY 145781
e/ou os inibido‘res de invertase de Arabidopsis sédo selecionados entre o gru-
po compreendendo AtC/VIF1, At1g47960; AtC/VIF2, At5g64620, e AtC/VIF3,
At3g17130.

| 14. Método de acordo com a reivindicagdo 4, em que o knock-
down é causado por silenciamento e/ou co-supressdao de gene poés-
transcricional.

15. Método dé acordo com quaisquer das reivindicagbes 1 a 14,
em que a invertase é uma invertase selecionada entre 0 grupo compreen-
dendo uma invertase sollvel, uma invertase vacuolar, uma invertase neutra /
alcalina e uma invertase citoplasmatica. | |

16. Método de acordo com quéisquer das reivindicagdes 1 a 14,
por meio da qual a invertase é uma invertase selecionada entre o grupo
compreendendo uma invertase ligada a parede celular, € uma invertase ex-
tracelular, apopldsmica mas nio ligada a parede celular, por meio da qual
preferencialmente a invertase é uma invertase ligada a parede celular.

17. Método de acordo com a reivindicagdo 15, em que a inverta-
se é uma invertase tendo uma seqiéncia de aminoacidos, por meio da qUaI
a sequiéncia de aminoacidos é codificada por um ééido nucléico o qual é se-
lecionado entre o grupo de sequéncias de acido nucléico compreendendo

sequéncias de acido nucléico SEQ. ID. N1 a 14.
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18. Método de acordo com a reivindicagao 16, em que a inverta-
se é uma invertase tendo uma sequéncia de aminoacidos, por meio da qual
a seqliéncia de aminoéacidos é codificada por um &cido nucléico o qual é se-
lecionado entre o grupo de sequéncias de acido nucléico compreendendo
sequéncias de acido nucléico SEQ. ID. N® 15 a 36.

19. Método de acordo com quaisquer das reivindicagdes 4 a 18
na extensdo em que as reivindicagbes se referem a reivindicagédo 3, em que
a doenga da planta é uma doenga envolvendo ou afetando o tecido da raiz

20. Método de acordo com quaisquer das reivindicagdes 4 a 19
na extensdo em que as reivindicagdes se referem a reivindicagao 3, em que
a doenca da planta é transferida ou causada por um patégeno. |

21. Método de acordo com a reivindicagdo 20, em que o pato-
geno é selecionado entre o grupo compreendendo Plasmodiophora brassi-
cacae, Verticillium e nematoédeos, por meio da qual o nematddeo preferenci-
almente é Heterodera schachtii Schm. |

22. Método de acordo com quaisquer das reivindicagdes 19 a
21, em 'que a doenca é selecionada entre o grupo compreendendo doengas
as quais sao causadas por ou associadas com um organismo selecionado
entre o grupo compreendendo Pythium aphanidermatum, Pythium ultimum,
Phytophthora syringae P. undulata, Oxysporum f. sp. radicis-lycopersici, Me-
loidogyne hapla, Phytophtora querciha e Rhizoctonia solani Kuhn.

‘ 23. Método de acordo com quaisquer das reivindicagoes 1 a 22,
em que a planta € um membro da familia de Brassicacae.

24. Método de acordo com a reivindicagao 23, em que a planta é
seleci_bnada entre o grupo compreendendo colza, repolho e couve chinesa.

25. Molécula de acido nucléico, preferencialmente codificando
para uma invertase, tendo uma seqliéncia de acido nucléico, por meio da
qual be a sequéncia de acido nucléico é selecionada entre o grupo de se-
quéncias de acido nucléico SEQ. ID. N® 1 a 36, ou um é&cido nucléico essen-
cialmente complementar a essas.

26. Molécula de acido nucléico a qual hlbridiza, preferencialmen-'

te sob condigdes estringentes, a sequéncia de acido nucléico de acordo com
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a reivindicagao 25. ‘

27. Molécula de &cido nucléico a qual, para para a degeneragao
do codigo genético, hibridizaria, preferencialmente sob condigdes estringen-
tes, ao acido nucléico de acordo com a reivindicagdo 25 ou 26.

28. Polipeptideo, preferencialmente uma invertase, codificado

por uma molécula de 4cido nucléico de acordo com quaisquer das reivindi-

-cagodes 25 a 27.

29. Vetor compreendendo uma molécula de acido nucléico de
acordo com quaisquer das reivindicagdes 25 a 27.

30. Vetor de acordo com a reivindicagao 29, por meio da qual o
vetor € um vetor de planta, mais p‘reférencial um vetor de expressao vegetal.

31. Vetor de acordo com a reivindicagao 30, em que o vetor
compreende um promotor especifico para raiz.

32. Célula, preferencialmente uma célula de planta, compreen-
dendo molécula de acido nucléico de acordo com quaisquer das reivindica-
¢cdes 25 a 27 e/ou um vetor de acordo com quaisquer das reivindicagdes 29
a 31.

33. Tecido e/ou um 6rgdo compreendendo uma molécula de a-
cido nucléico de acordo com quaisquer das reivindica¢des 25 a 27 e/ou um
vetor de acordo com quaisquer das reivindicagdes 29 a 31 e/ou uma ceélula
de acordo com a reivindicagao 32.

34. Tecido e/ou 6rgao de acordo com a reivindicagdo 33, em
que o tecido é um tecido da raiz e/ou o érgao € uma raiz.

35. Organismo, preferencialmente uma planta, compreendendo
uma molécula de acido nucléico de acordo com quaisquer das reivindica-
coes 25 a 27 e/ou um vetor de acordo com quaisquer das reivindicagdes 29
a 31 e/ou uma célula de acordo com a reivindicagéo 32.

36. Uso de um constructo de acido nucléico para a modificagéao
do genoma de uma planta, por meio da qual o constructo compreende

(i) um promotor especifico para raiz; e ,

() um é&cido nucléico codificando para um inibidor de inver-

tase,
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em que o promotor e o acido nucléico codificando para a inver-
tase sao encadeados operaveimente um ao outro.

37. Uso de um constructo de acido nucléico para inibir a ativida-
de ou presenga de uma invertase, preferencialmente uma invertase em raiz
e/ou tecido da raiz, por meio da qual o constructo compreende

(k) um promotor especifico ‘para raiz; e

() um acido nucléico codificando para um inibidor de inver-
tase, | _

em que o promotor e o acido nucléico codificando para a inver-
tase sdo encadeados operavelmente um ao outro.

38. Uso de um constructo de acido nucléico para aumentar a
propor¢ao de broto para raiz, produgdo de sementes e/ou resisténcia a do-
enca de uma planta, por meio da qual o constructo compreende

(m) um promotor especifico para raiz; e

(n) um acido nucléico codificando para um inibidor de inver-
tase,

em ’que 0 promotor e o acido nucléico codificando para a inver-
tase sdo encadeados operavelmente um ao outro. '

39. Uso de um constructo de acido nucléico para a fabricagéo de
um medicamento para o tratamento de uma planta doenga, por meio da qual
o constructo compreende

(0) um promotor especifico para raiz; e

(p) um acido nucléico codificando para um inibidor de inver-
tase, - |

em que o promotor e o acido nucléico codificando para a inver-
tase sdo encadeados operavelmente um ao outro. ,

40. Uso de acordo com a reivindicagao 39, por meio da qual o
medicamento é para terapia genética de uma planta.

41. Uso de acordo com a reivindicagdo 40, por meio da qual a
planta é uma célula de planta ou um tecido de planta, preferencialmente an-
tes de regeneragao para uma planta madura.

42. Uso de um constructo de acido nucléico para a produgéo de
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uma planta transgénica, por meio da qual a'planta transgénica preferencial-
mente apresenta um ou mais de um aumento na propor¢ao de broto para
raiz, aumento na producdo de sementes e aumento na resisténcia a patoge-
nos e/ou doengas. _

43. Uso de um polipeptideo de acordo com a reivindicagcdo 28
como uma molécula alvo.

44. Uso de acordo com a reivindicagdo 43, em que o polipepti-
deo é uma molécula alvo para um inibidor in vitro e/ou in vivo.

45. Uso de acordo com a reivindicagao 43 ou 44, em que a mo-
lécula alvo é uma molécula alvo no tecido da raiz de uma planta.

46. Uso de acordo com a reivindicagao 43, em que a molécula
alvo é usada em um método de triagem para a identificagdo de um agente |
de proteg¢ao vegetal.

47. Uso de acordo com a reivindicagao 43, em que a molécula

alvo é usada em um método de triagem para a identificagdo de um promotor

‘de crescimento vegetal.
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ig. 1
/

Cloning | AtcwINV1 AtcwINV2 AtcwINV3 AtcwINV4 AtcwINV5 AtcwINV6
At3gl13790 At3g52600 At1g55120 At2g3619 At3gl378 At5g11920
pI=9.5 pI=9.7 pI=5.5 0 4 pI=4.8

subgroup subgroup pI=8.1 pI=9.3
1 2 1 2

RT - - - - - - - -

genomic (X) B69 - Al - - - -

DNA 150 G2
J70 P71
Q48
R3
T80

RT - RT1 - - RT2 - - -

RT3
RT36
RT37
Genomic | 410_18 - 410 _17 - 410_49 410_51 - -
DNA 410 50 410 19 410 52
(X) = little homology, pl 5.4

RT means revers transcribed RNA,

isolated from the anthers
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Fig. 2
Cloning AtcwINV6 put Put Nicotiana vacuolar
from At5gl11920 Atlgl2240 Atlg62660
RT - - = X
RTA4vac
RTC46vac
RTD75vac
RTE72vac
RTF2vac
Genomic XX - XXX -
DNA D20vac E6vac
K28vac
Ml2vac
N39vac
O42vac
S1l0vac
RT - RT4vac? - -
RT35vac
RT39vac
Genomic - - - -
DANN

X = are all identical,
XX = Homolgy to the above specified is interrupted

RT4Avac is too short

XXX = containing intron(s) as in a vacuolar invertase from Arabidopsis
RT means reverse transcribed RNA isolated from the anthers
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Fig. 4
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Fig. 5
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Fig. 6
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Fig. 9




Fig. 10

10/41

s ¥
i

A
\ \\;& \\\Q\\
.

AR
‘1\ M
SRR
N
\

AN \w\\\} |
W :\\\\\Ii@
o

XK
o

LR
AR
\

-

L

\
T® N

\ Nt
NN .

AT \ N\

AR TN L
AR AN
. RN

\\\\\\\

AN
A

S
i \
%

L e
N Wil SN

M
W

%\\
TR

AN

\
\§ A

WA
M

N

AN

AT11-9A

R
.
.

\

v
il

AN

A

MR

N

N

N

LN

R
W

RS
AT




11/41

Fig. 11

AT11-9A
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Fig. 12
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Fig. 13/1

Cell wall bound invertases

>RapsRT_1: SEQ. ID. No. 1
GATCCATCGACTGCCTGGTTCAACAAAAAAGATGGGTACTGGAGAATGCTTGTGGGCTCAAAGAACAAGCGTAGAGGAATTGCTTATATGTACAAAAGTC
GTGACTTCAAGAAATGGGTCAAAACTAGACGTCCCGTACACACTAGAAAAGCAACCGGTATGTGGGAATGTCCCGACTTTTTCCCGGTTTCCATTGGCAA
GAAAACCGGTTTAGACACCAGCTATGACGGTCCAAACACCAAGCATGTGTTGAAGGTTAGCTTGGACCTGACCAGGTACGAGTACTACACTCTTGGAACG
TATGATACTAAGAAGGATCGTTACAAGCCTGATGGTACCAGTCCTGATGGTTGGGATGGTTTGAGACTAGATTATGGTAACTTCTATGCGTCGAAGTCCT
TCTTTGA

>RapsRT_2: SEQ. ID. No. 2
GACCCCACAACGGCCTGGCTTGGACGTGACGGAGAATGGCGAGTAATCGTCGGAAGCTCGACGGACGATCGACGAGGATTAGCGATTCTTTACARAAGCA
GAGATTTCTTCAACTGGACGCAATCAACGAAGCCTTTACATTACGAAGACTTAACCGGAATGTGGGAATGTCCTGATTTTTTCCCGGTTTCGATAACCGG
ATCGGACGGTGTAGAAGCGTCGTCGGTTGGTGAGAATGGGATTAAGCATGTGCTTARAGTGAGTTTGATTGAGACATTGCATGT TTAATACACGATTGGG
AGTTATGATCGTGAGAAAGATGTTTACGTACCGGATCTTGGGTTTGTGCAAAACGAATCAACTCCGAGGTTAGATTACGGGARATATTACGCGTCCAAGT
CGTTCTTCGA

>RapsRT_3: SEQ. ID. No. 3
GATCCGACCTCTGCTTGGTTCAACAAAAAAGATGGGTACTGGAGAATGCTTGTGGGCTCAAAGAACAAGCGTAGAGGAATTGCTTATATGTACARARGTC
GTGACTTCAAGAAATGGGTCAAAACTAGACGTCCCGTACACACTAGAAAAGCARCCGGTATGTGGGAATGTCCCGACTTTTTCCCGGTTTCCATCGGCAA
GAAAACCGGTTTAGACACCAGCTATGACGGTCCAAACACCAAGCATGTGTTGAAGGTTAGCTTGGACCTGACCAGGTACGAGTACTACACTCTTGGAACG
TATGATACTAAGAAGGATCGTTACAAGCCTGATGGTACCACTCCTGATGGTTGGGATGGTTTGAGACTAGATTATGGTAACTTCTATGCATCGAARAACTT
TCTACGA

>RapsRT4: SEQ. ID. No. 4
GACCCGACGACTGCTTGGAAGACATCAGCCGGAAAATGGCGGATCACTATTGGTTCCAAGATCAACAGAACCGGGATCTCACTCGTGTACGACACGACTG
ACTTCAAGACTTACGAGAAACTCGACACATTGTTGCACAAAGTTCCAAACACCGGGATGTGGGAGTGTGCTGACTTTTATCCTGTGTCTAAGACCTTGGT
TAAGGGGCTCGACTCATCGGTCAATGGACCAGATGTGAAGCACATCGTGAAGGCTAGTATGGACGACACCAGAATCGACCATTATGCCATAGGAARCATAT
TTCGATTCGAACGGGACGTGGATCCCGGATGATCCTACTATTGATGTTGGGATTAGTACTAGTTTAAGATATGATTACGGAAAGTTCTATGCGTCGAAGA
CCTTTTTCGA

>RapsRT_36: SEQ. ID. No. 5
GACCCCACGACTGCTTGGTTCAACAAAAAAGATGGGCACTGGAGAATGCTTGTGGGCTCAAAGAACAAGCGTAGAGGAATTGCTTATATGTACAAARGTC
GTGACTTCAAGAAATGGGTCAAAACTAGACGTCCCGTACACACTAGARAAGCAACCGGTATGTGGGAATGTCCCGACTTTTTCCCGGTTTCCATCGGCAA
GAAAACCGGTTTAGACACCAGCTATGACGGTCCAAACACCAAGCATGTGTTGAAGGT TAGCTTGGACCTGACCAGGTACGAGTACTACACTCTTGGAACG
TATGATACTAAGAAGGATCGTTACAAGCCTGATGGTACCACTCCTGATGGTTGGGATGGTTTGAGACTAGATTATGGTAACTTCTATGCGTCGAAGACCT
TTTTCGA

>RapsRT_37: SEQ. ID. No. 6
GACCCGACCACGGCTTGGTTCAACAAAAAAGATGGGCACTGGAGAATGCTTGTGGGCTCARAGAACAAGCGTAGAGGAATTGCTTATATGTACAAAAGTC
GTGACTTCAAGAAATGGGTCAAAACTAGACGTCCCGTACACACTAGAAAAGCAACCGGTATGTGGGAATGTCCCGACTTTTTCCCGGTTTCCATCGGCAA
GAAAACCGGTTTAGACACCAGCTATGACGGTCCAAACACCAAGCATGTGTTGAAGGTTAGCTTGGACCTGACCAGGTACGAGTACTACACTCTTGGAACG
TATGATACTAAGAGGGATCGTTACAAGCCTGATGGTACCACTCCTGATGGTTGGGATGGTTTGAGACTAGATTATGGTAACTTCTATGCCTCGAAGACTT
TTTTCGA

>Raps410_17: SEQ. ID. No. 7
GATCCAACAACGGCTTGGTTCAACAAGGAAGATGGGTATTGGAGAATGCTTGTTGGCTCAAAGAGAAAGAACAGAGGAATTGCTTATATGTACAAGAGCC
GTGACTTCAAAAAATGGGTCAAAGGCAAACATCCTAACCACTCAAGARAGAAAACCGGTATGTGGGAATGTCCCGATTTCTTCCCGGTATTCGTARCCGA
CAAGAAAAACGGTTTGGACTTCAGCTACGACGGTCCAAACGCCAAGCATGTGTTGAAGGT TAGTTTGGACTTGACCAGATACGAGTACTACACTCTTGGA
ACGTATGACACCAAGAAGGATCGTTACAGGCCAGACGGTTACACTCCTGACGGTTGGGATGGTTTGAGATTTGATTATGGTAACTACTATGCGTCAARAAT
CGTTCTTCGA

>Raps410_18: SEQ. ID. No. 8
GACCCATCCACTGCTTGGCTAGGCCAAGACAAGARATGGAGAGTGATTATCGGAAGCARGATTCACCGTCGTGGACTAGCCATCACTTACACGAGTAAAG
ACTTTCTAAAATGGGGAAAATCTCCAGAGCCGTCGCATTACGACGACGGAAGTGGAATGTGGGAATGTCCTGATTTTTTCCCGGTCACGAGGTTTGGTTC
TAACGGCGTGGAAACGTCTTCGTTTGGTGAACCTAATGAGAT TTTGAAGCACGTGTTGAAARTAAGT TTGGACGACACGAAACATGATTATAACACGATT
GGTACGTACGATCGGGTTAAAGATAAATTCGTACCGGACAATGGT TTCAAGATGGACGGTACGGCTCCGAGATACGATACGGAAAGTATTACGCGTCCAA
AACATTCTATGA

>Raps410_19: SEQ. ID. No. 9
GATCCGTCCACTGCCTGGTTCAACAAAAAAGATGGGTATCGGAGAATGCTTGTTGGCTCAAAGAGARAGAACAGAGGAATTGCTTATATGTACAAGAGCC
GTGACTTCAGAAAATGGGTCAAAAGCAAACGTCCTATCCACTCAAGARAGAAAACCGGTATGTGGGAATGTCCCGATTTCTTCCCGGTATCCGTARCCGA
CAAGAAAAACGGTTTGGACTTCAGCTACGACGGTCCAAACGCCAAGCATGTGTTGAAGGTTAGT TTGGACTTGACCAGATACGAGTACTACACTCTTGGA
ACGTATGACACCAAGAAGGATCGTTACAGGCCAGACGGTTACACTCCTGACGGTTGGGATGGTTTGAGATTTGATTATGGTAACTACTATGCGTCGAAGT
CATTTTACGA

>Raps410_49: SEQ. ID. No. 10
GACCCAACCACCGCTTGGCTTGGACGTGACGGAGAATGGCGAGTAATCGTCGGAAGCTCGACGGACGATCGACGAGGATTAGCGATTCTTTACAARAGCA
GAGATTTCTTCAACTGGACGCAATCAATGAAGCCTTTACATTACGAAGACTTAACCGGAATGTGGGAACGTCCTGATTTTTTCCCGGTTTCGATAACCGG
ATCGGACGGTGTAGAAACGTCGTCGGTTGGTGAGAATGGGATTAAGCGTGTGCTTARAGTGAGT TTGATTGAGACATTGCATGATTATTACACGATTGGG
AGTTATGATCGTGAGAAAGATGTTTACGTACCGGATCTTGGGTTTGCGCAAAACGARTCAGCTCCGAGGTTAGATTACGGGARATATTACGCGTCCAAGT
CCTTCTACGA
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Fig. 13/2

>Raps410_50: SEQ. ID. No. 11
GATCCCACCACTGCCTGGCTAGGCCAAGGCAAGAAATGGAGAGTGATCATCGGAAGCAAGATTCACCGTCGTGGACTAGCCATTACT TACACGAGTARAG
ACTTTCTAAAATGGGAAAAATCTCCAGAGCCGTTGCATTACGACGACGGAAGTGGAATGTGGGAATGTCCTGATTTTTTCCCAGTCACGAGGTTTGGTTC
TAACGGCGTGGAAACGTCTTCGTTTGGTGAACCTAATGAGATTTTGAAGCACGTGTTGAAGATAAGT TTGGACGACACGAAACATGACTATTACACGATT
GGTACGAACGATCGGGTCAAAGATAAATTCGTACCGGACAATGGTTTCAAGATGGACGGTACGGTTCCGAGATACGATTATGGAAAGTATTACGCGTCAA
AAACGTTCTTCGA

>Raps410_51: SEQ. ID. No. 12
GACCCGTCGACGGCGTGGTACTCCAAAGACGGGCATTGGAGAACCGTGGTAGGGTCARARAGAAAGCGTAGAGGAATTGCTTACATCTACAGAAGCCGAG
ATTTCAAGCATTGGGTCAAAGCTAAGCACCCGGTTCACTCTAAACAGTCAACCGGTATGTGGGAATGTCCTGATTTCTTCCCGGTTTCCTTAACCGATTT
CCGAAACGGTTTGGACTTGGAT TACGTCGGTCCAAACACCAAGCATGTGTTGAAGGTTAGCTTGGACATTACCCGGTACGAGTATTACACGCTTGGTAARA
TACGATCTTAAGAAGGACCGGTACATACCGGACGGTAATACTCCCGATGGTTGGGAGGGTTTGAGATTCGATTACGGTAATTTCTACGCGTCCARGTCAT
TTTTCGA

>Raps410_52: SEQ. ID. No. 13
GATCCGTCCACTGCGTGGCTTGGACGTGACGGAGAATGGCGAGTAATCGTCGGAAGCTCGACGGACGATCGACGAGGATTAGCGATTCTTTACAAAAGCA
GAGATTTCTTCAACTGGACGCAATCAACGAAGCCTTTACATACGAAGACTTAACCGGARTGTGGGAATGTCCTGATTTTTTCCCGGTTTCGATAACCGGA
TCGGACGGTGTAGAAACGTCGTCGGTTGGTGGGAATGGGATTAAGCATGTGCTAAAGTGAGT TTGATTGGGACATTGCATGATTATTACACGATTGGGAG
TTATGATCGTGAGAAAGATGGTTACGTACCGGATCTTGGGTT TGTGCAAAACGAATCAGCTCCGAGGT TAGATTACGGGAAATATTACGCGTCCARATCA
TTCTACGA

>RapsJorg_B69: SEQ. ID. No. 14
TCCTTCACCTGTTCTACCAGTACAATCCCAAAGGTGCGGTTTGGGGTAACATTGTGTGGGCTCATTCAGTTTCTAAGGACTTGATCAATTGGGAAGCTCT
TGAACCGGCTATTTACCCCTCCAAATGGTTTGATATCAATGGTACATGGTCCGGTTCAGCCACCAACGTACCGGGAAAAGGACCGGTTATCCTCTACACT
GGTATCACCGAGAACCATACTCAGATCCAAAATTATGCCATTCCCCAAGACCTTTCCGACCCATACCTCAAGAAATGGATCAAGCCCGACGACAACCCTA
TCGTAAGACCCGACCATGGCGAGAATGGATCCGCTTTCCGTGACCCGACAACTGCTTGGTTCAACAAAAAAGATGGGCACTGGAGAATGCTTGTGGGCTC
AAAGAACAAGCGTAGAGGAATTGCTTATATGTACAAAAGTCGTGACT TCAAGAAATGGGTCAARACTAGACGTCCCGTACACACTAGAAAAGCAACCGGT
ATGTGGGAATGTCCCGACTTTTTCCCGGTTTCCATCGGCAAGAAAACCGGTTTAGACACCAGCTATGACGGTCCAAACACCAAGCATGTGTTGAAGGTTA
GCTTGGACCTGACCAGGTACGAGTACTACACTCTTGGAACGTATGATACTAAGAAGGATCGTTACAAGCCTGATGGTACCACTCCTGATGGTTGGGATGG
TTTGAGACTAGATTATGGTAACTTCTACGCATCAAAAACTTTCTACGAAAGGAA

>RapsJorg_Al: SEQ. ID. No. 15
TCCTTCACTTGTTTTATCAGTACAATCCATACGGCGCCGTTTGGGATGTAAGAATCGTGTGGGGTCACTCCACGTCACTTGATCTAGT TAACTGGACCCC
ACAGCCTCCAGCATTCAGTCCATCTCAGCCGTCAGACATCAACGGTTGTTGGTCAGGCTCCGTCACGATTCTACCARACGGCACRCCGGTGATCCTCTAC
ACCGGCATTGACCAAAACAAAAGTCAAGTCCAAAACGTCGCCGTTCCGCTTAACATCTCCGATCCATATCTCCGCGAATGGTCARAGTCGCCGGCAAATC
CTCTGATGGCTCCTAACGCCGTCAACGGAATCAACCCCGACCGGTTCCGAGACCCGACCACCGCGTGGCTAGGACACGACGGAGAATGGAGAGTCATCGT
CGGAAGCTCGACGGACGATCGTCGAGGATTAGCGGTTCTTTACAAGAGCAGAGATTTCTTCAACTGGACGCAAGCGACGAAGCCTCTTCACCACGAAGAC
TTAACCGGAATGTGGGAGTGTCCTGATTTTTTCCCGGTTTCGATAACCGGAACGGACGGTCTCGAGACGTCGTCGTTTGGTGAGGTGARACACGTGCTGA
AAGTGAGTTTGATCGAGACGTTGCATGATTATTACACGGTTGGGAGTTACGACCGTGAGAAGGATGTTTACGTACCGGATCATGGGTTTGTGCAAGATGG
TTCGGCTCCGAGGCTGGACTACGGGAAGTTTTACGCAACCAAAACCTTCTACGARAGGA

>RapsJorg_G2: SEQ. ID. No. 16
TCCTTCACTTGTTTTACCAGTATAATCCATACGGCGCCGTTTGGGATGTAAGAATCGTGTGGGGTCACTCCACGTCACTTGATCTAGTTAACTGGACCCC
ACAGCCTCCAGCATTCAGTCCATCTCAGCCGTCAGACATCAACGGTTGTTGGTCAGGCTCCGTCACGATTCTACCARACGGCACACCGGTGATCCTCTAC
ACCGGCATTGACCAAAACAAAAGTCAAGTCCAAAACGTCGCCGTTCCGCTTAACATCTCCGATCCATATCTCCGCGAATGGTCAAAGTCGCCGGCAAATC
CTCTGATGGCTCCTAACGCCGTCAACGGAATCAACCCCGACCGGTTCCGAGACCCGACCACCGCGTGGCTAGGACACGACGGAGAATGGAGAGTCATCGT
CGGAAGCTCGACGGACGATCGTCGAGGATTAGCGGTTCTTTACAAGAGCAGAGATTTCTTCAACTGGACGCARGCGACGAAGCCTCTTCACCACGAAGAC
TTAACCGGAATGTGGGAGTGTCCTGATTTTTTCCCGGTTTCGATAACCGGAACGGACGGTCTCGAGACGTCGTCGTTTGGTGAGGTGARACACGTGCTGA
AAGTGAGTTTGATCGAGACGTTGCATGATTATTACACGGTTGGGAGTTACGACCGTGAGAAGGATGTTTACGTACCGGATCATGGGTTTGTGCAAGATGG
TTCGGCTCCGAGGCTGGACTACGGGAAGTTTTACGCATCCAAGACCTTTTATGAAAGGA

>RapsJorg_P71: SEQ. ID. No. 17
TCCTTCACTTCTTTTATCAGTATAATCCATACGGCGCCGTTTGGGATGTAAGAATCGTGTGGGGTCACTCCACGTCACTTGATCTAGTTAACTGGACCCC
ACAGCCTCCAGCATTCAGTCCATCTCAGCCGTCAGACATCAACGGTTGTTGGTCAGGCTCCGTCACGATTCTACCAAACGGCACACCGGTGATCCTCTAC
ACCGGCATTGACCAAAACAAAAGTCAAGTCCAAAACGTCGCCGTTCCGCTCAACATCTCCGATCCATATCTCCGCGAATGGTCAAAGTCGCCGGCAAATC
CTCTGATGGCTCCTAACGCCGTCAACGGAATCAACCCCGACCGGTTCCGAGACCCGACCACCGCGTGGCTAGGACACGACGGAGAATGGAGAGTCATCGT
CGGAAGCTCGACGGACGATCGTCGAGGATTAGCGGTTCTTTACAAGAGCAGAGATTTCTTCAACTGGACGCAAGCGACGAAGCCTCTTCACCACGAAGAC
TTAACCGGAATGTGGGAGTGTCCTGATTTTTTCCCGGTTTCGATAACCGGAACGGACGGTCTCGAGACGTCGTCGTTTGGTGAGGTGAAACACGTGCTGA
AAGTGAGTTTGATCGAGACGTTGCATGATTATTACACGGTTGGGAGTTACGACCGTGAGAAGGATGTTTACGTACCGGATCATGGGTTTGTGCAAGATGG
TTCGGCTCCGAGGCTGGACTACGGGAAGTTTTACGCATCCAARACCTTCTACGAAAGGA

>RapsJérg_I50: SEQ. ID. No. 18
TCCTTCACTTCTTTTACCAGTATAACCCTTACGATGCACAATCCGGAAACATAGTCTGGGGACATTCTACATCAACTGATCTTATCAACTGGACACCTCA
GCCGCCGGCACTACTCCGATCAGAGCCTTATGATTTTAAAGGCTGTTTTTCAGGTTCTACAACAATTCTCTCCGGCGGAAAACCGGCAATTCTCTATACC
GGAGTAGACTTCTCCGATATCCAAGTTCAAAATCTAGCCGTGCCCAAAAATTTATTGGACCCTTACCTTATAGAATGGGTAARATCACCTTATAATCCAC
TAATAACACCTAATTCAGTGAATAAAATTGATGGTCAAAATTTCAGAGACCCGACTACTGCTTGGGTAAATCCTACAGATGGTAATTGGAGAATGGTAGT
TGGAAATAAAAAAAATAACACAGGAATTGGTTTATTGTACAAAAGCAAGAATTTTATTGATTGGATTCAAACTGAACAACCTTTGCATTTTTTAAACAAT
TCTGGAATGTGGGAATGTCCTGATTTTTTCCCAGTTTCAACAATTAGTCAAATTGGTTTAGACACTTCGATTATGGGTCCAAATGTAAAACATGTATTCA
AAGTAAGTGTAGCAAATTCTGATTACTATACAATTGGAATATATAATCCAAATAAGGATATCTTTGTCCCGGATAATGAATCCTTGGATATTGGATTAGG
ATTTAGATATGATTATGGAAAGTATTACGCATCAAAAACCTTCTTTGAAAGGA
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>RapsJdrg_J70: SEQ. ID. No. 19
TCCTTCACCTGTTTTATCAGTATAACCCTTACGATGCACAATCCGGAAACATAGTCTGGGGACATTCTACATCAACTGATCTTATCAACTGGACACCTCA
GCCGCCGGCACTACTCCGATCAGAGCCGTATGATTTTARAAGGCTGTTTTTCAGGT TCTACAACAATTCTCTCCGGCGGAARACCGGCAATTCTCTATACC
GGAGTAGACTTCTCCGATATCCAAGTTCAAAATCTAGCCGTGCCCAAARATTTATTGGACCCTTACCTTATAGAATGGGTAAAATCACCTTATAATCCAC
TAATAACACCTAATTCAGTGAATAAAATTGATGGTCAAAATTTCAGAGACCCAACTACTGCTTGGGTAAATCCTACAGATGGTAATTGGAGAATGGTAGT
TGGAAATAAAAAAAATAACACAGGAATTGGTTTATTGTACAAAAGCAAGAATTTTATTGATTGGATTCAAACTGAACAACCTTTGCATTTTTTAAACAAT
TCTGGAATGTGGGAATGTCCTGATTTTTTCCCAGTTTCAACAATTAGTCAAATTGGTTTAGACACTTCAATTATGGGTCCAAATGTAAAACATGTATTCA
AAGTAAGTGTAGCAAATTCTGATTACTATACAATTGGAATATATAATCCAAATAAGGATATTTTTGTCCCGGATAATGAATCCTTGGATATTGGATTAGG
AT

>RapsJorg_Q48: SEQ. ID. No. 20
TCCTTCACTTGTTTTATCAGTACAACCCTTACGATGCACAATCCGGAAACATAGTCTGGGGACATTCTACATCAACTGATCTTATCAACTGGACACCTCA
GCCGCCGGCACTACTCCGATCAGAGCCTTATGATTT TARAGGCTGTTTTTCAGGTTCTACAACAATTCTCTCCGGCGGAAAACCGGCAATTCTCTATACC
GGAGTAGACTTCTCCGATATCCAAGTTCAAAATCTAGCCGTGCCCAAARATTTATTGGACCCTTACCTTATAGAATGGGTAAAATCACCTTATAATCCAC
TAATAACACCTAATTCAGTGAATAAAATTGATGGTCAARATTTCAGAGACCCAACTACTGCTTGGGTARAATCCTACAGATGGTAATTGGAGAATGGTAGT
TGGAAATAAAAAAAATAACACAGGAATTGGTTTATTGTACAAAAGCAAGAATTTTATTGATTGGATTCARACTGAACAACCTTTGCATTTTTTARACAAT
TCTGGAATGTGGGAATGTCCTGATTTTTTCCCAGTTTCAACAATTAGTCAAATTGGTTTAGACACTTCAATTATGGGTCCARATGTAAAACATGTATTCA
AAGTAAGTGTAGCAAATTCTGATTACTATACAATTGGAATATATAATCCAAATAAGGATATTTTTGTCCCGGATAATGAATCCTTGGATATTGGATTAGG
ATTTAGATATGATTATGGAAAGTATTACGCTACCAAACCTTCTACGAAAGGA

>RapsJorg_R3: SEQ. ID. No. 21
TCCTTCACTTTTTCTATCAGTACAATCCTTACGATGCACAATCCGGAAACATAGTCTGGGGACATTCTACATCARCTGATCTTATCAACTGGACACCTCA
GCCGCCGCACTACTCCGATCAGAGCCTTATGATTTTAAAGGCTGTTTTTCAGGTTCTACAACAATTCTCTCCGGCGGARAACCGGCARTTCTCTATACCG
GAGTAGACTTCTCCGATATCCAAGTTCAAAATCTAGCCGTGCCCARAAATTTATTGGACCCTTACCTTATAGAATGGGTARARTCACCTTATAATCCACT
AATAACACCTAATTCAGTGAATAAAATTGATGGTCAAAATTTCAGAGACCCAACTACTGCTTGGGTAAATCCTACAGATGGTAATTGGAGARTGGTAGTT
GGAAATAAAAAARATAACACAGGAATTGGTTTATTGTACAAAAGCAAGAATTTTATTGATTGGATTCAAACTGRACAACCTTTGCATTTTTTAAACAATT
CTGGAATGTGGGAATGTCCTGATTTTTTCCCAGTTTCAACAAT TAGTCAAATTGGTCTAGACACTTCAATTATGGGTCCAARTGTARRACATGTATTCAA
AGTAAGTGTAGCARATTCTGATTACTATACAATTGGAATATATAATCCARATAAGGATATTTTTGTCCCGGATAATGAATCCTTGGATATTGGATTAGGA
TTTAGATATGATTATGGAAAGTATTACGCATCCAAAACCTTTTACGAAAGGA

>RapsJorg_T80: SEQ. ID. No. 22
TCCTTCACTTGTTTTATCAGTACAACCCTTACGATGCACAATCCGGAAACATAGTCTGGGGACATTCTACATCAACTGATCTTATCAACTGGACACCTCA
GCCGCCGGCACTACTCCGATCAGAGCCTTATGATTTTAAAGGCTGTTTTTCAGGTTCTACAACAATTCTCTCCGGCGGAAAACCGGCAATTCTCTATACC
GGAGTAGACTTCTCCGATATCCAAGTTCAAAATCTAGCCGTGCCCAAAAATTTATTGGACCCTTACCTTATAGAATGGGTARAATCACCTTATAATCCAC
TAATAACACCTAATTCAGTGAATAAAATTGATGGTCAAAATTTCAGAGACCCAACTACTGCTTGGGTARATCCTACAGATGGTAATTGGAGAATGGTAGT
TGGAAATAAAAAAAATAACACAGGAATTGGTTTATTGTACAAAAGCAAGAATTTTATTGATTGGATTCARACTGAACAACCTTTGCATTTTTTAAACAAT
TCTGGAATGTGGGAATGTCCTGATTTTTTCCCAGTTTCAACAATTAGTCAAATTGGT TTAGACACTTCAATTATGGGTCCAAATGTAAAACATGTATTCA
AAGTAAGTGTAGCAAATTCTGATTACTATACAATTGGAATATATAATCCAAATAAGGATATTTTTGTCCCGGATAATGAATCCTTGGATATTGGATTAGG
ATTTAGATATGATTATGGAAAGTATTACGCTACCAAACCTTCTACGAAAGGA

Vacuolar Invertases

>RapsRT35: SEQ. ID. No. 23
GATCCCTCGACTGCATGGAAGACATCAGCCGGAAAATGGCGGATCACTATTGGTTCCAAAATCAACAGAACCGGGATCTCACTCGTGTACGACACGACTG
ACTTCAAGACTTACGAGAAACTCGACACATTGTTGCACAAAGTTCCAAACACCGGGATGTGGGAGTGTGTTGACTTTTATCCAGTGTCTAAGACCTTGGT
TAAGGGGCTCGACACATCGGTCAATGGACCAGATGTGAAGCACGTCGTGAAGGCTAGTATGGACGACACCAGAATCGACCATTATGCCATAGGAACATAT
TTCGATTCGAACGGGACGTGGATCCCGGATGATCCTACTATTGATGTTGGGATTAGTACTAGT TTAAGATATGATTGCGGAAAGTTTTATGCCTCCAAGT
CCTTTTACGA

>RapsRT39: SEQ. ID. No. 24
GACCCATCGACGGCCTGGAAGACATCAGATGGAAAATGGCGGATCACAATCGGTTCCAAGATCAACAAARACCGGGATCTCACTAGTGTACGACACARTCG
ACTTCAAGACTTACGAGAAACACGACACATTGTTGCACAAGGTTCCAAACACGGGGATGTGGGAGTGTGTTGACTTCTATCCAGTGTCTAAGACCGCGAT
CAATGGGCTCGACACATCAGTCAACGGACCAAATGTGAAGCACATCGTGAAGGCTAGCATGGACGACACCAGGTTTGATCATTATGCCGTGGGGACGTAC
TTTGATTCGAACGGAACATGGATCCCGGATGATCCTACTATTGATGT TGGGATGAGTGCTAGTTTGAGATATGATTACGGAAAGTTCTATGCCTCARAGT
CATTCTATGAATGGTAACTACTATGCGTCGAAGTCATTTTACGA

>RapsJorg_D20: SEQ. ID. No. 25
TCCTTCACTTGTTTTACAATATAATCCTTTAGCTCCAGAGTTCAGTAGAAGAATCATATGGGGCCACTCTGTTTCACAAGACATGGTCAACTGGATCCAA
CTCCCGCCAGCACTTTCTCCCTCTGAGTCCTACGACATCARCAGCTGCTGGTCAGGATCCGCTACGATCCTCCCCGATGGCARACCTGTGATCTTGTACA
CCGGAATCGATAACCAAGAGAGACGGGAAGACAGACGGCAAGTCACAGTTCTTGCCGTACCTAARGATGCTTCCGACCCTTTGCTTCGTGAGTGGATGAA
GCCAAAGCAARACCCTGTCATGGATCCATCAGAGGACATCCTTCACTACTGTTTCCGTGACCCTACCACTGCATGGCARGGTCARGATGGTAAATGGAGA
GTTCTCATAGGAGCTAAGGAGAGAGATACTCTAAGAGGAGTAGCTCTTTTGTACCATAGTACTGATGATTGTGAGCAATGGACTAGGTATCAAGAACCTT
TACTTGTAGCACAAGCCAACGARATGTTGGAGTGCGTTGACTTTTTCCCGGTTAAGCTCATGGGTAAAGAAGGTGTAGATACTTCGGTGAACAATGCTAG
TGTGAGGCATGTGTTGAAAGTTAGTTTTGAGGAAGAACTTGGAGGCAAAGATTGTTATGTTATTGGCTCATATTGTTCCGAGACTGATAGATTTGTCCCG
GACTCAGAGCTCACTTACACACGTGCTGATCTGAGATATGATGATGGATGGTTTTACGCTACCAAARCCTTCTATGAAAGGA
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>RapsJérg_E6: SEQ. ID. No. 26
TCCTTCACTTTTTCTATCAATATAACCCAAATGCAGCCGTGTGGGGTGACATTGTTTGGGGTCACGCAGTGTCTARAGATCTTATCCATTGGCTTCACCT
CCCGTTTGCAATGGTTCCTGACCAATGGTACGACGCTAACGGTGTTTGGACCGGTTCGGCTACTTTCCTCGATGATGGTTCTATTGTCATGCTCTACACT
GGATCCACCGACAAATTCGTACAAGTATTACTTTTTAAAACCATTTCTCTGT TAAATAAGTATTTGATTCATAATTCTTTTGATATGATATCAATAACTC
TTTTGATATACTGGTGACAGATTTATATAAAACCTTAATTAATCCTTTAAAAATCATTTCARAATAAGATTTATCGGACCAATTAGCGATAATAATATTA
GCTATTATTATGTTTTTAGGTTCAAAACCTTGCCCTATCCTGAGGACCCCAATGATCCACTTTTGTTGARATGGACCAAGTTCTCTGGCAACCCGGTTCT
CGAACCGCCTCCAGGTATCGGTGATAAGGACTTCCGTGACCCAACAACTGCGTGGAAGACATCAGACGGARAATGGCGGATCACTATCGGCCCCAARATC
AATAGAACCGGAATATCCCTTGTTTATGACACCGTCGATTTCAAGACCTACGAGAAACACGACATCTTGTTGCACCAAGTCCCAAACACAGGARATGTGGG
AGTGCGTTGACTTTTATCCGGTGTCARAGACTAAGCACCACGGTCTTGACACTTCAGT TAATGGACCGGATGT TAGGCATATAGTGARAGCTAGCATGGA
CGATACAAGAATTGACCATTATGCCATTGGGACGTACTATGATTCTAATGGAACATGGGTCCCGGATARTCCTTCAATTGATGTTGGGATTAGTACCGGT
TTGAGATACGATTACGGTAAATTTTACGCAACAAAAACTTTCTACGAAAGGA

>RapsJorg_K28: SEQ. ID. No. 27
TCCTTCACTTATTCTATCAATATAATCCAAATGCAGCCGTGTGGGGTGACATTGTTTGGGGTCACGCTGTATCARAAGGATCTTATCCACTGGCTTTACCT
CCCATTTGCCATGGTTCCTGACCAATGGTACGATGCTAACGGCGTTTGGACCGGTTCAGCTACTTTCCTTGATGATGGTTCTATTGTCATGCTCTACACT
GGTTCCACCGACAAATTCGTACAGGTAATGATTTTTAAAATCCATTTATTGCTTCATTAATCACTTTAGTAATGCTTGTGACAGTATARAACGTGAATAA
PTGTTTCATAATTAATATTGATTCCAATTCTTGTGTTAATGTTGT TATTTACTACGCTTTTAGGTTCAAAACCTTGCCTATCCTGAAGACCCAARAGATC
CACTTTTGTTGAAATGGACCAAGTTCTCCGGCAACCCGGTTCTTGTACCACCTCCAGGTATCGGTGCTAAGGACTTCCGTGACCCAACAACTGCATGGAA
GACTTCAGACGGGAAATGGCGGATCACTATTGGCTCCAAAATCAACAGAACCGGAATATCTCTTATTTACGATACAACAGATTTCAAGACCTACGAGAAA
CATGAGACCTTGTTGCACCAAGTCCCARACACTGGAGTGGGAGTGTGT TGACTTTTATCCAGTGTCCAAGACTAAAGACAAGGGTCTTGACACTTCGGTC
AATGGACCGGATGTTAAGC

>RapsJoérg_042: SEQ. ID. No. 28
TCCTTCACTTGTTTTACCAGTACAATCCAAATGGAGCCGTGTGGGGTGACATTTTTTGGGGTCACGCTGTATCAAAGGATCTTATCCACTGGCTTTACCT
CCCATTTGCCATGGTTCCTGACCAGTGGTACGATGCTAACGGCGTTTGGACCGGTTCGGCTACT TTCCTTGATGATGGTTCTATTGTCATGCTCTACACT
GGTTCCACCGACAAATTTGTACAAGTAATGATTTTGAAAATCCATTTGTTGCTTAACTAACCACTCTATTAATGCTTGTGACAGTATGGAATGTGAATAA
ATGTTTCATAAATGTAATAGTGATTCCAATTCTTGTGTTTGGTAGCATAAAATATATTTCAATATAAATGTTTAAAGCAATTAGCGACAATATGTTGTTT
ACTACGCTTTTAGGTTCAAAACCTTGCCTATCCTGAAGACCCTAAAGATCCACTTTTGTTGARATGGACCAAGTTCTCCGGCAACCCGGTTCTTGTACCA
CCTCCAGGTATCGGTGCTAAGGACTTCCGTGACCCAACAACTGCATGGAAGACATCAGACGGGARATGGCGGATCACTATTGGCTCCARAATCAACAGAA
CCGGAATATCTCTTATTTACGATACAACAGATTTCAAGACCTACGAGAAGCATGAGACCTTGTTGCACCAAGTCCCARAACACTGGAATGTGGGAGTGCGT
TGACTTTTATCCAGTGTCCAAGACTAAAGACAAGGGTCTTGACACTTCGGTCAATGGACCGGATGTTAAGCATATCATTAAGGCTAGCATGGACGATACT
AGAATTGACCATTATGCCATTGGGACATACTATGACTCTAATGCAACATGGGTCCCCGATAATCCTTCAATCGATGTCGGGATTAGTACCGGTTTGAGAT
ATGATTACGGTAAATTTTACGCAACCAAGACCTTCTTCGAAAGGA

>RapsJoérg_N39: SEQ. ID. No. 29
TCCTTCACTTGTTTTATCAATATAACCCAAATGCAGCCGTGTGGGGTGACATTGTTTGGGGTCACAGTGTCTAAAGATCTTATCCATTGGCTTCACCTCC
CGTTTGCAATGGTTCCTGACCAATGGTACGACGCTAACGGTGTTTGGACCGGTTCGGCTACTTTCCTCGATGATGGTTCTATTGTCATGCTCTACACTGG
ATCCACCGACAAATTCGTACAAGTATTACTTTTAAAACCATTTCTCTGTTAAATAAGTATTTGATTCATAATGCTTTTGATATGATATCAATAAATCTTT
TGATATACTGGTGACAGATTTATATAAAACGTAATTAATTCTTTATAAATCGTTTCATATAAGATTTTATCGGACCAATTAACGATAATARTATTAGCTA
TTATTATGTTTTTAGGTTCAAAACCTTGCCTATCCTGAGGACCCCAATGATCCACTTTTGTTGAAATGGACCAAGTTCTCTGGCAACCCGGTTCTCGAAC
CGCCTCCAGGTATCGGTGATAAGGACTTCCGTGACCCAACAACTGCGTGGAAGACATCAGACGGAAAATGGCGGATCACTATCGGTCTCCAAAATCAATA
GAACCGGAATATCCCTTGTTTATGACACAGTCGATTTCAAGACCTACGAGAAACACGATATCTTGTTGCACCAAGTCCCAAACACTGGAATGTGGGAGTG
CGTTGACTTTTATCCGGTGTCAAAGACTAAGCACCACGGTCTTGACACTTCAGTTAATGGACCGGATGTTAGGCATATAGTGAAAGCTAGCATGGACGAT
ACAAGAATTGACCATTTTGCCATTGGGACGTACTATGATTCTAATGGAACATGGGTCCCGGATAATCCTTCAATTGATGTCGGGATTAGTACCGGTTTGA
GATACGATTACGGTAAATTTTACGCATCCAAAACCTTCTACGAAAGGA

>RapsJérg_M12: SEQ. ID. No. 30
TCCTTCACCTGTTTTATCAGTACAACCCAAATGCAGCCGTGTGGGGTGACATTGTTTGGGGTCACGCTGTATCAAAGGATCTTATCCACTGGCTTTACCT
CCCATTTGCCATGGTTCCTGACCAATGGTACGATGCTAACGGCGTTTGGACCGGTTCAGCTACTTTCCTTGATGATGGTTCTATTGTCATGCTCTACACT
GGTTCCACCGACAAATTCGTACAGGTAATGATTTTTAAAATCCATTTATTGCTTCATTAATCACTTTAGTAATGCTTGTGACAGTATAAAACGTGAATAA
TTGTTTCATAATTAATATTGATTCCAATTCTTGTGTTAATGTTGTTATTTACTACGCTTTTAGGTTCAAAACCTTGCCTATCCTGAAGACCCAAAAGATC
CACTTTTGTTGAAATGGACCAAGTTCTCCGGCAACCCGGTTCTTGTACCACCTCCAGGTATCGGTGCTAAGGACTTCCGTGACCCAACAACTGCATGGAA
GACTTCAGACGGGAAATGGCGGATCACTATTGGCTCCAAAATCAACAGAACCGGAATATCTCTTATTTACGATACAACAGATTTCAAGACCTACGAGAAA
CATGAGACCTTGTTGCACCAAGTCCCAAACACTGGAATGTGGGAGTGTGTTGACTTTTATCCAGTGTCCAAGACTAAAGACAAGGGTCTTGACACTTCGG
TCAATGGACCGGATGTTAAGCATATCATTAAGGCTAGCATGGACGATACTAGAATTGACCATTATGCCATTGGGACATACTATGACTCTAATGCAACATG
GGTCCCCGACAATCCTTCAATCGATGTCGGGATTAGTACCGGTTTGAGATATGATTACGGTAAATTTTACGCTCCAAGACCTTCTTTGAAAGGA

>510: SEQ. ID. No. 31
TCCTTCACTTTTTCTACCAGTATAACCCAAATGCAGCCGTGTGGGGTGACATTGTTTGGGGTCACGCAGTGTCTAAAGATCTTATCCATTGGCTTCACCT
CCCGTTTGCAATGGTTCCTGACCAATGGTACGACGCTAACGGTGTTTGGACCGGTTCGGCTACTTTCCTCGATGATGGTTCTATTGTCATGCTCTACACT
GGATCCACCGACAAATTCGTACAAGTATTACTTTTTAAAACCATTTCTCTGTTAAATAAGTATTTGATTCATAATTCTTTTGATATGATATCAATAACTC
TTTTGATATACTGGTGACAGATTTATATAAAACTTAATTAATTCTTTAAAAATCATTTCARAAATAAGATTTTATCGGACCAATTAGCGATAATAATATTA
GCTATTATTATGTTTTTAGGTTCAAAACCTTGCCTATCCTGAGGACCCCAATGATCCACTTTTGTTGAAATGGACCAAGTTCTCTGGCAACCCGGTTCTC
GAACCGCCTCCAGGTATCGGTGATAAGGACTTCCGTGACCCAACAACTGCGTGGAAGACATCAGACGGAAAATGGCGGATCACTATCGGCTCCAAAATCA
ATAGAACCGGAATATCCCTTGTTTATGACACCGTCGATTTCAAGACCTACGAGAAACACGACATCTTGTTGCACCAAGTCCCAAACACAGGAATGTGGGA
GTGCGTTGACTTTTATCCGGTGTCAAAGACTAAGCACCACGGTCTTGACACTTCAGTTAATGGACCGGATGTTAGGCATATAGTGAAAGCTAGCATGGAC
GATACAAGAATTGACCATTATGCCATTGGGACGTACTATGATTCTAATGGAACGTGGGTCCCGGATAATCCTTCAATTGATGTTGGGATTAGTACCGGTT
TGAGATACGATTACGGTAAATTTTACGCATCAAAAACCA
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>RapsJorg_RTA4: SEQ. ID. No. 32
TCCTTCACTTTTTTTATCAGTACAACCCTGATTCAGCTATTTGGGGAAATATCACATGGGGCCATGCAATATCCACGGACTTGATCCATTGGCTTTACTT
GCCCTTCGCCTTGGTTCCTGATCAATGGTACGATATCAACGGTGTCTGGACCGGGTCCGCGACCTTCCTACCCGACGGTCAGATCATGATGTTATACACC
GGTGATACCAATGATTACGTGCAGGTGCAAARATCTTGCGTACCCCGCCAACTTATCGGATCCCCTCCTCATCGACTGGGTCAAGTACCGGGGCAARCCCGG
TCATGGTTCCACCACCCGGCATTGGTGTCAAGGACTTTAGAGACCCAACGACTGCTTGGACCGGACCACAARACGGGCAGTGGCTGCTTACCATCGGGTC
CAAGATTGGTAAAACGGGTATTGCAATTGTTTATGGTACTTCCAACTTCACAAACTTTAAGCTATTGGATGGAGT TTTGCATGCGGTTCCGGGTACGGGT
ATGTGGGAGTGTGTGGACTTTTACCCGGTATCAACCGATGAGGCAAACGGGTTGGACACATCATATAACGGGCCAGGTATAAAGCATGTGTTAAAAGCAA
GTTTAGATGACGATAAGCATGATTACTATGCTATTGGGACATATGACCCGGTAAAGAARCAAATGGACTCCTGATARCCCGCAATTGGATGTGGGTATCGG
GTTGAGACTA

>RapsJérg RTC46: SEQ. ID. No. 33
TCCTTCACTTGTTTTATCAGTACAACCCTGATTCAGCTATTTGGGGAAATATCACATGGGGCCATGCAATATCCACGGACTTGATCCATTGGCTTTACTT
GCCCTTCGCCTTGGTTCCTGATCAATGGTACGATATCAACGGTGTCTGGACCGGGTCCGCGACCTTCCTACCCGACGGTCAGATCATGATGTTATACACC
GGTGATACCAATGATTACGTGCAGGTGCAAAATCTTGCGTACCCCGCCAACTTATCGGATCCCCTCCTCATCGACTGGGTCAAGTACCGGGGCARCCCGG
TCATGGTTCCACCACCCGGCATTGGTGTCAAGGACTTTAGAGACCCAACGACTGCTTGGACCGGACCACAAAACGGGCAGTGGCTGCTTACCATCGGGTC
CAAGATTGGTAAAACGGGTATTGCAATTGTTTATGGTACTTCCAACTTCACAAACTTTAAGCTATTGGATGGAGTTTTGCATGCGGTTCCGGGTACGGGT
ATGTGGGAGTGTGTGGACTTTTACCCGGTATCAACCGATGAGGCAAACGGGTTGGACACATCATATAACGGGCCAGGTATAAAGCATGTGTTAAARGCAA
GTTTAGATGACGATAAGCATGATTACTATGCTATTGGGACATATGACCCGGTAARAGAACAAATGGACTCCTGATAACCCGCAATTGGATGTGGGTATCGG
GTTGAGACTGGACTACGGGAAATACTACGCAACCAAAACCTTCTTCGAAAGGA

>RapsJorg RTD75: SEQ. ID. No. 34
TCCTTCACTTGTTTTACCAGTATAACCCTGATTCAGCTATTTGGGGAAATATCACATGGGGCCATGCAATATCCACGGACTTGATCCATTGGCTTTACTT
GCCCTTCGCCTTGGTTCCTGATCAATGGTACGATATCAACGGTGTCTGGACCGGGTCCGCGACCTTCCTACCCGACGGTCAGATCATGATGTTATACACC
GGTGATACCAATGATTACGTGCAGGTGCAAAATCTTGCGTACCCCGCCAACTTATCGGATCCCCTCCTCATCGACTGGGTCAAGTACCGGGGCAACCCGG
TCATGGTTCCACCACCCGGCATTGGTGTCAAGGACTTTAGAGACCCAACGACTGCTTGGACCGGACCACAAAACGGGCAGTGGCTGCTTACCATCGGGTC
CAAGATTGGTAAAACGGGTATTGCAATTGTTTATGGTACTTCCAACTTCACARACTTTAAGCTATTGGATGGAGTTTTGCATGCGGTTCCGGGTACGGGT
ATGTGGGAGTGTGTGGACTTTTACCCGGTATCAACCGATGAGGCAAACGGGTTGGACACATCATATAACGGGCCAGGTATAAAGCATGTGTTAAAAGCAA
GTTTAGATGACGATAAGCATGATTACTATGCTATTGGGACATATGACCCGGTAAAGAACARATGGACTCCTGATAACCCGCAATTGGATGTGGGTATCGG
GTTGAGACTGGACTACGGGAAATACTACGCATCCAARACCTTCTTCGAAAGGA

>RapsJérg_RTE72: SEQ. ID. No. 35
TCCTTCACTTGTTCTATCAGTATAACCCTGATTCAGCTATTTGGGGAAATATCACATGGGGCCATGCAATATCCACGGACTTGATCCATTGGCTTTACTT
GCCCTTCGCCTTGGTTCCTGATCAATGGTACGATATCAACGGTGTCTGGACCGGGTCCGCGACCTTCCTACCCGACGGTCAGATCATGATGTTATACACC
GGTGATACCAATGATTACGTGCAGGTGCAAAATCTTGCGTACCCCGCCAACTTATCGGATCCCCTCCTCATCGACTGGGTCAAGTACCGGGGCAACCCGG
TCATGGTTCCACCACCCGGCATTGGTGTCAAGGACTTTAGAGACCCAACGACTGCTTGGACCGGACCACARAACGGGCAGTGGCTGCTTACCATCGGGTC
CAAGATTGGTAAAACGGGTATTGCAATTGTTTATGGTACTTCCAACTTCACAAACTTTAAGCTATTGGATGGAGTTTTGCATGCGGTTCCGGGTACGGGT
ATGTGGGAGTGTGTGGACTTT TACCCGGTATCAACCGATGAGGCAAACGGGTTGGACACATCATATARCGGGCCAGGTATAAAGCATGTGTTARARGCAA
GTTTAGATGACGATAAGCATGATTACTATGCTATTGGGACATATGACCCGGTAAAGAACAAATGGACTCCTGATAACCCGCAATTGGATGTGGGTATCGG
GTTGAGACTGGACTACGGGAAATACTACGCTTCCARAACCTTCTACGAAAGGA

>RapsJérg RTF2: SEQ. ID. No. 36
TCCTTCACTTGTTCTATCAGTATAACCCTGATTCAGCTATTTGGGGAAATATCACATGGGGCCATGCAATATCCACGGACTTGATCCATTGGCTTTACTT
GCCCTTCGCCTTGGTTCCTGATCAATGGTACGATATCAACGGTGTCTGGACCGGGTCCGCGACCTTCCTACCCGACGGTCAGATCATGATGTTATACACC
GGTGATACCAATGATTACGTGCAGGTGCAAAATCTTGCGTACCCCGCCAACTTATCGGATCCCCTCCTCATCGACTGGGTCAAGTACCGGGGCAACCCGG
TCATGGTTCCACCACCCGGCATTGGTGTCAAGGACTTTAGAGACCCAACGACTGCTTGGACCGGACCACARARCGGGCAGTGGCTGCTTACCATCGGGTC
CAAGATTGGTAAAACGGGTATTGCAATTGTTTATGGTACTTCCAACTTCACAAACTTTAAGCTATTGGATGGAGTTTTGCATGCGGTTCCGGGTACGGGT
ATGTGGGAGTGTGTGGACTTTTACCCGGTATCAACCGATGAGGCAAACGGGTTGGACACATCATATAACGGGCCAGGTATAAAGCATGTGTTAAARGCAA
GTTTAGATGACGATAAGCATGATTACTATGCTATTGGGACATATGACCCGGTAAAGAACAAATGGACTCCTGATAACCCGCAATTGGATGTGGGTATCGG
GTTGAGACTGGACTACGGGAAATACTACGCTTCCAAAACCTTCTTCGAAAGGA



uo1ss21dxa Suons AI9A = +4++ ‘UOISSIIAXD SUOKS = +++ ‘UOISSAIAXD AJLIFPOW = 4+ (UOISSAIAXA JYBI|S = + ‘UOISSAIAXD OU = - {PIJETNSIAUL JOU = |,

18/41

9
+ ++ -+ 4+ -+ | | + | -1gHd 3] 9d
+ ++ +++ ++ ++ + +/- + + G Ld
TIB[ONdEA
-AUT
I
e et ot ++ -+ -+ =+ |+ + | -1gHrd D (1v) € Avl
- + ++ ++ ++ - - - - ¥ AUl
69
- + et ++ ++ - - - - | -1gHrd D (69€) T AUl
HIZNC)
“Au]
Sauo[)
cOSEMAAU]
(D vNE
woxj 10
pnq pnq (®)vyNa
Iomof} | Iamoyy oruoudd
BunoX sonbiyig syg | svypuy | 1mofq Sig| qrews | 100y | WS | Jea | prwuseld wol | suedip

:SISELIdAUT PIIsAde.d Jo UoISSIAXY

1 ‘314



19/41

Fig. 15

Xhol Acc65]

Pngz
(3,6Kb)

Atcwinh 549bp

Acch5! Xhoy

< 3, 896/0

Pmcg3
(3,5Kb)
Atvinh 503bp

jeqy 1e99



Fig. 16

20/41

No(s). in Personal Archive: 23,2425

No(s) in Glycerol Data Base: _®) qag4g

Storage (Box No./Position) : 4

Plasmid name: £ Plasmid Data -
preg2 4,125 Sheet No.:
Description: RRNidOpsiS hasowa  COU-uull shett Bl SAWBIK Ll Phusiipt Ko
Selection marker(s) Size (bp): Host strain(s):
Prokaryotic: o gicioin Eukaryotic: 3'e ke e (DUS)
Insert {Genename: pyeoine ‘Qrganism: Bx - %D c¢DNA D genomic DNA
Source! O3 Plasmid —name: BLRNA -isolated from: [ Genomic DNA - isolatéd from: [ other:
Wﬁ datical \eoufo tow SRana
Restriction/modifying enzymes used: Primers & aninealing temper. for RT/PCR: | Size (bp):
iect . fredicha-d [ O cdiotas 2 Suago
iz ~Boa X Bofe
Vector Name: Tvpe: Restriction/modifying enzymes used: Size (bp):
PBMBelDe KEul Aanin PMeC €5z - toaT 3'ouo
Remarks on cloning strategy and use:
Botu prisis tove {0 reSuickoiS diwn fof S0bMGant  ciomsnh
Aressn-o (Dec 635z, xwoI)  prcssiu. D ( Aeox, toalD
Path & File(s) with Sequence(s)/Accession No.: § Path:and File with Plasmid MAP:
AgReltsd Madlan [sequanes ] Praais o @Lbr oot
Constructed by: Time period: Lab book no/pp.: Publication:
resilan  Cpmrrign v - 394 § 03 lap oot g 4
K Glycerol(s) DNA: O Miniprep / B Midiprep

Storage (Box'No./Position.) :

Haslan - 2P0 (et

Please append on a separate sheet a hand drawn or electronically generated plasmid

MAP including key restriction enzyme sites!




21/41

Fig. 17

Plasmid name: Plasmid Data
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Insert {Gene name: g, 200 Organism: a¢. |Oc¢DNA O genomic DNA

Source { [ Plasmid — name: RNA -isolated from: O Genomic DNA - isolated from: I other:

Aoudpns Aauee  Dep s pom SReana.

Restriction/modifying enzymes used: Primers & annealing temper. for RT/PCR: | Size (bp):

Mot Lyoax Pradiuel [mosle 2 (us®Cy Sospe

Vector Name: Type: Restriction/modifying enzymes used: Size (bp):
PBROL) eAOLep

AeeloSe —tlon 3 owe

Remarks-on cloning strategy and use:

Bojsita. 4 Los Acc bST - QoX Bt

Prsstr 2 Lan dox - foox suveo

Path & File(s) with Sequence(s)/Accession No.: Path and File with Plasmid MAP:
ASR6r6cs [ HARCAK [ 5€5U8N 00/ ey autn sRsean cath
AL s cOCamr AL
Constructed by: Time period: Lab book no./pp.: Publication:
Houlnh Cpmcicr Joy - Jaw /0 ledowodtt 4 d
B Glycerol(s) DNA: O Miniprep / 8 Midiprep
No(s). in Personal Archive: 26 23,28 Storage (Box No./Position.) :

No(s) in Glycerol Data Base: oo 404, jo2

hasitar (- 27C) caaoy bt

Storage (Box No./Position) ; _ £4

Please append on a separate sheet a hand drawn or electronically generated plasmid
MAP including key restriction enzyme sites!
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Fig. 18

Plasmid name: Plasmid Data
priok 18,22, AL, RS Sheet No.: "%-3

Description:

i A0 -promdter Clidopss § 4 At - cell wall fmedon ibulloador

Selection marker(s) Size (bp): Host strain(s):
Prokaryouc:A i (Ui Eukaryouct:‘ , en 20,0 Ab £ cold (DH5), Aceo

Insert | Gene name: oy ko (AJ;Z%),?E6)§ Organism: A. &+ ‘D c¢DNA B genomic DNA
Source} [J Plasmid —name: 03 RNA - isolated from: & Genomic DNA ~isolated from: {J other:

Avabidlopsis laomi leowes

Restriction/modifying enzymes used: Primers, & annéaling temper. for RT/PCR: | Size (bp):
A3 P AO-Tomd { Py 40 - Tv; $2°¢C
Acch5T - Accé _
: «ésT 'a)a\k:(c.c;@‘.kz_l{t—il; us’l M4 felp
Vector Name: Type: Restriction/modifying enzymes-used: Size (bp):
(5?\:’;2. ~4 bing AccbST ~ 4ecST A8:6 kb

Remarks on cloning strategy and use:

The secomd poar of primers haae ou btk sides wshickon sepmanas fos Aak

NG fovoea o] peonotity s MAD L dladipd. fc‘i w { mu&i) &,,1 & et etz pedlion. ,

dug XE .

Path & File(s) with Sequence(s)/Accession No.: Path and File with Plasmid MAP:

IS Boirgess ) Rasiean | 2eguances {pmied3

Constructed 'by;& Time period: Lab book no./pp.: Publication:
Mivkd ous Ao~ odas 2003 rochicsl. Coverse.
\os(ne ‘2 1 PTO\}GC“L A [E: .
Qente:)

&4 Glycerol(s) - DNA: {0 Miniprep / 8 Midiprep
No(s). in Personal Archive: _ 4546 13,17 Storage (Box No./Position.) :
No(s) in Glycerol Data Base: __ %4 S50, 42 Kacrp - B7C.
Siorage (Box No./Position) : £4

Please append on a separate sheet a hand drawn or electronically generated plasmid

MAP including key restriction enzyme sites!

-1




Fig. 19
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Pmcg4

(18,6Kb)
Atcwinh 549bp

(OZ{) fsd ek




Fig. 20
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Pmcg5

(18,5Kb)
Atvinh 503bp

(0z+) psd 1©A*



Fig. 21
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Plasmid name: Plasmid Data
pmeg k-4, S Sheet No.: ne3-6

Description: .
B- By T seder wihe A4, catl et sieivee shlator

Selection marker(s) Size (bp): Host strain(s): ;
e iy - ; F . s
Prokaryotic: Pryiciin Eukaryotic: « in 13 '%K DuSo
Insert | Gene name! Avgsian Organism: p %B ¢DNA LI genomic DNA

Source Plasmid — name: O RNA -isolated from: 0O (_ie‘nomic:DNA - isolated from: [ other:

preg- G
Restriction/modifying enzymes used: Primers & annealing temper. for RT/PCR: | Size (bp}:
PeckST /yper . _ 844 po
Vector Name: Type: Restriction/modifving enzymes used: Size (bp):
pry2-6 h::c:.‘ bee 65F  frumx A3 Ko

Remarks on cloning strategy and use:

T “t%u&z& MR 15 veasred  ouwd L rEweltlp  Sowsid womd 4o doni-

Atadiet, Aee 6ST — Won X

Path & File(s) with Sequence(sy/Accession No.! Path and File'with Plasmid MAP:
Constructed by: Time period: Lab book no./pp.: Publication:
ot Spucivet Focpiq- ©3 La® BeaxS 47 4
&4 Glycerol(s) DNA: O3 Miniprep / 8 Midiprep
No(s). in Personal Archive: 24 &> Storage (Box No /Position.) : di JZ0 autve (-5)

No(s) in Glycerol.Data Base: _403 404

Storage (Box No./Position) 1___FA

Please append on a separate sheet a hand drawn or electronically generated plasmid
MAP including key restriction enzyme sites!




Fig. 22
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Plasmid name:

Plasmid Data

D 6-45 Sheet No.: oD -F
Description: -
Bine Ryg - Peddest Gae st
Selection marker(s) Size (bp): Host strain(s):
Prokaryotic: Eukaryotic: 0
" *ammpia ” g0 wadta ¥'Svo Dusa.

Insert | Gene name: Res et

Organism: A«

% O eDNA O genomic DNA

Source Plasmid —name: [J RNA - isolated from:

O Genomic DNA -isolated from: O other:

Fresy 3. i
Restriction/modifving enzym_esvu/sed;_ Primers & annealing temper. for RT/PCR: | Size (bp):
Rec oSy - gz Soago
Vector Name: Type: Restriction/modifying enzymes used: Size (bp):
3’;";3@ g biraly Rcc 85T —yionT | Rro
Remarks on cloning strategy and use:
rOSTRICH On

i X vedine Vo uaed  Mredll 16 thoved by Acoln A0eTy Sieo  audch
4 ¥

Prsaion  pamested  AoE

Path & File(s) with Sequence(s)/Accession No.:

Path and File with Plasmid MAP:

Constructed by: Time period: Lab book no.pp.: Publication:
Nauicanr  Smcace fogpRe 03 B BE 45 |
&2 Glycerol(s) DNA: O Miniprep / & Midiprep

No(s). in Personal Archive: __ 3¢ 22

No(s) in.Glycerol Data Base: _40S ico

Storage (Box No./Position) : £4

Storage (Box No./Position.} : Wk i2ul casve

prep 53

Please append on a separate sheet a hand drawn or electronically generated plasmid

MAP including key restriction enzyme sites!
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Fig. 23

Pmcg6

(20,0Kb)
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Fig. 24

Pmcg7

(20,0Kb)
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Fig. 25
Plasmid name: Plasmid Data
pme6-(Ds,a4 (85,02,88 i pA)  Sheet No.: Ng-€
Description: . .
B ﬁi‘“‘ Pk Peed st
Selection marker(s) Size (bp): Host strain(s):
Prokaryotic: Y Eukaryotic: Hys 2'ove PASx | CBARORAL]

Insert | Gene name: e 10 po—oid- | Organism: ECJCDNA genomic DNA

Source Plasmid — name: LJ RNA - isolated from: O Genomic DNA - isolated from: O3 other:

pei-ig
Restriction/modifying enzymes used: | Primers & annealing temper. for RT/PCR: | Size (bp):
fecoSst et op
Vector Name: Type: Restriction/modifying enzymes used: Size (bp):
g -5 & Acc oot 1B'S v

Remarks on cloning strategy and use:

) cad i HpStmapastds (o €el),

Kot paied g AL o iiciony ptuadic DR

Path & File(s) with Sequence(s)/Accession No.: Path and File with Plasmid MAP: ;
Constructed by: Time period: Lab book no./pp.: Publication:
Yol spdcies 2.405, .02, e Boo 45 4
Glycerol(s) DNA: O Miniprep / B3 Midiprep
No(s). in Personal Archive: __ 33 28,20 925354 Storage (Box No./Position.) : wauew 2%
No(s) in Glycerol Data Base: _A%>, 121,422 125,426 3233 lowasydd
Storage (Box No./Position) : A

Please append on a separate sheet a hand drawn or electronically generated plasmid

MAP including key restriction enzyme sites!




Fig. 26
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Plasmid name: Plasmid Data
1 g o g R
poes 386, 48,09, A1k ~Sheet No.: o

“ape.

Description: .
Sg'u_uﬁ_w Pak 4oy Arjsaw
Selection marker(s) Size (bp): Host strain(s):

Prokaryotic: ¥am Eukaryotic: % de s, BA o (ALY

Insert | Gene name: MO

poiee ] Organism;

I % 0 cDNA genomic DNA

Source! Kl Plasmid — name:

0O RNA - isolated from: 3 Genomic DNA - isolated from: O other:

proicd -8
Restriction/modifying enzymes used: | Primers & annealing temper. for RT/PCR: | Size (bp):
Pecse 2e1p0
Vector Name: Type: Restriction/modifying enzymes used: Size (bp):
pregs.3 | Bin Aec G5t 18540

Remarks on cloning strategy and-use:

o, o, oo 5 vand Pt Ine %ymaimmﬂ\;lm~ iy Coonts D

B cudied os BF o bidewd opwdic Dan
Y i

Path & File(s) with Sequence(s)/Accession No.:

Path and File with Plasmid MAP:

No(s). in Personal Archive:

Storage (Box No./Position)

%o WL 45 Se 53

No(s) in Glycerol Data Base: 423, lou, (aa" Laq o)

: 4

Constructed by: Time period: Labbook no./pp: Publication:
Rasilon comdies 2o-Adg, - 03 W6 Boold it 4
Kl Glycerol(s) DNA: 0 Miniprep / & Midiprep

Storage (Box No/Position):  reucws - 2FC

(wa_?S)

Please append on a separate sheet a hand drawn or electronically generated plasmid
MAR including key restriction enzyme sites!
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Fig. 27

Pmcg11

(14,8Kb)




Fig. 28
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Plasmid name: pmcg11-2, 3, 4,9, A2, A3

Plasmid Data
: SheetNo.: MCG-13

Description: : T80 cryptic-promoter: Atcwinh in BIN-Hyg-Tx plasmid

Selection marker(s)

Size (bp): 14800 bp | Host strain(s): DHSa, LBA4404 (A2,

Prokaryotic: Km Eukaryotic: Hy A3)
Insert Gene name: T80 cryptic prom Organism: At | ¢DNA  genomic DNA
Source Plasmid —name: RNA - isolated from; Genomic DNA - isolated from;  other: X7-KS

Primers & annealing temper. for RT/PCR: 55°C cryp-Fleryp- | Size (bp): 2154 bp
Restriction/modifying enzymes used: Acc65l-Acc6sl [R
T (with High Fidelity Taq)
Vector Name:! Type: Size (bp):
pmegs-1 B Restriction/modifying enzymes used: 14092

Acc65I-Acc65]

Remarks on cloning strategy and use:

T80 promoter is amplified from X7-KS plasmid and restricted with Acc651. pmeg6-1 is cut with Acc65]

and the band corresponding to the plasmid (without pyk10 promoter) used for the clonings. Colony 9

is chosen for sequencing of promoter and Agrobacterium transformation.

Path & File(s) with Sequence(s)/Accession No.:

Path and File with Plasmid MAP:

AGRoitsch/MariCruz/sequences/Vector NTI files/ pmcegl1-9

Constructed by: Time period: Lab book no./pages; Publication:
MariCruz Gonzalez 10-9/23-10-03 #1
Glycerol(s) DNA; Miniprep/  Midiprep

No(s). in Personal Archive: _67, 68, 69, 70, 83, 84
No(s) in ‘Glycerol Data Base: 158,159,160,161,174.175

Storage (Box No./Position) : F2

Storage (Box No./Position.) :
Colony 9 MariCruz -20°C

Please append on a separate sheet a hand drawn or electronically generated plasmid MAP including key restriction enzyme

sites!
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Fig. 29

(14,754Kb}




Fig. 30
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Plasmid name: pmcg12-1, A2, A3

Plasmid Data
i _SheetNo.: MCG-14

Description; | T80 cryptic-promoter: Atvinh in BIN-Hyg-Tx plasmid

Selection marker(s) Size (bp): 14754 bp | Host strain(s): DHSa, LBA4404 (A2,
Prokaryotic: Km Eukaryotic: Hy A3)
Insert Gene name: T80 cryptic prom Organism: At I cDNA' genomic DNA
Source Plasmid — name: RNA - isolated from: Genomic DNA - isolated from:: other:; X7-KS

Restriction/modifying enzymes used: Acc65l-Acc65/

Primers & annealing temper. for RT/PCR: 55°C cryp-F/cryp-
R
(with High Fidelity Taq)

Size (bp): 2154 bp

Vector Name:!
pmeg7-5

Type:

Acc65l-Acc65]

Restriction/modifying enzymes used:

Size (bp):
14046

Remarks ori cloning strategy.and use:

T80 promoter is amplified from X7-KS plasmid and restricted with Acc651. pmeg7-5 is cut with Acc6SI

and the band corresponding to the plasmid (without pyk10 promoter) used for the clonings. Colony 1

is chosen for sequencing of promoter and Agrobacterium transformation.

Path & File(s) with Sequence(s)/Accession No.:

Path and File with Plasmid MAP:
AGRoitsch/MariCruz/sequences/Vector NTI files/ pmeg12-1

Constructed by: Time period: Lab book no./pages: Publication;
MariCruz Gonzélez 10-9/23-10-03 #1
Glycerol(s) DNA: Miniprep/  Midiprep

No(s). in Personal Archive:._71, 85, 86

E(}(s,)jn,G,lyc,erq! Data Base; 162, 176, 177

Storage (Box No./Position) :

F2

Sibrage (B;)x'Nt')‘./Ppsiti'on.)
Colony 1 MariCruz -20°C

Please append on a separate sheet a hand drawn or electronically generated plasmid MAP including key restriction enzyme

sites!
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Fig. 31

Pmcg8

(12,07Kb)
Atcwinh 549bp




Fig. 32
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Plasmid name:

e B-3,5,6, 48,46, 0

Plasmid Data
~Sheet No.: rg-1o

Description:

Frecouie £ GWosgh feguiaved el

Selection marker(s) Size (bp): Host strain(s):
Prokaryotic: Sp Eukaryotic: w, 'R ko DUE, LBAG (45-47)
Insert | Gene name: | Organism: ! & ¢cDNA I genomic DNA

Source! & Plasmid —name: [OJRNA - isolated from: ([0 Genomic DNA - isolated from: I other:

pireg, 2.k
Restriction/modifying enzymes used: Prirtiers & annealing temper. for RT/PCR: | Size {bp):
¥rox - At SAqpo
Vector Name: Type: Restriction/modifying enzymes used: Size (bp):
péQB %;at&x Wit - W E22 Pb

Remarks on cloning strategy and nse:

Path & File(s) with Sequence(s)/Accession No.:

Path and File with Plasmid MAP:

Constructed by:

kawiCan 8»&:'\&

Time period: Lab book no./pp.: Publication:

.3

LAB Boox 1 4

@ Glycerol(s)
\N,qs,%,éﬁSQ 6o

No(s) in Glycerol Data Base: _423 328,428, 44, 150 4

No(s). in Personal Archive:

Storage (Box No./Position) :

A

DNA: 0O Miniprep / B Midiprep
Storage (Box No./Position): o} coa S
S4 Nositnn ~ 2FC.

Please append on a separate sheet a hand drawn or electronically generated plasmid

MAP including key restriction enzyme sites!
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Plasmid name: Plasmid Data
pmep3-36,3,44 A54683 |  gheet No.: Mg

Description:

Avsalia Al  eafo@@u - isute S@oau (228D

Selection marker(s) Size (bp): Host strain(s):
Prokaryotic: & Eukaryotic: e 42025 0p TuSa , BAUION (AS *A:‘)
Insert | Gene name: i Organism: 1 OcDNA [ genomic DNA

3

Source Plasmid - name: [ RNA -1isolated from: O Genomic DNA - isolated from: [ other:

pmeg B-44
Restriction/modifying enzymes used: | Primers & annealing temper. for RT/PCR: | Size (bp):
Hox . Aoz Sodpo
Vector Name: Type: Restriction/modifying enzymes used: Size (bp):
pees Baiy WOT - AGST “s22p0
Remarks on cloning strategy and use:
i
Path & File(s) with Sequence(s)/Accession No.: Path and File with Plasmid MAP:
Constructed by: Time period: Lab book no./pp.: Publication:
Mol Senamves Segr. 03 Lhe eoas & 4
Glycerol(s) DNA: {0 Miniprep / ® Midiprep
No(s). in Personal Archive: _ {3, 4B ua S, 64 223 | Storage (Box No./Position.) : ongs D
No(s) in Glycerol Data Base: 430 1%, 432, 133, 152 453,464 Houlan, - 2R
Storage (Box No./Position) : T

Please append on a separate sheet a hand drawn or electronically generated plasmid
MAP including key restriction enzyme sites!
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| Disease index

Pyk10::invC

Pyk10::InvCW-Inh-2

0.65

Cryptic-T80::InvCW-Inh three copies

0.56

Cryptic-T80::InvCW-Inh-1 one copy

Cryptic-T80::InvCW-Inh-2 one copy

0%

Fig. 35

Single Invertase KOs

Line

Disease index

At3g13790

1.00

At3952600

0.69-1.00

At2g36190

1.00

Columbia

1.00

WS

1.00
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Fig. 37
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| Zodog, Ty -¢
RESUMO
Patente de Invengdo: "METODOS PARA AUMENTAR A PROPORGAO DE
BROTO PARA RAIZ, A PRODUCAO DE SEMENTES E A RESlSTEN_CIA A
DOENGAS". -
A presente invengado refere-se a um método para aumentar a
propdrgéo de broto para raiz de uma planta compreendendo a etapa de inibif

a atividade de uma invertase no tecido da raiz da referida plahta.
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