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RESUMO

"PLANTAS TRANSGENICAS COM CARACTERISTICAS AGRONOMICAS

MELHORADAS"

A divulgacédo descreve o rastreio de uma populacédo
de plantas transgénicas derivadas de células vegetais
transformadas com ADN recombinante para a expressido de
proteinas com dominios "homeobox" para identificar plantas
de células de acontecimentos transgénicos especificos que
sdo Uteis para conferir caracteristicas melhoradas a
plantas de cultivo transgénicas. As caracteristicas incluem
uma eficiéncia de utilizacdo de azoto melhorada, um
rendimento mais elevado, uma eficiéncia de utilizacdo de
dgua superior, uma tolerdncia a stress pelo frio melhorada
e/ou melhores composicdes de sementes. Também se divulgam
sementes transgénicas para o crescimento de uma planta
transgénica com o ADN recombinante no seu genoma e
apresentando a caracteristica melhorada rastreada. Também
se divulgam métodos para gerar sementes e plantas baseadas

nos eventos transgénicos.
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DESCRICAO

"PLANTAS TRANSGENICAS COM CARACTERISTICAS AGRONOMICAS

MELHORADAS"

Campo da Invengédo

Divulgam-se aqui sdo invencgdes no campo da
genética de plantas e biologia do desenvolvimento. Mais
especificamente, as invencdes fornecem células vegetais de
milho com ADN recombinante para proporcionar um rendimento
melhorado numa planta de milho transgénica, plantas de
milho que compreendem essas células, sementes e pdlen
derivado de tais plantas de milho, métodos para a producédo
e para a utilizacdo de tais células, plantas, sementes e
pdlen. Em particular, o ADN recombinante expressa um factor

de transcricdo com dominios "homeobox".

Antecedentes da Invencgédo

Plantas transgénicas com caracteristicas agrond-
micas melhoradas tais como rendimento, tolerdncia ao stress
ambiental, resisténcia a pragas, tolerdncia a herbicidas,
composicdes de sementes melhoradas e afins sdo desejadas
tanto por agricultores como por consumidores. US 2004/0019
927 descreve plantas transgénicas com um rendimento aumen-

tado devido a sobre-expressdo de um factor de transcricédo.
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Apesar de esforcos considerdveis no melhoramento de plantas
terem proporcionado ganhos significativos em caracteris-
ticas desejadas, a capacidade de introduzir ADN especifico
em genomas de plantas fornece oportunidades para a geracéo
de plantas com caracteristicas melhoradas e/ou exclusivas.
A mera introducdo de ADN recombinante num genoma da planta
nem sempre produz uma planta transgénica com uma
caracteristica agrondmica melhorada. Métodos para
seleccionar acontecimentos transgénicos individuais a
partir de uma populacdo sdo necessdrios para identificar os
fenbédmenos transgénicos que séo caracterizados pela

caracteristica agrondémica melhorada.

Sumidrio da Invengéo

Esta invencdo divulga ADN recombinante para a
expressdo de proteinas gque sdo Uteis para conferir um
melhor rendimento as plantas de milho transgénicas. O ADN
recombinante é proporcionado numa construcdo que compreende
um promotor que ¢ funcional em células vegetais e que esté
operacionalmente ligado ao ADN que codifica para uma
proteina que tem uma identidade de sequéncia de aminoacidos
de pelo menos 90% ao longo da totalidade de SEQ ID NO:5. De
acordo com o aspecto da invencédo sdo proporcionadas células
vegetais de milho transgénico compreendendo o ADN
recombinante acima, plantas transgénicas gue compreendem
uma pluralidade de tais células vegetais, a descendéncia de
sementes transgénicas e pdbdlen transgénico destas plantas.

Plantas de milho que compreendem tais células vegetais de
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milho apresentam um rendimento melhorado em comparacdo com
plantas controlo que n&do tém o referido ADN recombinante.
Tais plantas de milho podem ser obtidas por seleccdo a
partir de uma populacdo de plantas transgénicas regeneradas
a partir de células vegetais transformadas com ADN
recombinante e que expressam a proteina por rastreio de
plantas transgénicas na populacdo para um rendimento
melhorado em comparacdo com plantas de controlo que né&o

possuem o referido ADN recombinante.

Ainda noutro aspecto da invencdo, as células
vegetais, plantas, sementes e pdlen compreendem ainda ADN
que expressa uma proteina que proporciona tolerdncia a
exposicdo a um herbicida aplicado a niveis que sdo letais
para um tipo nativo da referida célula vegetal. Tal
tolerdncia ¢é especialmente 10Util ndo apenas como uma
caracteristica vantajosa em tais plantas, mas também & util
numa etapa de seleccdo nos métodos da invencdo. Em aspectos
da invencdo, o agente de herbicida é um composto glifosato,

dicamba, ou glufosinato.

Ainda outros aspectos da invencdo proporcionam
para plantas transgénicas que sdo homozigdticas para o ADN
recombinante e sementes transgénicas da invencdo de plantas
de milho. Noutras realizacbdes importantes para pratica dos
varios aspectos da invencéao na Argentina, o) ADN
recombinante & proporcionado em células vegetais derivadas
de linhas de milho que sd&o e que mantém a resisténcia ao

virus Mal de Rio Cuarto ou o fungo Puccina sorghi ou ambos.
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Esta invencdo também proporciona métodos para o
fabrico de uma semente ndo-natural, transgénica que pode
ser usada para produzir uma cultura de plantas transgénicas
com uma caracteristica melhorada resultante da expressdo de
ADN recombinante estavelmente integrado para a expressido de
uma proteina com SEQ ID NO: 5. Mais especificamente, o
método compreende: (a) rastreio de uma populacdo de plantas
para um rendimento melhorado e um ADN recombinante, em que
plantas individuais na ©populacdo podem apresentar o
rendimento a um nivel inferior a, essencialmente o mesmo
que, ou maior do que o nivel como que a caracteristica é
apresentada em plantas de controlo que ndo expressam o ADN
recombinante, (b) seleccionar a partir da populacdo uma ou
mais plantas que apresentam a caracteristica a um nivel
superior do que o nivel com que a referida caracteristica é
apresentada em plantas de controlo, (c¢) verificar que o ADN
recombinante estd integrado de forma estdvel nas referidas
plantas seleccionadas, (d) a analisar o tecido de uma
planta seleccionada para determinar a producdo de uma
proteina que tem a funcdo de uma proteina codificada pelos
nucledétidos numa sequéncia de SEQ ID NO: 1; e (e) recolher
sementes de uma planta seleccionada. Num aspecto da
invencdo, as plantas na populacdo compreendem ainda ADN que
expressa uma proteina que proporciona tolerédncia @ a
exposicdo a um herbicida aplicado a niveis que sé&do letais
para as células do tipo nativo e a seleccdo ¢é efectuada
tratando a populacdo com o herbicida, por exemplo, um

composto glifosato, dicamba, ou glufosinato. Num outro
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aspecto da invencdo, as plantas s&do seleccionadas pela
identificacdo de plantas com a caracteristica melhorada. Os
métodos sédo especialmente Gteis para a producdo de sementes
de milho. Noutro aspecto, as plantas compreendem ainda um
ADN que expressa uma segunda proteina que confere as célu-
las vegetais com uma ou mails caracteristicas agrondmicas

melhoradas.

Um outro aspecto da invencdo proporciona um
método de producdo de sementes de milho hibrido compre-
endendo a aquisicdo de sementes de milho hibrido a partir
de uma planta de milho tolerante a herbicida que tem também
estavelmente integrado o ADN recombinante gque compreende um
promotor que é (a) funcional em células vegetais e (b) esté
operacionalmente ligado ao ADN que codifica para uma pro-
teina com SEQ ID NO: 5; em que uma planta de descendéncia
transgénica regenerada de uma cdpia da referida célula
apresenta um rendimento superior em comparacdo com uma
planta de controlo sem a referida construcdo de ADN; e em
que a referida célula ¢é seleccionada a partir de uma
populacdo de células transformadas com a referida cons-
trucdo de ADN por rastreio de plantas descendentes de
células na referida populacido para um rendimento melhorado,
em comparacdo com a referida planta de controlo. 0Os métodos
compreendem ainda a producdo de plantas de milho a partir
da referida semente de milho hibrido, em que uma fraccéo
das plantas produzidas a partir da referida semente de
milho hibrido é homozigbtica para o referido  ADN

recombinante, uma fraccdo das plantas produzidas a partir
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da referida semente de milho hibrido é hemizigdtica para o
referido ADN recombinante, e uma fraccdo de plantas
produzidas a partir da referida semente de milho hibrido
ndo tem nenhum do referido ADN recombinante; seleccionar
plantas de milho que sdo homozigdticas e hemizigdtico para
e} referido ADN recombinante, por tratamento com um
herbicida; recolha de sementes a partir de plantas de milho
sobreviventes tratadas com herbicida e plantar a referida
semente para produzir novas plantas de milho descendentes;
repetir os passos de selecgdo e recolha pelo menos uma vez
para produzir uma linhagem de milho endogémica; e cruzar a
linhagem de milho endogdmica com uma segunda linhagem de

milho para a producdo de sementes hibridas.

Divulga-se ainda um método de seleccdo de uma
planta que compreende <células vegetais da 1invencéo,
utilizando um anticorpo imunorreactivo para detectar a
presenca da proteina expressa pelo ADN recombinante na

semente ou tecido de planta.

Descrigdo Detalhada da Invengéo

Tal como aqui wutilizado wuma "célula vegetal"”
significa uma célula vegetal que foi transformada com ADN
recombinante estavelmente integrado, ndo-natural, por
exemplo, através de transformacdo mediada por Agrobacterium
ou por bombardeamento com microparticulas revestidas com
ADN recombinante ou outros meios. Uma célula vegetal da

presente invencdo pode ser uma célula vegetal transformada
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originalmente, que existe como um microrganismo ou uma
célula descendente da planta que ¢é regenerada em tecido
diferenciado, por exemplo, numa planta transgénica com ADN
recombinante nao natural estavelmente integrado, ou
sementes ou pdlen derivado de uma planta transgénica de

descendéncia.

Tal como aqui utilizado uma "planta transgénica" significa
uma planta cujo genoma foi alterado pela integracdo estavel
de ADN recombinante. A planta transgénica inclui uma planta
regenerada a partir de uma célula vegetal originalmente
transformada e plantas transgénicas de descendéncia de
geracdes posteriores ou cruzamentos de uma planta

transformada.

Tal como aqui wutilizado "ADN recombinante"
significa ADN gque tenha sido geneticamente modificado e
construido fora de uma célula incluindo ADN contendo ADN de

ocorréncia natural ou ADNc ou ADN sintético.

Tal como aqui utilizado, "sequéncia de consenso"
significa uma sequéncia artificial de aminoacidos de uma
regido conservada de um alinhamento das sequéncias de
aminoadcidos de proteinas homdélogas, por exemplo, tal como
determinado por um alinhamento CLUSTALW da sequéncia de

aminodcidos de proteinas hombélogas.

Tal como aqui utilizado, "homdélogo" significa uma

proteina num grupo de proteinas que desempenham a mesma
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funcédo bioldgica, por exemplo, proteinas que pertencem a
mesma familia de proteinas Pfam e que proporcionam um
reforco da caracteristica comum em plantas transgénicas
desta invencdo. 0Os hombélogos sdo0 expressos por genes homd-
logos. Genes homdélogos incluem alelos que ocorrem natural-
mente e variantes criadas artificialmente. A degeneres-
céncia do cdédédigo genético proporciona a possibilidade de
substituir, pelo menos, uma base da sequéncia que codifica
para a proteina de um gene com uma base diferente, sem
causar a alteracdo da sequéncia de aminoadcidos do poli-
péptido produzida a partir do gene. Assim, um polinu-
cledétido Util na presente invencdo pode ter dqualquer
sequéncia de bases que tenha sido alterada de SEQ ID NO: 1
por substituicdo de acordo com a degenerescéncia do cddigo
genético. Homdélogos s&do proteinas que, quando optimamente
alinhadas, tém pelo menos 90% de identidade ao longo da
totalidade do comprimento de uma proteina identificada como
estando associada a concessdo de uma caracteristica melho-

rada quando expressa em células vegetais.

Os homdélogos sdo identificados por comparacédo de
sequéncia de aminoécidos, por exemplo, manualmente ou por
utilizacdo de uma ferramenta com base em computador utili-
zando algoritmos conhecidos de pesquisa a base de homo-
logia, tais como os vulgarmente conhecidos e referidos como
BLAST, FASTA, e Smith-Waterman. Um programa de alinhamento
de seguéncias 1locais, por exemplo, BLAST, pode ser uti-
lizado para pesquisar uma base de dados de sequéncias para

encontrar sequéncias semelhantes, e o valor de Expectativa
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resumido (valor E) wutilizado para medir a semelhanca de
sequéncia de base. Como uma proteina detectada com o melhor
valor de E para um organismo particular pode ndo ser
necessariamente um ortdlogo ou o Unico ortdlogo, uma
consulta reciproca € usada na presente invencdo para
filtrar sequéncias detectadas com valores E significativos
para identificacdo de ortdélogos. A consulta reciproca
envolve pesquisa de detecgdes significativas contra uma
base de dados de sequéncias de aminoacidos do organismo
base que sdo semelhantes a sequéncia da proteina de
pesquisa. Uma deteccdo ¢ um ortdlogo provavel, gquando o
reciproco da melhor deteccdo ¢é a préopria proteina de
pesguisa ou uma proteina codificada por um gene duplicado
apbds especiacdo. Um outro aspecto da invencdo compreende as
proteinas homdélogos funcionais que diferem num ou mais
aminoadcidos daqueles da proteina divulgada como resultado
de substituicdes de aminoacidos conservativas, por exemplo,
as substituicdes estdo entre: aminodcidos Acidos (carre-
gados negativamente) tais como &acido aspartico e &acido
glutdmico; aminodcidos bésicos (carregadas positivamente),
tais como arginina, histidina e lisina; aminodcidos polares
neutros tais como glicina, serina, treonina, cisteina,
tirosina, asparagina, e glutamina; aminocadcidos neutros né&o
polares (hidrofdébicos), tais como alanina, leucina, iso-
leucina, valina, prolina, fenilalanina, triptofano e metio-
nina; aminoacidos possuindo cadeias laterais alifaticas,
tais como glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina;
aminodcidos com cadeias laterais alifdticas-hidroxilo, tais

como serina e treonina; aminodcidos possuindo cadeias
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laterais contendo amida tais como glutamina e asparagina;
aminodcidos possuindo cadeias laterais arométicas, tais
como a fenilalanina, tirosina e triptofano; aminoé&cidos
possuindo cadeias laterais bésicas, tais como a 1lisina,
arginina e  histidina; aminoadcidos possuindo cadeias
laterais contendo enxofre tais como a cisteina e metionina;
aminoadcidos naturalmente conservativos, tais como a valina-
leucina, valina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-
arginina, alanina-valina, acido aspartico-acido glutémico,
e asparagina-glutamina. Um outro aspecto dos homblogos
codificados pelo ADN Util nas plantas transgénicas da
presente invencdo sdo aquelas proteinas que diferem de uma
proteina divulgada como resultado da delecdo ou insercdo de

um ou mais aminodcidos numa sequéncia nativa.

Tal como aqui utilizado, "percentagem de iden-
tidade" significa o grau com que dois segmentos de ADN ou
de proteina optimamente alinhados sé&do invariantes ao longo
de uma janela de alinhamento dos componentes, por exemplo,
sequéncia de nucledtido, ou sequéncia de aminodcidos. Uma
"fraccdo de identidade"™ para segmentos alinhados de uma
sequéncia de ensaio e uma sequéncia de referéncia ¢é o
nimero de componentes idénticos que sdo partilhados pelas
sequéncias dos dois segmentos alinhados dividido pelo
numero total de componentes no segmento da sequéncia de
referéncia ao longo de uma janela de alinhamento, a qual é
o menor da sequéncia de teste completa ou a sequéncia de
referéncia completa. A "percentagem de identidade" ("% de

identidade") é a fraccdo de identidade vezes 100.
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Como usado aqui "Pfam" refere-se a uma grande
coleccdo de alinhamentos de sequéncia multiplas e modelos
ocultos de Markov que cobrem muitas familias proteina
comuns, por exemplo, Pfam versdo 18.0 (Agosto de 2005)
contém alinhamentos e modelos para 7973 familias de
proteinas e baseia-se nas bases de dados de sequéncias de
proteinas Swissprot 47.0 e SP-TrEMBL 30,0. Ver S.R. Eddy,
"Profile Hidden Markov Models", Bioinformatics 14: 755-763,
1998. Pfam ¢ actualmente mantida e actualizado por um
Consércio Pfam. Os alinhamentos representam alguma
estrutura conservada evolutiva que tem implicacdes para a
funcdo da proteina. Perfis de modelos ocultos de Markov
(perfis de HMM) construidos a partir dos alinhamentos Pfam
sdo TUteis para reconhecer automaticamente gue uma nova
proteina pertence a uma familia de proteinas existentes,
mesmo se a homologia por alinhamento parece ser baixa. Uma
vez que um ADN ¢é identificado como codificando para uma
proteina que confere uma caracteristica melhorada guando
expresso em plantas transgénicas, outros ADN que codificam
para proteinas da mesma familia de proteinas s&do
identificados por consulta a sequéncia de aminoédcidos da
proteina codificada pelo ADN candidato contra o Modelo
Oculto de Markov que caracteriza o dominio Pfam usando o
software HMMER, uma versdo actual do gqual ¢é fornecida na
listagem de computador anexa. Proteinas candidatas que
satisfazem o limite de encontro para o alinhamento de um
determinado Pfam estdo na familia de proteina e possuem ADN

cognato que é Util na construcdo de ADN recombinante para a
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utilizacdo nas células vegetais desta invencdo. Bases de
dados de Modelos Ocultos de Markov para utilizacdo com o
software HMMER na identificacdo de ADN que expressa a
proteina num Pfam comum para ADN recombinante em células
vegetais da presente invencdo também estdo incluidos na
listagem de computador anexa. O software HMMER e bases de
dados Pfam sdo da versdo 18.0 e foram usados para
determinar que a sequéncia de aminoédcidos da SEQ ID NO: 5 é
caracterizada por dois dominios Pfam, isto ¢, dominio
"Homeobox" e dominio HALZ. O dominio "Homeobox" foi
identificado como contendo residuos de aminodcidos entre as
posicbes 130 e 193, com uma pontuacdo de 70,1 superando o
limite de associacdo de -4. O dominio HALZ foi identificado
como contendo residuos de aminoédcidos entre as posicbes 194
e 238, com uma pontuacdo de 71,9 superando limite reunido

de 17.

O software e base de dados HMMER para identificar
os dominios "Homeobox" e HALZ s&do acedidos em qualquer site
de internet Pfam e podem ser fornecido pelo requerente, por

exemplo, numa listagem de computador anexa.

Como usado agui "promotor" significa ADN de
regulacdo para inicializar a transcrigdo. Um "promotor
vegetal"” & um promotor capaz de iniciar a transcricdo em
células vegetais independentemente da sua origem ser ou néo
uma célula vegetal, por exemplo, ¢é bem conhecido que os
promotores de Agrobacterium s&o funcionais em células

vegetais. Assim, o0s promotores de plantas incluem o
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promotor do ADN obtido a partir de plantas, virus de
plantas e bactérias, tais como bactérias Agrobacterium e de
Bradyrhizobium. Exemplos de promotores sob controlo do
desenvolvimento incluem promotores que iniciam a
transcricdo preferencialmente em determinados tecidos, tais
como folhas, raizes, ou sementes. Tais promotores sé&o
referidos como "de preferéncia para um tecido". Promotores
que iniciam a transcricdo apenas em certos tecidos séo
referidos como "especificos para um tecido". Um promotor
especifico para um "tipo de célula" dirige principalmente a
expressdo em certos tipos de células num ou mais &érgédos,
por exemplo, células vasculares em raizes ou folhas. Um
promotor "indutivel" ou "reprimivel" é um promotor que estéa
sob o controlo ambiental. Exemplos de condicgdes ambientais
que podem afectar a transcricdo por promotores indutiveis
incluem condig¢des anaerdbias, ou certos guimicos, ou a
presenca de luz. Promotores especificos de um tecido, com
preferéncia para um tecido, especificos para um tipo de
célula, e indutiveis constituem a classe de promotores '"néo
constitutivogs". Um promotor "constitutivo" ¢ um promotor

que actua na maioria das condicgdes.

Tal como aqui utilizado "operativamente ligado"
significa a associacdo de dois ou mais fragmentos de ADN
numa construcdo de ADN de modo a que a funcdo de um, por
exemplo ADN que codifica para a proteina, ¢é controlada

pelo outro, por exemplo, um promotor.

Tal como aqui utilizado "expresso" significa
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produzido, por exemplo, uma proteina é expressa numa célula
vegetal quando o seu ADN cognato é transcrito para ARNm que

¢ traduzido na proteina.

Tal como aqui utilizado uma "planta de controlo”
significa uma planta gque ndo contém o ADN recombinante que
expressou uma proteina que confere uma caracteristica me-
lhorada. Uma planta de controlo é identificar e seleccionar
uma planta transgénica que tem uma caracteristica melho-
rada. Uma planta de controlo adequada pode ser uma planta
ndo-transgénica da linha parental usada para gerar uma
planta transgénica, ou seja, desprovida de ADN recombi-
nante. Uma planta de controlo adequada pode nalguns casos
ser uma descendéncia de uma linha de plantas transgénicas
hemizigdética que ndo contém o ADN recombinante, conhecida

como um segregante negativo.

Tal como aqui utilizado, um "rendimento melho-
rado" inclui um rendimento aumentado sob condigdes sem
stress e um rendimento aumentado sob condic¢des de stress
ambiental. Condic¢des de stress podem incluir, por exemplo,
seca, sombra, doenca fungica, doenca viral, doenca bacte-
riana, infestacdo de insectos, infestacdo de nemétodos,
exposicdo ao frio, exposicdo ao calor, stress osmbtico,
reduzida disponibilidade de nutrientes de azoto, reduzida
disponibilidade de nutrientes de fésforo e elevada
densidade de plantas. O "rendimento" pode ser afectado por
muitas propriedades, incluindo, sem limitacdo, a altura da

planta, numero de vagens, a posicdo das vagens na planta,
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numero de entrends, a incidéncia da gquebra da wvagem, o
tamanho de grdo, a eficiéncia da nodulacdo e fixacdo de
azoto, a eficiéncia de assimilacdo de nutrientes, resis-
téncia a stress Dbidtico e abidtico, a assimilacdo de
carbono, arquitectura da planta, resisténcia ao acamamento,
percentagem de germinacdo de sementes, vigor de plantulas,
e as caracteristicas dos juvenis. O rendimento pode também
afectado pela eficiéncia de germinacéo (incluindo a
germinacdo em condicdes de stress), a taxa de crescimento
(incluindo taxa de crescimento em condigcdes de stress),
numero de espigas, numero de sementes por espiga, tamanho
da semente, composicdo da semente (amido, ¢6leo, proteina) e

as caracteristicas de enchimento das sementes.

O aumento da producdo de uma planta transgénica
da presente invencdo pode ser medido de varias maneiras,
incluindo o teste do peso, o numero de sementes por planta,
peso de sementes, o numero de sementes por unidade de &rea
(isto &, sementes, ou o peso de sementes, por acre),
"bushels™ por acre (bu/a), toneladas por hectare, toneladas
por hectare, quilo por hectare. Por exemplo, o rendimento
do milho pode ser medido como a producdo de grdos de milho
com casca por unidade de &area de producdo, por exemplo, em
"bushels" por acre ou toneladas por hectare, muitas vezes
apresentados numa base ajustada para a humidade, por
exemplo, a 15,5 porcento de humidade. O aumento do
rendimento pode resultar de uma melhor wutilizacdo de
compostos bioquimicos importantes, como azoto, fbésforo e

hidratos de carbono, ou de respostas melhoradas a stresses



PE1827078 - 16 -

ambientais, tais como frio, calor, seca, concentracdo de
sal e ataque de pragas ou patogénios. O ADN recombinante
utilizado na presente invencdo também pode ser utilizado
para proporcionar plantas com uma melhoria do crescimento e
desenvolvimento, e, finalmente, o aumento de rendimento,
como o resultado de expressdo modificado de reguladores de
crescimento de plantas ou a alteracdo do ciclo celular ou
vias fotossintéticas. Também de interesse é a geracdo de
plantas transgénicas que apresentam um rendimento acrescido
em relacdo a um componente de semente que pode corresponder
ou ndo a um aumento no rendimento global da planta. Tais
propriedades incluem melhorias no 6leo de semente,
moléculas das sementes, tais como tocoferol, proteina e
amido, ou os componentes do 6leo particulares tais como se
podem manifestar por uma alteracdo nas proporgdes dos

componentes da semente.

Um subconjunto das moléculas nucleicas inclui
fragmentos do ADN recombinante divulgado que consiste em
oligonucledtidos de pelo menos 15, de preferéncia, pelo
menos, 16 ou 17, mais preferencialmente, pelo menos, 18 ou
19, e ainda mais preferivelmente pelo menos 20 ou mais,
nucledtidos consecutivos. Tais oligonucledtidos s&o
fragmentos de moléculas maiores com uma sequéncia de SEQ ID
NO: 1, e -encontram uso, por exemplo, como sondas e
iniciadores ©para a deteccdo dos polinucledtidos aqui

descritos.

As construcdes de ADN sdo montadas usando métodos
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bem conhecidos das pessoas com conhecimentos normais na
técnica e compreendem tipicamente um promotor operati-
vamente ligado ao ADN, cuja expressdo fornece a caracte-
ristica agronémica melhorada. Outros componentes de cons-
trucdo podem incluir elementos reguladores adicionais, tais
como lideres 5' e intrdes para aumentar a transcricéo,
regides 3' ndo traduzidas (tais como sinais e locais de

poliadenilacdo), ADN para transito ou peptideos sinal.

Numerosos promotores que sdo activos nas células
vegetais tém sido descritos na literatura. Estes incluem os
promotores presentes nos genomas de plantas, bem como o0s
promotores provenientes de outras fontes, incluindo o
promotor da nopalina sintetase (NOS) e o promotor de
octopina sintetase (0OCS) presentes em plasmideos indutores
de tumores de  Agrobacterium  tumefaciens, promotores
caulimovirus tais como o virus do mosaico da couve flor
(CaMV35S). Patente U.S. 5,641,876, que divulga um promotor
de actina de arroz, U.S. 2002/0192813A1, gque divulga
elementos 5', 3' e intrdes Uteis na concepgdo de vectores
de expressdo eficientes de plantas, U.S. 2004/0216189 que
descreve um promotor aldolase de cloroplasto de milho, U.S.
2004/0216189, que divulga um promotor da aldolase de milho
(FDA) , e U.S. 2003/0131377 que divulga um promotor
nicotianamina sintase de milho. Estes e muitos outros
promotores que funcionam em células vegetais sdo conhecidos
dos peritos na arte e estdo disponiveis para uso em

polinucledtidos recombinantes da presente invencdo para
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proporcionar a expressdo de genes desejados em células

vegetais transgénicas.

Noutros aspectos da invencéo, a expressao
preferencial em tecidos verdes de plantas é desejada. Os
promotores de interesse para tais utilizacdes incluem aque-
las de genes, tais como a subunidade pequena de carboxilase
de ribulose-1,5-bifosfato (Rubisco) de Arabidopsis thali-
ana, (Fischhoff et al. (1992) Plant Mol Biol. 20: 81-93),
aldolase e piruvato ortofosfato dicinase (PPDK) (Taniguchi

et al (2000) Plant Cell Physiol. 41(1): 42-48).

Além disso, os promotores podem ser alterados
para conter multiplas '"sequéncias potenciadoras" para
ajudar a elevar a expressdo do gene. Tais potenciadores sé&o
conhecidos na técnica. Com a inclusdo de uma sequéncia
potenciadora com tais construcgdes, a expressdo da proteina
seleccionada pode ser aumentada. Estes potenciadores séo
frequentemente encontrados a 5' em relacdo ao inicio da
transcricéo num promotor que funciona em células
eucaridticas, mas muitas vezes pode ser inserido a montante
(5') ou a jusante (3') da sequéncia de codificacdo. Nalguns
casos, estes elementos potenciadores 5 'sdo introdes.
Particularmente Uteis como potenciadores sdo intrdes a 5'
da actina 1 de arroz (ver Patente U.S. 5,641,876) e dos
genes da actina 2 de arroz, o 1intrdo do gene da é&alcool
desidrogenase do milho, o intrdo do gene da proteina 70 de
chogque térmico de milho (Patente U.S. 5,593,874) e o gene

encolhido 1 de milho.
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Noutros aspectos da invencdo, deseja-se que a
expressdo suficiente em tecidos de sementes de plantas
efectue melhorias na composicdo de sementes. Exemplos de
promotores para a utilizacdo para a modificacdo da
composicdo de sementes incluem promotores de genes de
sementes, tais como napina (U.S. 5,420,034), oleosina L3 de
milho (EUA 6,433,252), zeina 427 (Russell et al. (1997)
Transgenic Res. 6(2): 157-166), globulina 1 (Belanger et al
(1991) Genetics 129: 863-872), glutelina 1 (Russell (1997)
supra), e peroxirredoxina antioxidante (Perl) (Stacy et al.
(1996) Plant Mol Biol. 31 (6): 1205-1216). As construcdes
de ADN recombinante preparadas de acordo com a invencéo
também irdo geralmente incluir um elemento 3! que
normalmente contém um sinal e local de poliadenilacéo.
Elementos 3! bem conhecidos incluem 0s genes de
Agrobacterium tumefaciens, tais como nos 3', tml 3', tmr
3", tms 3', ocs 3', tr7 3', por exemplo, divulgado em U.S.
6,090,0627; elementos 3' de genes de plantas tais como trigo
(Triticum aesevitum), proteina de choque térmico 17 (Hspl7
3'"), um gene de ubigquitina de trigo, um gene da frutose-
1,6-bifosfatase de trigo, um gene da glutelina de arroz, um
gene da lactato desidrogenase de arroz e um gene da beta-
tubulina de arroz, o0s dquais s&do divulgados em U.S.
2002/0192813; e o da gene ribulose bifosfato carboxilase
(rbs 3') de ervilha (Pisum sativum), e elementos 3' dos

genes na planta hospedeira.

As construcdes e os vectores podem também incluir
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um péptido de transito para o direccionamento de um gene-
alvo para um organelo de planta, particularmente para um
cloroplasto, leucoplasto ou outro organelo plastideo. Para
descricgcbes da utilizacdo de péptidos de trédnsito dos
cloroplastos ver Patentes U.S. 5,188,642 e 5,728,925. Para
a descricdo da regido do péptido de transito de um gene de
EPSPS de Arabidopsis ttil na presente invencdo, ver Klee,

H.J. et al (MGG (1987) 210: 437-442).

As plantas transgénicas gque compreendem ou gue
sdo derivadas de células vegetais da presente invencéo
transformadas com ADN recombinante podem ser ainda mais
melhoradas com caracteristicas acumuladas, por exemplo uma
planta de cultivo que tem uma caracteristica melhorada
resultante da expressdo de ADN agqui divulgada em combinacédo
com caracteristicas de resisténcia a herbicidas e/ou as
pragas. Por exemplo, o0s genes aqui descritos podem ser
combinados com outras caracteristicas de interesse
agrondémico, tais como uma caracteristica que proporciona
resisténcia a um herbicida, ou resisténcia a insectos, tais
como a utilizacd@o de um gene de Bacillus thuringensis para
proporcionar resisténcia contra lepiddbdpteros, colidpteros,
homépteros, hemidpteros, e outros insectos. Herbicidas para
0s quais a tolerdncia da planta transgénica tem sido
demonstrada e o método da presente invencdo podem ser
aplicados incluem, mas ndo estdo limitados a, herbicidas
glifosato, dicamba, glufosinato, sulfonilureia, bromoxinilo
e norflurazon. Moléculas de polinucledtido que codificam

para proteinas envolvidas na toleradncia a herbicidas sé&o
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bem conhecidos na técnica e incluem, mas ndo estédo
limitados a, uma molécula de polinucledtido gue codifica
para S5-enolpiruvilxiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS)
divulgados nas Patentes U.S. 5,094,945; 5,627,00601;
5,633,435 e 6,040,497 para conferir toleréancia ao
glifosato; moléculas de polinucledétido que codificam para
uma oxidorredutase de glifosato (GOX), divulgada na Patente
U.S. 5,463,175 e uma glifosato-N-acetil transferase (GAT)
descrita em U.S. 2003/0083480, também para conferir
tolerdncia ao glifosato; dicamba monoxigenase divulgada em
U.S. 2003/0135879 de conferir tolerédncia a dicamba; uma
molécula de polinucledétido codificando para bromoxinil
nitrilase (Bxn) divulgados na Patente U.S. 4,810,048 para
conferir tolerédncia bromoxinil; uma molécula de polinu-
cledtido codificando para fitoeno dessaturase (ctrI)
descrita em Misawa et al, (1993) Plant J. 4: 833-840 e
Misawa et al, (1994) Plant J. 6: 481-489 para a tolerancia
norflurazona; uma molécula de polinucledtido que codifica
para aceto-hidroxiéacido sintase (AHAS, ou seja ALS)
descrita em Sathasiivan et al. (1990) Nucl. Acids Res. 18:
2188-2193 para conferir a tolerédncia a herbicidas
sulfonilureias; moléculas polinucleotidicas conhecidas como
genes bar divulgadas em DeBlock, et al. (1987) EMSO J. 6:
2513-2519 para conferir tolerdncia ao glufosinato e a
bialafos; moléculas polinucleotidicas divulgadas em U.S.
2003/010609 para conferir tolerdncia ao acido N-amino metil
fosfénico; moléculas polinucleotidicas divulgadas na
Patente U.S. 6,107,549 para conferir resisténcia a

herbicidas de piridina; moléculas e métodos para conferir



PE1827078 - 22 -

tolerdncia a herbicidas maltiplos, tais como glifosato,
atrazina, 1nibidores de ALS, e herbicidas isoxoflutole e
glufosinato s&do descritos em Patente U.S. 6,376,754 e U.S.
2002/0112260. As moléculas e métodos para conferir
resisténcia a insectos/nemdtodos/virus estdo descritos nas
patentes U.S. 5,250,515; 5,880,275; 6,506,599; 5,986,175 e
U.S. 2003/0150017. Em formas de realizacdo particulares, os
inventores contemplam a utilizacdo de anticorpos, quer
monoclonais ou policlonais que se ligam as proteinas aqui
divulgadas. Métodos para a preparacdo e caracterizacdo de
anticorpos s&do bem conhecidos na técnica (Ver, por exemplo,
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, 1988). Os métodos para a geracdo de anticorpos
monoclonais (mAbs) geralmente comecam ao longo das mesmas
linhas que aqueles para a preparacdo de anticorpos poli-
clonais. Resumidamente, um anticorpo policlonal é preparado
por imunizacdo de um animal com uma composicdo imunogénica
de acordo com e recolha do anti-soro desse animal imuni-
zado. Uma grande variedade de espécies animais pode ser
utilizado para a producdo de anti-soros. Normalmente o
animal utilizado para a producdo de anti-soros é um coelho,
um rato, um rato, um hamster, um porquinho da india ou uma
cabra. Devido ao volume relativamente grande de sangue dos
coelhos, um coelho é uma escolha preferida para a producgédo

de anticorpos policlonais.

Como ¢ bem conhecido na técnica, uma determinada
composicdo pode variar na sua 1imunogenicidade. Muitas

vezes, é necessario, por conseguinte, reforcar o sistema
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imunitdrio do hospedeiro, conforme pode ser conseguido
através do acoplamento de um péptido ou polipéptido imuno-
génico a um transportador. Transportadores exemplificativos
e preferidos s&o hemocianina da lapa gigante (KLH) e a
albumina sérica bovina (BSA). Outras albuminas tais como a
ovalbumina, albumina de soro de rato ou albumina de soro de
coelho podem ser também utilizadas como transportadores.
Meios para conjugar um polipéptido com uma proteina veiculo
S840 bem conhecidos na técnica e incluem a utilizacdo de
glutaraldeido, éster m-maleimidobencoil-N-hidroxi-succini-

mida, carbodi-imida e benzidina bis-biazotizada.

Como também ¢ bem conhecido na técnica, a imu-
nogenicidade de uma composicdo de imunogénio particular
pode ser aumentada através da utilizacdo de estimuladores
ndo especificos da resposta imunitéria, conhecidos como
adjuvantes. Adjuvantes exemplificativos e preferidos
incluem o adjuvante completo de Freund (um estimulador n&o-
especifico da resposta 1imunitdria contendo Mycobacterium
tuberculosis mortas), os adjuvantes incompletos de Freund e

adjuvante de hidrdéxido de aluminio.

A quantidade de composicdo de imunogénio usada na
producdo de anticorpos policlonais varia com a natureza do
imunogénio assim como do animal usado para imunizacdo. Uma
variedade de vias pode ser utilizada para administrar o
imunogénio (subcuténea, intramuscular, intradérmica,
intravenosa e intraperitoneal). A producdo de anticorpos

policlonais pode ser monitorizada por amostragem do sangue
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do animal imunizado em varios pontos a seguir a imunizacéo.
Uma segunda injeccdo, de reforco, também pode ser dada. O
processo de reforco e titulacdo ¢é repetido até que um
titulo adequado seja conseguido. Quando o nivel desejado de
imunogenicidade ¢é obtido, o animal imunizado pode ser
sangrado e o soro isolado e armazenado, e/ou o animal pode

ser usado para gerar mAbs.

mAbs podem ser prontamente preparados através da
utilizacdo de técnicas bem conhecidas, tais como aquelas
exemplificadas na Patente U.S. No. 4,196,265. Tipicamente,
esta técnica envolve a imunizacdo de um animal adequado com
uma composicdo imunogénica seleccionada, por exemplo, uma
proteina, polipéptido ou péptido antifingico purificado ou
parcialmente purificado. A composicéo imunizante é
administrada de forma eficaz para estimular as células
produtoras de anticorpos. Roedores tais como ratinhos e
ratos s&o animais preferidos, no entanto, o uso de células
de coelho, ovelha, ou de ra é também possivel. A utilizacéo
de ratos pode fornecer certas vantagens (Goding, 1986, pp.
60-61), mas sdo preferidos ratinhos, sendo o ratinho BALB/c
0 mais preferido pois € o mais rotineiramente usado e
geralmente d& uma percentagem mais elevada de fusdes

estéveis.

A seguir a imunizacdo, as células somaticas com o
potencial para produzir anticorpos, especificamente
linfécitos B (células B), sdo seleccionadas para utilizacéo

no protocolo de geracdo de mAb. Estas células podem ser
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obtidas a partir de bacos, amigdalas ou nodos linfaticos
biopsiados, ou a partir de uma amostra de sangue
periférico. As células do Dbaco e células do sangue
periférico s&do as preferidas, as primeiras porgque sdo uma
fonte rica de células produtoras de anticorpos que estdo na
fase de divisdo plasmablasto, e a uGltima porque o sangue
periférico é facilmente acessivel. Muitas vezes, um painel
de animais terd sido imunizado e o baco do animal com o
maior titulo de anticorpos serd removido e os linfdécitos do
baco obtidos por homogeneizacdo do baco com uma seringa.
Tipicamente, um baco de um ratinho imunizado contém

aproximadamente 5x10’ a 2x10° linfécitos.

Os linfdécitos B produtores de anticorpos do
animal imunizado s&o depois fundidos com células de uma
célula imortal de mieloma, geralmente uma da mesma espécie
que o animal qgue foi imunizado. Linhas de células de
mieloma adequadas para utilizacdo em procedimentos de fusédo
produtores de hibridoma s&do preferencialmente nao
produtoras de anticorpos, tém elevada eficiéncia de fuséo,
e deficiéncias enziméticas gque as tornam incapazes de
crescer em certos meios selectivos que suportam o cresci-

mento de apenas as células fundidas desejadas (hibridomas).

Qualquer uma de um numero de células de mieloma
podem ser utilizadas, tal como é conhecido pelos peritos na
técnica (Goding, 1986, pp. 65-66; Campbell, 1984, pp. 75-
83). Por exemplo, quando o animal imunizado é um ratinho,

pode-se utilizar P3-X63/Ag8, X63-Ag8.653, NS1/1.Ag 4 1,
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SP210-Agl4, FO, NSO/U, MPC-11, MPC11-X45-GTG 1.7 e
S194/5XX0 Bul; para ratos, pode-se utilizar R210.RCY3, Y3-
Ag 1.2.3, IR983F e 4B210; e U-266, GM1500-GRG2, LICR-LON-
HMy2 e UC729-6 sdo Uteis em relacdo a fusdo de células

humanas.

Uma célula de mieloma murina preferida é a linha
celular de mieloma NS-1 (também denominada P3-NS-1-Ag4-1),
que esta facilmente disponivel a partir do NIGMS Human
Genetic Mutant Cell Repository, solicitando a linha celular
com o numero de repositdério GM3573. Outra linha de células
de mieloma de ratinho que pode ser usada ¢ a linha celular
ndo produtora SP2/0 de mieloma murino de rato resistente a
8-azaguanina. Os métodos para gerar hibridos de células de
mieloma e células de Dbaco ou de ndédulos linféticos
produtoras de anticorpos usualmente compreendem a mistura
de células somdticas com células de mieloma na proporcdo de
2:1, embora a proporcdo possa variar de cerca de 20:1 a
cerca de 1:1, respectivamente, na presenca de um agente ou
agentes (quimicos ou eléctricos) gue promovam a fusdo de
membranas celulares. Métodos de fusdo utilizando virus
Sendai foram descritos (Kohler e Milstein, 1975; 1976), e
aqueles que usam polietilenoglicol (PEG), tal como 37%
(v/v) de PEG, (Gefter et al, 1977.). O uso de métodos de
fusdo induzidos electricamente & igualmente adequado

(Goding, 1986, pp 71-74).

Procedimentos de fuséao geralmente produzem

hibridos viadveis em baixas frequéncias, de 1 x 107° a 1 x
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107®. No entanto, isto ndo coloca um problema, pois os
hibridos fundidos vidveis s&o diferenciados das células né&o
fundidas parentais (particularmente das células de mieloma
ndo fundidas gque normalmente continuariam a dividir-se
indefinidamente) por cultura num meio selectivo. 0O meio
selectivo é geralmente um que contém um agente que bloqueia
a sintese de novo de nucledétidos nos meios de cultura de
tecidos. Agentes exemplificativos e ©preferidos sdo a
aminopterina, metotrexato, e azasserina. A aminopterina e o
metotrexato bloqueiam a sintese de novo de ambas as purinas
e as pirimidinas, enquanto que a azasserina blogqueia apenas
a sintese de purinas. Quando se utiliza a aminopterina ou o
metotrexato, o meio é& complementado com hipoxantina e timi-
dina como fonte de nucledtidos (meio HAT). Quando se uti-

liza a azasserina, o meio é suplementado com hipoxantina.

O meio de seleccdo preferido ¢é HAT. Apenas
células capazes de operar vias de recuperacao de
nucledétidos sdo capazes de sobreviver em meio HAT. As
células de mieloma sido deficientes em enzimas chave da via
de recuperacdo, por exemplo, hipoxantina fosforribosil
transferase (HPRT), e ndo conseguem sobreviver. As células
B podem operar esta via, mas tém uma vida Util limitada em
cultura e geralmente morrem apds aproximadamente duas
semanas. Por conseguinte, as TUnicas células que podem
sobreviver no meio selectivo s&do aqueles hibridos formados

a partir de mieloma e células B.

Esta cultura fornece uma populacdo de hibridomas
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a partir da qual sé&o seleccionados hibridomas especificos.
Tipicamente, a seleccdo de hibridomas ¢é realizada por
cultura de células por diluicdo de um Unico clone em
microplacas, seguida de teste dos sobrenadantes clonais
individuais (apdés cerca de duas a trés semanas) para a
reactividade desejada. O ensaio deve ser sensivel, simples
e rapido, tal como radioimunoensaios, imunoensaios
enzimdticos, ensaios de citotoxicidade, ensaios de placa,

ensaios de imunoligacéo.

Os hibridomas seleccionados seriam entdo ser
diluidos em série e clonados em linhas celulares
individuais produtoras de anticorpos, cujos clones podem
ser propagados indefinidamente para fornecer mAbs. As
linhas celulares podem ser exploradas para producdo de mAb
em duas formas bésicas. Uma amostra do hibridoma pode ser
injectada (muitas vezes na cavidade peritoneal) num animal
histocompativel do tipo que foi utilizado para fornecer as
células somaticas e de mieloma para a fusdo inicial. O
animal injectado desenvolve tumores que secretam o
anticorpo monoclonal especifico produzido pelo hibrido de
células fundidas. Os fluidos corporais do animal, tais como
soro ou fluido ascitico, podem entdo ser recolhidos para
fornecer mAbs em concentracdes elevadas. As linhagens de
células individuais também poderiam ser criadas em cultura
in vitro, onde os mAbs sdo naturalmente secretados para o
meio de cultura a partir do qual podem ser facilmente
obtidos em elevadas concentrag¢des. mAbs produzidos por

qualgquer destes meios podem ser ainda purificados, se
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desejado, wutilizando filtracdo, centrifugacdo e vVvarios
métodos cromatogradficos tais como HPLC ou cromatografia de

afinidade.

Métodos de Transformagdo de Células Vegetais

S&do conhecidos na técnica numerosos métodos de
transformacdo de células vegetais com ADN recombinante e
podem ser utilizados na presente invencdo. Dois métodos
vulgarmente utilizados para a transformacdo de plantas sé&o
a transformacdo mediada por Agrobacterium e de bombar-
deamento de microprojécteis. Métodos de bombardeamento de
microprojécteis estdo ilustrados nas patentes US 5,015,580
(soja); 5,550,318 (milho); 5,538,880 (milho); 5,914,451
(soja); 6,160,208 (milho); 6,399,861 (milho) e 6,153,812
(trigo) e a transformacdo mediada por Agrobacterium estéa
descrita na Patente U.S. 5,159,135 (algod&do); 5,824,877
(soja); 5,591, 0616 (milho) ; e 6,384,301 (soja) . Para
sistemas de transformacdo de plantas baseados em Agrobacte-
rium tumefaciens, elementos adicionais presentes em cons-
trucdes de transformacdo incluem sequéncias de flanqueio a
esquerda e a direita de T-DNA para facilitar a incorporacédo

do polinucledétido recombinante no genoma da planta.

Em geral, é util introduzir o ADN recombinante de
forma aleatdria, isto ¢, numa localizacdo nédo-especifica,
no genoma de uma linha de planta alvo. Em casos especiais,
pode ser util direccionar a insercdo de ADN recombinante,

de modo a obter uma integracdo especifica de um local, por
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exemplo, para substituir um gene existente no genoma, para
usar um promotor existente no genoma da planta, ou para
inserir um polinucledétido recombinante numa local
predeterminado conhecido por ser activo para a expressido de
genes. Existem varios sistemas de recombinacdo especificos
do local que se sabe funcionarem em plantas e incluem cre-
lox, como divulgado na Patente U.S. 4,959,317 e FLP-FRT
como divulgado na Patente U.S. 5,527,695. 0s métodos de
transformacdo da presente invencdo sdo de preferéncia
praticados em cultura de tecidos em meios de comunicacdo e
num ambiente controlado. "Meio" refere-se as varias
misturas de nutrientes que sdo usados para cultivar as
células in vitro, ou seja, fora do organismo vivo intacto.
Células alvo receptoras incluem, mas ndo se limitam a,
células do meristema, calos, células de embrides imaturos e
células dos géametas, tais como micrésporos, pdlen, esperma
e células de ovos. Considera-se que qualquer célula a
partir da gqual uma planta fértil pode ser regenerada é util
como uma célula receptora. O calo pode ser iniciado a
partir de fontes de tecidos, incluindo, mas ndo limitadas
a, embrides imaturos, meristemas apicais de pléantulas,
micrbésporos e semelhantes. Células capazes de proliferar
como calos também sédo células receptoras para a
transformacdo genética. Métodos de transformacdo praticos e
materiais para tornar as plantas transgénicas da presente
invencdo, por exemplo varios meios e as células alvo
receptoras, a transformacdo de células de embrides imaturos
e subsequente regeneracdo de plantas transgénicas férteis,

sdo divulgados nas Patentes U.S. 6,194,636 e 6,232,526.



PE1827078 - 31 -

As sementes de plantas transgénicas podem ser
colhidas a partir de plantas transgénicas férteis e ser
usado para crescer geracdes de descendéncia de plantas
transformadas desta invencdo incluindo linhas de plantas
hibridas para seleccéo de plantas que tém uma
caracteristica melhorada. Além da transformacdo directa de
uma planta com um ADN recombinante, as plantas transgénicas
podem ser preparadas por cruzamento de uma planta que tem
um primeiro ADN recombinante com uma segunda planta a qual
falta o ADN. Por exemplo, o ADN recombinante pode ser
introduzido na primeira linha de planta gue & susceptivel a
transformacdo para produzir uma planta transgénica que pode
ser cruzada com uma segunda linha de planta para introduzir
o ADN recombinante na segunda linha de planta. Uma planta
transgénica com ADN recombinante que fornece uma
caracteristica melhorada, por exemplo, um rendimento
melhorado, pode ser <cruzada com uma linha de planta
transgénica com outro ADN recombinante qgue confere uma
outra caracteristica, por exemplo, resisténcia a herbicidas
ou resisténcia a pragas, para produzir plantas descendentes
possuindo ADN recombinante que confere ambas as
caracteristicas. Normalmente, tal melhoramento de plantas
para combinacdo de caracteristicas, a planta transgénica
que doa a caracteristica adicional é uma linha masculina e
a planta transgénica com as caracteristicas de base ¢é a
linha feminina. A descendéncia deste cruzamento vai
segregar de tal forma que algumas das plantas vdo conter o

ADN de ambos as caracteristicas parentais e algumas vVv&o
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conter ADN para uma caracteristica parental; essas plantas
podem ser identificadas por meio de marcadores associados
com o) ADN recombinante parental, por exemplo, a
identificacdo do marcador por anadlise de ADN recombinante,
ou, no caso em que um marcador de seleccdo estd ligado ao
recombinante, por aplicacdo do agente de seleccdo tal como
um herbicida para uso com um marcador de toleréncia a
herbicidas, ou através de gseleccdo pela caracteristica
melhorada. Plantas descendentes com o ADN para ambas as
caracteristicas parentais podem ser cruzadas de volta para
a linha progenitora feminina varias vezes, por exemplo,
geralmente, 6 a 8 geracdes, para produzir uma planta de
descendéncia com substancialmente o mesmo gendtipo que uma
linha parental transgénica original, excepto para o ADN

recombinante da outra linha parental transgénica.

Na pratica da transformacdo, o ADN é& tipicamente
introduzido apenas numa pequena percentagem de células
vegetais alvo em qualgquer experiéncia de transformacédo.
Genes marcadores sdo usados para fornecer um sistema
eficiente wpara a identificacdo das células que sé&o
transformadas de forma estédvel, recebendo e integrando uma
construcdo de ADN transgénico nos seus genomas. O0s genes
marcadores preferidos fornecem marcadores selectivos que
conferem resisténcia a um agente selectivo, tal como um
antibidético ou herbicida. Qualgquer um dos herbicidas a que
as plantas deste invento podem ser resistentes sdo agentes

Uteis para marcadores selectivos. Células potencialmente
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transformadas sdo expostas ao agente selectivo. Na
populacdo de células sobreviventes serdo aquelas células em
que, geralmente, o gene que confere resisténcia é integrado
e expresso em niveis suficientes para permitir a sobre-
vivéncia das células. As células podem ser testadas ainda
para confirmar a integracdo estédvel do ADN exdgeno. Genes
marcadores selectivos comummente usados incluem agueles que
conferem resisténcia a antibidéticos como canamicina e
paromomicina (nptII), higromicina B (aph IV) e gentamicina
(aac3 e aacC4) ou resisténcia a herbicidas, como o
glufosinato (bar ou pat) e glifosato (aroA ou EPSPS).
Exemplos de tais seleccionaveis sdo ilustrados nas Patentes
U.S. 5,550,318; 5,633,435; 5,780,708 e 6,118,047.
Marcadores selecciondveis que proporcionam uma capacidade
para identificar visualmente os transformantes podem também
ser empregues, por exemplo, um gene gue expressa uma
proteina colorida ou fluorescente, tal como uma luciferase
ou proteina verde fluorescente (GFP) ou um gene Jue
expressa uma beto-glucuronidase ou gene uidA (GUS) para o

que se conhecem varios substratos cromogénicos.

As células vegetais que sobrevivem a exposicdo ao
agente selectivo, ou células vegetais que tenham sido
classificadas positivas num ensaio de rastreio, podem ser
cultivadas em meio de regeneracdo e deixadas amadurecer em
plantas. Plantulas em desenvolvimento regeneradas a partir
de células vegetais transformadas podem ser transferidas

para a mistura de crescimento de plantas, e aclimatizadas,
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por exemplo, numa camara de ambiente controlado a cerca de
85% de humidade relativa, 600 ppm de CO,, e 25-250
microeinstein m?s™' de luz, antes da transferéncia para uma
estufa ou camara de crescimento para a maturacdo. As
plantas sdo regeneradas durante cerca de 6 semanas a 10
meses apds se identificar um transformante, dependendo do
tecido inicial. As plantas podem ser polinizadas usando
métodos convencionais de reproducdo de plantas conhecidas
dos peritos na técnica e sementes produzidas, por exemplo,
a autopolinizacdo ¢é vulgarmente usada com o milho
transgénico. A planta transformada regenerada ou as suas
sementes ou plantas descendentes podem ser testadas para a
expressdo do ADN recombinante e seleccionadas para a

presenca da caracteristica agrondmica melhorada.

Plantas e Sementes Transgénicas

Plantas transgénicas derivadas a partir das
células vegetais de milho desta invencdo sdo cultivadas
para produzir plantas transgénicas com uma caracteristica
melhorada, em comparacdo com uma planta de controlo e
produzir sementes transgénicas e pdlen hapldide desta
invencdo. Tais plantas com caracteristicas melhoradas séo
identificadas por seleccdo de plantas transformadas ou
sementes de descendéncia para a caracteristica melhorada.
Para a eficiéncia é concebido um método de seleccdo para
avaliar multiplas ©plantas transgénicas (eventos) que
compreendem o ADN recombinante, por exemplo, multiplas

plantas com 2 a 20 ou mais eventos transgénicos. As plantas



PE1827078 - 35 -

transgénicas cultivadas a partir de sementes transgénicas
aqui fornecidas demonstram <caracteristicas agrondmicas
melhoradas que contribuem para o aumento do rendimento ou
outra caracteristica que proporciona maior valor da planta,
incluindo, por exemplo, a melhoria da qualidade das
sementes. De particular interesse sdo plantas com maior
eficiéncia no uso da &gua, melhor tolerédncia ao frio, maior
rendimento, melhor rendimento, maior eficiéncia de uso de
azoto, proteina da semente aumentada e 6leo de semente

aumentado.

A Tabela 1 fornece uma lista de ADN que codifica
para uma proteina ("genes") gque sdo Uteis como ADN
recombinante para a producdo de plantas transgénicas com
caracteristicas agrondémicas melhoradas, os elementos da
Tabela 1 sdo descritos por referéncia a:

"PEP SEQ", que identifica uma sequéncia de aminocacidos de
SEQ ID NO: 5.

"NUC SEQ", que identifica uma sequéncia de ADN de SEQ 1ID
NO: 1.

"Vector de base" que identifica um plasmideo de base
utilizado para a transformacdo do ADN recombinante.

"NOME DA PROTEINA", que é um nome comum para a proteina
codificada pelo ADN recombinante.

"ID do plasmideo", que identifica um nome arbitrédrio para o
plasmideo de transformacdo de plantas que compreende o ADN
recombinante para expressar o ADN recombinante em células

vegetais.
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Tabela 1
PEP SEQINUC SEQ Vector NOME DA PROTEINA ID do
ID NO | ID NO Base Plasmideo
5 1 PMONG65154 Arabidopsis G1543 PMON68392
5 1 Arabidopsis G1543 PMON74775
5 1 PMON74537 Arabidopsis G1543 PMON83062

Métodos de rastreio para plantas transgénicas com rendi-

mento melhorado

Muitos eventos transgénicos que sobrevivem a
plantas transgénicas férteis que produzem sementes e
plantas de descendéncia ndo irdo apresentar uma caracte-
ristica agrondémica melhorada. O rastreio é necessario para
identificar a planta transgénica desta invencgdo. Plantas
transgénicas com caracteristicas agrondémicas melhoradas sé&o
identificados a partir de populacdes de plantas transfor-
madas tal como aqui descrito, através da avaliacdo do
rendimento numa variedade de ensaios para detectar um
rendimento melhorado. Estes ensaios também podem assumir
muitas formas, incluindo, mas ndo limitado a, a anélise
para detectar mudancas na sua composicdo quimica, a
biomassa, propriedades fisioldgicas, morfologia da planta.
Alteracdes na composicdes quimica tais como a composicédo
nutricional dos grdos pode ser detectada por meio de
andlise da composicdo da semente e do teor de proteinas,
aminoadcidos livres, &leos, &cidos gordos livres, amido ou

tocoferdis. Alteracdes nas caracteristicas de Dbiomassa
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podem ser realizadas plantas cultivadas em estufa ou no
campo e podem incluir a altura da planta, didmetro do
caule, pesos secos da raiz e dos rebentos; e, para as
plantas de milho, comprimento e diédmetro da espiga.
Alteracdes nas propriedades fisioldgicas podem ser
identificadas através da avaliacdo de respostas a condicgbes
de stress, por exemplo, ensaios utilizando condicdes de
stress impostas, tais como défice hidrico, a deficiéncia de
azoto, condicdes de crescimento a baixas temperaturas,
ataque de patogénios ou de insectos ou deficiéncia de luz,
ou aumento da densidade das plantas. Alteracdes na mor-
fologia podem ser medidas através da observacgdo visual da
tendéncia de uma planta transformada com uma caracteristica
agrondmica melhorada parecer ser também uma planta normal
em comparacdo com as mudancas relativamente a folhas mais
altas, mais grossas, mais estreitas, folhas listradas,
evidéncia de nds, clorose, albina, producdo de antocia-
ninas, ou bandeiras, espigas ou raizes alteradas. Outras
propriedades para rastreio incluem dias para a polinizacéo,
dias para florescimento, a taxa de alongamento foliar, teor
de clorofila, temperatura da folha, suporte, vigor de plan-
tulas, comprimento dos entrends, altura da planta, numero
de folhas, &rea foliar, perfilhamento, raizes aéreas,
manutencdo da cor verde, acamamento do caule, acamamento da
raiz, fitossanidade, infertilidade/fertilidade, gquebra do
caule pelo vento e resisténcia a pragas. Além disso,
caracteristicas fenotipicas de grédos colhidos podem ser
avaliadas, incluindo o numero de grdos por fileira da

espiga, numero de fileiras de grdos na espiga, aborto do
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grdo, peso dos grédos, tamanho do grdo, densidade do grédo e

qualidade fisica dos gréos.

Sementes para plantas transgénicas com caracte-
risticas agrondmicas melhoradas desta invencdo sdo plantas

de milho.

Rastreio para Rendimento Melhorado

Muitas plantas transgénicas desta invencdo apre-
sentam um melhor rendimento em compara¢do com uma planta
controlo. Rendimento melhorado pode resultar do aumento da
massa potencial da semente, isto &, o numero e tamanho das
células do endosperma ou nucleos e/ou massa aumentada, 1isto
é, a taxa de biossintese de amido. O potencial de aumento
de massa pode ser estabelecido muito precocemente durante o
desenvolvimento do grdo, uma vez que o numero de células do
endosperma e tamanho das célula sdo determinados nos

primeiros dias apds a polinizacéo.

A maior parte do aumento do rendimento do milho
das uUltimas décadas resultou de um aumento na densidade de
plantio. Durante esse periodo, o rendimento do milho tem
vindo a aumentar a um ritmo de 29,91/ha/ano (2,1
"bushels"/acre/ano), mas a densidade de plantio aumentou a
uma taxa de 618 plantas/ha/ano (250 plantas/acre/ano). Uma
caracteristica do milho hibrido moderno ¢é a capacidade
destas variedades de serem plantadas em alta densidade.

Muitos estudos tém demonstrado que uma densidade de plantio
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superior a actual deverd resultar numa maior produgdo de
biomassa, mas o germoplasma actual ndo funciona bem a estas
densidades mais elevadas. Uma abordagem para o aumento de
rendimento ¢é aumentar o indice de <colheita (HI), a
proporcdo de biomassa que ¢é alocada ao grdo em relacdo a

biomassa total, em plantios de alta densidade.

O rastreio eficaz do rendimento de milho trans-
génico usa uma descendéncia hibrida do evento transgénico
ao longo de véarios locais com plantas cultivadas sob
praticas éptimas de gestdo da producdo e controlo méximo de
pragas. Um alvo util para o rendimento melhorado é um
aumento de 5% a 10% no rendimento em comparacdo com O
rendimento produzido por plantas cultivadas a partir de
sementes de uma planta de controlo. O rastreio util em
miltiplas e diversas localizacdes geogréaficas, por exemplo,
até 16 ou mais localizacgdes, ao longo de uma ou mais
estacdes de plantio, por exemplo, pelo menos duas estacdes
de plantio para distinguir estatisticamente a melhoria de
rendimento dos efeitos ambientais naturais. Plantam-se
vadrias plantas transgénicas, plantas de controlo positivo e
negativo, e plantas polinizadoras em parcelas padrdo, por
exemplo, duas parcelas em filas, com 6,1 m (20 pés) de
comprimento por 1,5 m (5 pés) metros de largura, com 76 cm
(30 polegadas) de distancia entre as filas e uma alameda de
91 cm (3 pés) entre as fileiras. Acontecimentos transgé-
nicos podem ser agrupados por construcgcdes de ADN recombi-
nante com grupos colocados aleatoriamente no campo. Uma

parcela polinizadora de uma linha de milho de alta quali-
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dade ¢é plantada em cada duas parcelas para permitir a
polinizacdo aberta ao usar eventos transgénicos estéreis
masculinos. Uma densidade de plantio util ¢é de cerca de

74100 plantas/ha (30000 plantas/acre).

Indicadores suceddneos para o rastreio para a
melhoria de rendimento incluem a capacidade de fonte
(biomassa), a producdo da fonte (sacarose e fotossintese),
os componentes da massa (tamanho do grdo, o tamanho da
espiga, amido na semente), o desenvolvimento (resposta a
luz, a altura, a tolerdncia a densidade), maturidade,
caracteristica de floracdo precoce e respostas fisioldgicas
ao plantio de alta densidade, por exemplo, a 111200
plantas/ha (45.000 plantas por acre), por exemplo, tal como
ilustrado na Tabela 2. Quando se rastreia para um
rendimento melhorado uma abordagem de medicdo estatistica
util compreende trés componentes, ou seja, a modelacido de
auto-correlacdo espacial do campo de teste em separado para
cada 1local, ajustando caracteristicas de eventos de ADN
recombinante para a dependéncia espacial para cada local, e

a realizacdo de uma andlise ao longo das localizagdes. O

[ON

primeiro passo na modelacdo da auto-correlacdo espacial
estimar os pardmetros de covaridncia do semivariograma. Um
modelo de covaridncia esférica é assumido para modelar a
auto-correlacédo espacial. Devido a dimensdo e a natureza do
ensaio, é provavel que a correlacdo espacial possa mudar.
Por isso, a anisotropia também é assumida juntamente com a

estrutura de covaridncia esférica.
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Tabela 2
Tempo Avaliagdo Descrigdo Camentarios
V2-3 Posicdo Pode ser aferido em qualquer
precoce altura apds a germinacdo e antes
da remogdo de quaisquer plantas.
Polinizacdo GDU a 50% de |GDU a 50% de plantas libertando
libertacado 50% bandeira.
Producéo do GDU a 50% de |GDU a 50% das plantas que
estigma estigma apresentam estigma.
Maturidade Altura da Altura desde a superficie do solo |10 plantas por parcela
planta até a ligacdo da folha de topo — Assisténcia da equipa
(polegadas) de rendimento
Maturidade Altura da Altura da superficie do solo ao 10 plantas por parcela
espiga nodo de ligacdo primario da espiga |- Assisténcia da equipa
de rendimento
Maturidade Folhas acima |Pontuacdo visual: erectas,
da espiga tamanho, enrolamento
Maturidade Tamanho da Pontuacdo visual: +/- vs. nativo
bandeira

Pré-colheita

Posicdo final

Contagem da posigdo final antes da

colheita, excluem-se renovos

Pré-colheita

Acamamento do

caule

No. de caules partidos abaixo da
ligacdo da espiga primaria.

Excluem—se renovos.

Pré-colheita

Acamamento da

raiz

No- de caules com um angulo >45°

relativamente a perpendicular.

Pré-colheita

Manutencdo da

Apds maturidade fisiolégica e

cor verde quando as diferengas entre
genétipos sdo evidentes: Escala 1
(90-100% de tecido verde) - 9 (0-
19% de tecido verde).
Colheita Rendimento do |[Rendimento em grdo/parcela (peso

Grao

da casca)
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0O seguinte conjunto de equacdes descreve a forma

estatistica do modelo de covaridncia esférica anisotrdpica.

C(h:0) =vi(h= 0).+o-2(1-%h+~1-—h’)l(h< D

2
w2 4 o2

em que /(®) & a funcdo indicadora k‘".x +y
e

x ={cos( pr /180)x, ~ x,) ~sin{ pz /180)(y, — ¥, ))/ @,

¥ =[sin( pr /180)(x, - x,) +cos(px /180)(y, - »))/ o,
em que 87 = (X1, Vi) sdo as coordenadas espaciais de um
local e s, = (x, Vy») sdo as coordenadas espaciais da

segunda posicdo. Existem 5 pardmetros de covariédncia,

6 =(V:G'2»Pam.,:wj)

em que v é o efeito pepita, o° é o patamar parcial, p é uma
rotacdo em graus no sentido horédrio relativamente ao norte,
on € um paradmetro de escala para o0 eixo menor e w; € um
pardmetro de escala para o eixo principal de uma elipse
anisotrépica de igual covaridncia. Os cinco parédmetros de
covaridncia que definem a tendéncia espacial serdo entéo
estimados utilizando dados de parcelas de polinizadores
fortemente replicados através de uma abordagem de maxima

verosimilhanca restrita. Num ensaio de campo com multiplas
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localizacbes, as tendéncias espaciais s&o modeladas

separadamente para cada local.

Depois de obter os pardmetros de varidncia do
modelo, uma estrutura de varidncia de covariédncia é gerada
para o conjunto de dados a serem analisados. Esta estrutura
de wvariadncia-covaridncia contém informacdes espaciais
necesséarias para ajustar os dados de rendimento de
dependéncia espacial. Neste caso, um modelo hierdrquico que
melhor representa o tratamento e desenho experimental do
estudo ¢ utilizado juntamente com a estrutura de variéncia-
covaridncia para ajustar os dados de rendimento. Durante
este processo, os efeitos do viveiro ou dos lotes de
sementes também podem ser modelados e estimados para
ajustar os rendimentos para qualguer paridade de rendimento

causada por diferencas de lotes de semente.

Depois sdo gerados dados espacialmente ajustados
de diferentes locais, todos o0s dados ajustados séo
combinados e analisados assumindo posicdes como repeticdes.
Nesta anédlise, varidncias intra e inter-localizacdo s&o
combinados para estimar o erro padrdo do rendimento de
plantas transgénicas e plantas de controlo. Comparacdes
médias relativos sdo wusadas para indicar melhorias de

rendimento estatisticamente significativas.

Os exemplos seguintes ilustram aspectos da

invencé&o.
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Exemplo 1

Este exemplo ilustra a construcdo de plasmideos
para a transferéncia de ADN recombinante para células
vegetais que podem ser regeneradas em plantas transgénicas
da presente invencdo. Os iniciadores para a amplificacéo
por PCR de nucledétidos de ADN recombinante que codificam
para proteinas foram concebidos nos ou perto dos coddes de
iniciacdo e de paragem da sequéncia de codificacdo, de modo
a eliminar a maior parte das regides 5' e 3' néo
traduzidas. Cada ADN recombinante gque codifica para uma
proteina identificada na Tabela 1, foi amplificado por PCR
antes da insercdo no local de insercdo de um dos vectores

de base, como referenciado na Tabela 1.

Um vector Dbase de transformacdo de planta
PMON65154 foi fabricado para uso na preparacdo de ADN
recombinante para a transformacdo em tecidos de milho
utilizando sistemas de vectores de expressdo de plantas
GATEWAY™ Destination  (disponivel da Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA). Com referéncia aos elementos
descritos na Tabela 3 abaixo e SEQ ID NO: 9, pMON65154
compreende uma cassete de expressdo do marcador de seleccédo
e uma cassete de expressdo do ADN recombinante molde. A
cassete de expressdo do marcador compreende um promotor
CaMV 35S ligado operativamente a um gene que codifica para
a neomicina fosfotransferase II (nptlIlI) seguido por uma
regido 3' de um gene da nopalina sintase (nos) de
Agrobacterium tumefaciens. A cassete de expressdao do ADN

recombinante molde estd posicionada cauda a cauda com a
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cassete de expressdo do marcador.

ADN recombinante

incluindo um promotor da actina 1 do arroz,

molde

45

compreende

ADN de

A cassete de expressdo do

regulacdo 5'

exdo e intréo,

seguido por um local de insercdo GATEWAY™ para ADN
recombinante, seguido de uma regido 3' de um gene do
inibidor da proteinase da batata II (pinII). Uma vez
inserido o ADN recombinante no local de insercdo, O
plasmideo ¢ 1Util para a transformacdo de plantas, por
exemplo, por bombardeamento de microprojécteis.
Tabela 3
FUNCAO ELEMENTO REFERENCIA

Cassete de expressdo de gene

de planta de interesse

Pramotor da actina 1 do arroz

Patente U.S 5,641,876

Exdo 1 da actina 1 do arroz,
potenciador do intrdo 1

Patente U.S 5,641,876

Iocal de insercdo do gene de

interesse

AttR1

Manual de Instrucdes da Tecno—
logia de Clonagem GATEWAY™

Gene CmR

Manual de Instrucdes da Tecno-—

logia de Clonagem GATEWAY™

Genes ccdh, ccaB

Manual de Instrucdes da Tecno—

logia de Clonagem GATFWAY™

attR2

Manual de Instrucdes da Tecno—

logia de Clonagem GATEWAY™

Cassete de expressdo de gene

de planta de interesse

Regido 3' pinII de batata

An et al. (1989) Plant Cell

1:115-122

Cassete de expressdo do
marcador de seleccdo de
planta

Promotor CaMV 35S

Patente U.S. 5,858,742

Marcador de selecgdo nptlI

Patente U.S. 5,858,742

Regido 3' nos

Patente U.S. 5,858,742

Manutencdo em E. coli

Origem de replicacdo ColEl

Origem de replicacdo F1

Origem de replicacdo Bla
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um plasmideo de vector base semelhante pMON72472 (SEQ ID
NO: 10) foi construido para uso em métodos de transformacido
de planta mediados por Agrobacterium similar a pMON65154
excepto (a) o ADN de regulacdo 5' na cassete de expressédo
de ADN recombinante molde foi um promotor de actina de
arroz e um intrdo da actina de arroz, (b) adicionaram-se a
esquerda e a direita sequéncias flanqueadoras T-ADN de
Agrobacterium com a sequéncia a direito localizada a 5' do
promotor da actina 1 do arroz e a sequéncia a esquerdo
localizada a 3' do promotor 35S e (c) adiciona-se ADN de
modo a facilitar a replicacdo do plasmideo tanto em E. coli
como em Agrobacterium tumefaciens. O DNA adicionado ao
plasmideo fora das sequéncias T-ADN inclui uma origem de
replicacdo de ADN com um elevada gama de hospedeiros oriV,
funcional em Agrobacterium, uma origem de replicacdo pBR322
funcional em E. coli, e um gene de resisténcia a
espectinomicina/estreptomicina para seleccdo tanto de E.
coli como de Agrobacterium. Constrdi-se pMON74775 num

vector base, essencialmente, o mesmo que pPMON72472.

Exemplo 2

Este exemplo ilustra a transformacdo de plantas
Util na producdo de plantas de milho transgénicas desta
invencdo. As plantas de milho de uma linha facilmente
transformdvel sdo cultivadas na estufa e as espigas

colhidas quando os embrides tém um comprimento de 1,5 a 2,0
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mm. A superficie das espigas ¢ esterilizada por pulveri-
zacdo ou por imersdo em etanol a 80%, seguida por secagem
ao ar. Os embrides imaturos sdo isolados de grdos indivi-
duais em espigas com a superficie esterilizada. Antes da
inoculacdo de células de milho, as células de Agrobacterium
sdo cultivadas durante a noite a temperatura ambiente.
Embrides imaturos de milho s&o inoculados com Agrobacterium
logo apdbds excisdo, e incubados a temperatura ambiente com
Agrobacterium durante 5-20 minutos. Os embrides imaturos
sdo depois co-cultivadas com Agrobacterium durante 1 a 3
dias a 23°C no escuro. Embrides em co-cultura s&o transfe-
ridos para meios de selecgdo e cultivados durante aproxima-
damente duas semanas para permitir o desenvolvimento do
calo embriogénico. O calo embriogénico é transferido para
meio de cultura contendo 100 mg/L de paromomicina e subcul-
tivado a cerca de duas semanas de intervalo. 0Os transfor-
mantes sdo recuperados 6 a 8 semanas apds o inicio da

seleccéo.

Vectores plasmidicos s&o preparados clonando ADN
identificado na Tabela 1 na base identificada para uso na
transformacdo de milho para a producdo de plantas e semente

transgénicas de milho.

Para a transformacdo mediada por Agrobacterium de
calo do milho, embrides imaturos s&o cultivados durante
cerca de 8-21 dias apdés a excisdo para permitir o

desenvolvimento do calo. O calo ¢ entdo incubado durante
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cerca de 30 minutos a temperatura ambiente com a suspenséo
de Agrobacterium, seguida da remocdo do liquido ©por
aspiracdo. O calo e Agrobacterium sdo co-cultivados sem
seleccdo durante 3-6 dias, seguindo-se a gselecgdo em
paromomicina durante aproximadamente 6 semanas, com
transferéncias bissemanais para meios frescos, e os calos
resistentes a paromomicina s&do identificados como contendo

o ADN recombinante numa cassete de expressédo.

Para a transformacdo por bombardeamento de
microprojécteis, embrides imaturos de milho sédo isolados e
cultivados 3-4 dias antes do bombardeamento. Antes do
bombardeamento de microprojécteis, uma suspenséao de
particulas de ouro é preparada sobre a qual as cassetes de
expressdo de ADN recombinante desejadas s&o precipitadas. O
ADN ¢é introduzido em células de milho como descrito nas
Patentes U.S. 5,550,318 e 6,399,861 através de um
dispositivo de administracdo de genes através da aceleracéo
de particulas por descarga eléctrica. Apds o bombardeamento

2.

de microprojécteis, o tecido é cultivado no escuro, a 27°C.

Para regenerar plantas transgénicas de milho,
calos transgénicos resultantes da transformacédo sdo
colocados no meio para iniciar o desenvolvimento de
rebentos em plantulas que sdo transferidos para solo de
envasamento para o crescimento inicial em camara de
crescimento a 26 °C, seguido por um banco de névoa antes de

transplantar para potes de 21,7 cm (5 polegadas) onde as
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plantas s&do cultivadas até a maturidade. As plantas sé&o
auto-fertilizadas e a semente é recolhida para triagem como
sementes, juvenis ou hibridos ou plantas R2 de
descendéncia, por exemplo, para ensaios de rendimento nos

rastreios acima indicados.

Exemplo 3

Este exemplo ilustra ainda mais a producdo e
identificacdo de sementes transgénicas para milho transgé-
nico com um rendimento melhorado em comparacdo com plantas
de controlo. Sementes e plantas de milho transgénico que
compreendem o ADN recombinante a partir de cada um dos
genes clonados num dos vectores de base tais como
identificados na Tabela 1 sdo preparados por transformacéo.
Muitos eventos transgénicos que sobrevivem a plantas
transgénicas férteis que produzem sementes e plantas de
descendéncia ndo irdo apresentar uma caracteristica agrond-
mica melhorada. As plantas e sementes transgénicas com
caracteristicas agrondémicas melhoradas desta invencdo sé&o
identificadas por rastreio para a eficiéncia de utilizacéo
de azoto, rendimento, eficiéncia do uso da &agua e tole-
rdncia ao frio. As plantas transgénicas que fornecem se-
mentes com composicdes melhoradas de sementes s&o iden-
tificados através da anédlise de composicdes de sementes,

incluindo a proteina, &leos e os niveis de amido.
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Rendimento

porcionadas por esta invencdo foram seleccionadas através
do processo de seleccdo de acordo com o procedimento padréo
descrito acima e o desempenho destas plantas transgénicas é

mostrado nas Tabelas 4 e 5 abaixo,

As plantas transgénicas com maior rendimento pro-

- 50

indicando a mudanca no

rendimento do milho medido em "bushels" por acre.
Tabela 4
Rendimento em Latifundio | Rendimento em elevada densidade
Evento Ano 1 Ano 2
24861 3,9 -2,22 -5,3
24862 0,51 -1,86 2,8
24870 2,33 5,41 7,81
24874 5,21 2,61 8,21
26391 1,13 -3,59 5,1
Tabela 5
Evento Delta | Percentagem de alteragdo |Valor P
ZM M81660| -6,20 -3,47 0,05
ZM M81671 | -21,99 -12,32 0,00
ZM M81675 | -23,94 -13,41 0,00
ZM M81677 | -3,71 -2,08 0,23
ZM M81682 | -5,58 -3,12 0,11
ZM M81684 | -14,72 -8,25 0,00
ZM M81687 | 4,83 2,71 0,13
ZM M81688 | -14,64 -8,20 0,00
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Exemplo 4

Este exemplo ilustra plantas transgénicas com
caracteristicas melhoradas através de combinacdes. Como
ilustrado no Exemplo 3, as plantas transgénicas com carac-
teristicas agrondémicas melhoradas sdo geradas utilizando o
ADN recombinante de cada um dos genes identificados na
Tabela 1. Para produzir uma aumento ainda maior das
caracteristicas agrondmicas das plantas transgénicas, oS
genes da Tabela 1 sdo combinados com um ou mais genes
adicionais que melhoram caracteristicas agrondmicas para
gerar uma planta transgénica com um aumento mais pronun-
ciado numa ou mais caracteristicas agrondémicas do que cada
gene isoladamente. Esta combinacdo é obtida através quer
por transformacdo ou por reproducdo. O exemplo a seguir

ilustra esse principio.

Uma planta de milho transgénico estavelmente
transformada com uma construcdo, pMON74923, contendo a o
gene fitocromo B (phyB) de Zea mays (SEQ ID NO: 15), sob o
controlo do promotor de uma aldolase de milho (FDA) (pedido
de patente U.S No. Série 09/757,089) foi cruzada com uma
planta de milho transgénico estavelmente transformada com
PMON68392. O cruzamento demonstrou um aumento do rendimento
(bu./a) de 7,2% em comparac¢do com a planta de milho

contendo o gene phyR sozinho (2,4%).
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_52_

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

<110> Monsanto Technology LLC

Lund,

Deikman,
Anstrom,
Chomet,
Heard, Jacqueline

<120>

<130>

<150>
<151>

<150>
<151>

Adrian
Jill
Donald

Paul

PLANTAS TRANSGENICAS COM CARACTERISTICAS AGRONOMICAS MELHORADAS

38-21(53720)C

60/638,099
2004-12-21

60/660,320
2005-03-10

<160> 15
<170>

<210> 1

<211> 828
<212> ADN
<213>

<401> 1

atgataaaac
catatggatt
tgtectotttt
ctagctotta
tctteaaact
gaaggaagtyg
gaagacggayg
cbtecgtotaa
cttaatceea
gaagtttggt
gagtatctca
gtagaagagce
actatgtgte

ceggttecgy

tactatttac
aggcatgegt
atattaaact
agaaccctaa
tggatcecttac
geggadgaag
acgatgaaga
ccagagaaca
aacasaagga
ttcazaaaccy
asaggtggtt
ttagageecat
ctcgetgoga

chaagaaaac

PatentIn versdo 3.3

Arabidopsis thaliana

gtacatatge
gtgtatgtat
gagagttitte
taattcattg
tatoctecogtt
agaccageta
attcagtoac
gtcacgtcft
agtacttgec
tagagcaagg
tggttecatta
aaaggtiggc
gegagttace

gtttcegacy

acatacacat
aaatataaag
ctotcaaact
atcaraataa
ccaggettcet
aggctagaca
gatgatgget
cttgaagata
aageatttgs
agcaaattga
acggaagaas
ccaacaacgy
corngoocgoga

caagagegtyg

ataaactata
geatggteac
ttacctttte
tggcgatttt
cttecateece
tgaateggtt
ckgetectee
gtttcagaca
tgotacggee
agcaaaccga
accacaggcet
tgaactctge
geeetiogag

atcgttga

tgetetatat
gcttcaaght
ttcttegate
googgaaaac
tctctecgat
accgtegtot
gogaaagaaa
gaatcatace
aagacaaatt
gatggaatge
ccatagagaa
ctcgagectt

ggcgatggty

660

7290

780

828
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<210> 2

<211> 678
<212> ADN
<213>

<400> 2
atgggotoca

tectotygget
atgagggace
gggagegtygy
aagctoogyge
accoetoacac
gtggaggtot
tgogagtace
gaggtggagy
cgygcageoga
goaacggeeg
cogtecygeag
<210> 3

<211> 642
<212> ADN

Zea mays

ctteteoctte
cadagaggtit
tggacatgaa
aggagdagga
tgtecaagga
cgaagcaaas
ggttccagas
tgaagegety
agetgogoge
tecoggegte
cgcgéacccc

cgtitttag

<213> Glycine max

<400> 3
atggeggttt

gettetieac
cetettgaag
gaacotecte
tttagacaaa
ctgogaccaa
cagacagaga
cggaggctee
atcteaceocte
gagogtgtea

gtgcegecaa

<210> 4

taccaagtag
caacaccttet
aagattggat
Jgaaagaaact
accacacgtt
ggcaagtgga
tggagtgcoga
agagggaagt
actectgega
cctecacene

cteaateceocg

aggcctagag
tggatgcaac
céagccggcg
ggacgagege
goagtoooge
ggaggoetog
gogeaggget
cttocagotog
gatgegggty
cgeyoteoace

acgecogeoy

ctocteaage
teccteatca
gacatcaaac
coegtotaaca
gaacccaaad
ggtgtggttt
gtacctcaag
ggaggagety
accgcetoooy
cgacaaaccyg

ccaaccetee

_53_

ctcaccatyg
aacaacaacg
agcggegycy
ggceggeygecy
cteectggagy
gotgteaage
aggacgaago
ctgacegagyg
goooogoaea
atgtgeooge

cocygcegega

ttggaattga
totgtgaaag
ataguaagatg
aaggaacaat
cagaaaygagl
cagaaccgta
aggtggtteg
ogagecatta
gcekcoacac
cceecteogeayg

geageetgtt

ctgtocoggg
Jggagcgggaa
aggaggagga
gegggeogea
agagcticeg
tcaagﬁtgcg
tﬁaagcagac
agaaccqgaey

cegtgotato

cecatatotgt
aattggacat
aagaagaaaq
ctettetoct
ctttggcaat
gggcecaggayg
gticocctcac
aggtgggecc
tttcecatgtg
cggeracttt

ay

cctcagotec
cgggaacaac
gtﬁcccaatg
cegegecaayg
ccteasccas
gcocaggceag
ggagctggag
gerogeaqoegy
QUogcacaca
catcacoges

cecegegeoge

acchgglttit
aaatcaagta
cagcaatgga
tgaagaaage
goaactgaag
caagctgaag
agagcagaac
acecacogiyg
tececogetge

gtocgetaaa

480
540
600

642
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<211> 690
<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 4
atgatggggy

teototggtt
agggacctgg
agegtyggagy
cgectotcoea
acgccgaage
gtotggttte
tacctgaage
gaggagetge
ccgeteccgyg
ggocegeoty

cacogiegen

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

5
275
PRT

<400> 5

1

Tyxr Ala

Lys Gly

Leu

ile

ceacticton «

cagaaggyge
acatcaacca
aggacgagga
aggageagtc
aaaaggaggc
agaaccétag
gotgekteay
gagcgatgcy
cgbcogogot
cegtgegosc

gecectetge

Met Ile Lys Leu Leu

5

Tyr

-y
=

Val Thr

35

Val Fhe

Asn

Pxo

Sex

Sar

Pro Leu

Leu

Asn

Sex

Sexr Asn

Asn Serx

Leuw Asp

Asp Glu

100

His i

i
w
ey

~

v
W

1

[41]

googgoygago
ggagaggggc
ccgoctecte
ctigyegate
ggcaaggacy
gtagotgacg
ggtggoeccyg
caccatgtge
geegeegtey

ggecttotag

Arabidopsis thaliana

Pha Thr

Asp

Lien

Fhe

Thr

Leu

Ser

Tyy

Tyx

Lys

Ile

54

gagctoacea tggetgleee
aacaacaacyg ccggtggegy
ggcggcgagy aggaggagtt
gtoggtggge cecacogoco
gaggagagct tccgcctoaa
aaactgaage tgeggecgay
aagctgaage agacgyagat
gaggagaace googgotgea
cocacggtyge toctogeogea
cooogetgeg agogeatcac

TCagocgeey cogregosse

ile Cys Thr

10

Tyvy
Cys Val Cys
Leu Phe

Tyvx

lle
63

Ser Ser Sex

Ile Met Ala lle

75

Ser Val Pro

90

Gly

Gly
105

Gly Axrg Asp

Thr

lle
45

Ley
Liey

Phe

Gln

cggeckteage
ctgraacatg
cocogatgggc
caagaagctc
cecatacccte
geaggryggay
ggagtgegag
gogggaggty
caccaggeay
cgeogacace

ctegeoctte

Met Tyr Lys

Lys Leu

Ala

Leu

Fro

Ser

Sex

Lau
11i¢

Arg

Leu

Arg

Lys

i Asn

80

Sex

Leu

180

240

300
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Azsp Met Asn Arg Leu Pro Ser Ser Glu Asp Sly Asp Asp Glu Glu Phe
115 120 128

Ser His Asp Asp Sly Ser Rla Pro Pro Arg Lys Lys Leu Arg Leu Thr
130 135 140

Arg Glu Gln Ser Arg Leu Leu Glu Asp Ser Phe Arg Glm Asn His Thr
143 150 155 1690

Lau Asn Pro Lys Gln Lys Glu Val Leu Ala Lys His Leu Met Leu Arg
185 170 178

Pro Arg Glr Ile Glu Val Trp Phe Gln Asn Arg Arg Ala Arg Ser Lys
180 185 150

Leu Lys Glr Thr G6lu Met Glu Cys Glu Tyr Leu Lys Arg Trp Phe Gly
195 200 205

Ser Leu Thr Glu Gilu &sn His Arg Leu His Arg Glu Val Glu Glu Len
210 215 220

Arg Ala Ile Lys Val Gly FPro Thr Thr Val Asn Ser Ala Ser Ser Leu
5 230 235 240

38
XN

Thr Met Cys Pro Arg Cys Glu Arg Val Thr Pro Ala Ala Ser Pro Sexr
245 230 255

Avxg Ala Val Val Fro Val Pro Ala Lys Lys Thr Fhe Pro Pro Gln Glu
al

260

o
o fa
[a}
-3
=

Arqg Asp Arg
275

<210> 6

<211> 225
<212> PRT
<213> Zea mays

<400> 6
Mat Gly Ser Thr Ser Pro Ser Gly Leu Glu Leu Thr Met Ala Val Pro
1 5 10 15

Gly Leu Ser Ser Ser Ser Gly BSer Glu Gly Phe Gly Cys &sn Asn Asn
20 25 30

Asn Gly Ser 3ly Asn Gly Asn Asn Met Arg Asp Leu Asp Met Asn Gln
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Pro

Glu

85

Lys

Lys

Sexr

Fro

Fro

Phe
225

35

Ala Ser
50

Glu Giu

Leu Arg

Leu Asn

Leu Lys

118

Ala Rrg

Val Glu

Pro His

Arg Cys
195

Pro Pro
210

<210> 7
<211> 213
<212> PRT

<213>

<400> 7

Asp

Len

His

160

Leu

The

Phe

Giu

Thr
180

Gly

Glu

Ser

85

Thr

Arg

Lys

Gly

Lew

165

Arg

Arg

Ala

Glycine max

Glu ¢

Arg
70

Lys &

Leau

Pro

Leu

Ser 1

150

Arg

3ln

Ile

Thr

Arg

Ala

Pro

Thr

Fro
218

40

Gly

Eln

Pro

Gln

12C

Thyr

Met

Lew

Ala

200

Phe

56

Glu

Ala

Ser

Lys

108

Val

Thre

Gl

Arg

Fro

185

Ala

His

Fhe

Gly

Glu

Glu

Val

170

Ala

Thx

Pro

Pro

Gly

75

Leu

Lys

Val

Ssr

Als

Arg

Mat

§0

Pro

Leu

Glu

Trp

Glu

140

Axrg

Pro

Ala

Ala

Arg
220

His

Glu

Ala

Phe

125

Cys

Arg

Pro

Leu

Arg

205

Pro

Ser

Arg

Gln

Glu

Leu

Thr

Thr

130

Ser

Val

Ala

Ser

95

Ala

BAsn

Gin

Val

175

Met

Pro

Ala

Glu

Lys

80

Phe

Val

Arg

Leu

Ax

160

Leu

Cys

Arg

Bla
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Met Ala Val Leu Pro Ser Ser Ser Ser Ser Leu Glu Leu Thr Ile Ser

Val Pro Gly Phe Ala Ser Ser Pro Thr Leu Leu Pro Ser Ser Ser Val

n

Lys Glu Leu Asp Ile 2sn Gin Val Pro Leu Glu Glu Asp Typ Met Ala
35 40 45

Ser Asn Met Glu Asp Glu Glu Glu Ser Ser Asn Gly Glu Pro Pro Arg

|58
ot
>4

Lys Lys Leu Ary Leu Thr Lys Gln Ser Leu Leu Leu Glu Glu Sex
65 10 75 . 80

Phe Arg 5ln Asn His Thr Lew Asn Pro Lys Gln Lys Glu Ser Leu Ala
8% 90 5%

Met Gln Leu Lys Leu Arg Pro BArg Gln Val Glu Val Trp Phe Gin Asn
100 105 110

Arg Arg Ala Arg Ser Lys Leun Lys Gln Thr Glu Met $lu Cys Glu Tyr
115 120 125

Leu Lys Arg Trp Phe Gly Ser Leu Thr Glu Gln Asn Arg Arg Leu Gin
130 138 140

Aryg Gla Val Glu Glu Leu Arg Ala Ile Lys Val Gly Pro Pro Thr Val
145 150 7 155 160

Ile Ser Pro His Ser Cys Glu Prc Leu Pro Ala Ser Thr Leu Ser Met
165 170 17%

923
&
k4

Cys Pro Arg Arg Val Thr Ser Thr ARla Asp Lys Pro Pro

185 150

ooy
o
o %
23
it
)

Ala Ala Ala Thr Leu Ser Ala Lys Val Pro Pro Thr Gin Ser Arg Gin
188 200 205

Pro Ser Ala Ala Cys
2106

<210> 8

<211> 229

<212> PRT

<213> Oryza sativa

<400> 8
Met Met Gly Ala Thr Ser Pro Ser Gly Leu Glu Leu Thr Met Ala Val
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Pro

BAsn

Ala

Asp

Arg

Asn

Lys

Cys
145

Glu

His

Pro

Pro
225

<210> 9

Ala

Glp

Leu

His

Len

Thr

130

Phe

Gln

Thr

Glu

Ser

Ser

Leu

Gly

Gly

Glu

Ser

Thr

o
g

Lys

Gly

Leau

Arg

Sex

<211> 9215
<212> ADN
<213> Artificial

Ser
20

Gly

Gly

Leyw
100

Pro

Lauw

Axrg

Gln

180

Ala

Ala

Ser

Gly

Arg

Glu

Thr

Arg

Lys

Leu

Ala

165

Pro

Thy

Ala

Phe

Glu

Gly

T8

Glin

Pro

Gin

Thr

Asn

Glu

Val

Ser

Lys

Val

1 Thr

135

Glu

150 -

Mel

Leu

Ala

Ala

Arg

Pro

Alaz

Mat

40

Glu

Gly

Arg

Gln

Val

Ala

Thr

200

Ala

Gly

Lys

105

Val

Met

Asn

Alx

Ser
i85

Asp 1

Pro

Pro

Trp

Arg

Pro

170

Ala

Pro

Ala

Met

Phe

Cys

Arg

155

Leu

Pro

Pro

Gly

Gly
80

Arg

Glu 3

Gln

Glu

1406

Lau

Thr

Thr

Ala

Phe
220

Ala

Asn

125

Tyxr

Gln

Val

Met.

Val

2G5

His

AsD

30

Asn

Val

Lys

Phe

Leu

Arg

Leu

Cys

180

Arg

15

Asn Asn

Gln Pro

Glu Glu

Lys Leu

80

g Leu

Lys Leu

Arg Ala

Lys Arg

Glu Val

1860

Ser Pro

175

Pro Arg

Pro Pro

Arg Arg
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<220>

<223> vector

<400> 9
actecaceagt

ctgecataac
cgéaggagct
gggaaccggai
caatggeaac
aacaattaat
Etoogygetgg
tcattgcaéc
gyagtcagge
ttaagecatty
ttecattttta
tccettaacy
cttcttgaga
taccageggt
gottcageag
acttcaagaa
ctgetgeecag
ataaggegea
cgaccltacac
aagggagaaa
gggagcettoe
gacttgageyg
geaacgoggo
ctgegttate
ctocgecgoag
caatacgeaa

gatttccoga

cacaganaag
catgagtgat
aaccgoittt
getgaatgaa
aacgttgege
agactggatg
chggtttatt
actgygggeea
aactatggat
gtaactgtca
atttasaaagg
tgagtttteg
teottttttt
ggtttgttty
agogcagata
ctctgtagea
tggcgataag
goggtegyge
cgaactgaga
ggcggacagy
agggggaaac
tegatttttyg
ctttttacgy
coatgatiet
cecgaacgaca
accgectete

ctggaaageg

catcttacgy
aacactgogy
ttgcacasaca
gecataccaa
aaactattaa
gaggcggata
gctgataaaﬁ
gatggtaage
gaaugaaata
gaccaagttt
atctaggtga
ttocactgag
ctgogegtas
coggateaag
ccazatacty
cegectacat
tegigtotta
ﬁgaaCQQQGQ
tacctacage
tatccggtaa
gectggtate
tgatgctegt
ttcotggoot
gtggataacc
gagogeageg
ccegegegtt

ggcagtgage

_59_

atggeaigac
ccaacttact
tgggggatca
écgaagagcg
ctggcogaact
aagttgcagy
ctggagecgy
cctocogtat
gacagatcge
actcatatat
agatcctttt
cghteagacece
tctgotgont
agctaccaac
tecttetagt
acctegetet
cocgggtigga
gtrtogtgeac
gtgagctatyg
geggeagggt
fttatagtee
caggggygycy
tttgetggeo
gtattacede
agtcagtgag
ggcecgattea

geaacgoaat

agtaagagaa
tetgacaacy
tgtaactege
tgacaccacy
acttactata
accacttcig
tgageglggy
cgtagttate
tgagataggt
actttagatt
tgataatcte
cgtagaaaag
gcaaacaaaa
toctttttiecy
gtagcogtag
gctaatecty
ctecaagacgs
acagrooage
agaaagcgcc
cggaacagga
totogggttt
gagcotatgg
ttttgcteac
ctttgagtga
cgaggaagoy
ttaatgcagce

taatgtgagt

tiatgeagtyg
atcggaggaw
cttgatoecgtt
atgectatag
gettecoggo
cgctcggcc;
tetegeggta
tacacgacgdg
geeteactga
gatttaaaac
atgaccaasa
atcaaaggat
Zaaccacege
aaggtaactg
ttaggecaca
ttaccagtyyg
tagttaccgg
ttggagogaa
acgocttceoy
gagogeacyga
cgecacctet
aaaaacgcca
atgttettte
gectgatacey
gaagagogoc
tggracgaca

tagcteacte

840

9a0

368

1020

16890

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620
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attaggraco
goeggataaca
acectoalta
ggteattoat
acctggtiaa
aaggtggccc
toggtactit
atgcatatct
ttgtataaga
atatatattie
ttgcagcgca
tacaazaarca
goocagosca
CaceoLegys
aaaaaagaaa
gasaagcgag
acgeceenca
caccaceace
cCCctccgcc
tregtetegg
ccagateggt
cecggatecto
gatgatgggg
cactatggit
ttteotttett
tottkteaty
ggatatcaca
tatattaaat
ccagteacta
tataatgtgt

atggagaaaa

ceaggebtta o

atttcacaca ¢

aagggaacaa
atgcttgaga
aagtgaaaac
aaagtgaaat
gatacgkcat
gtatttgagt
éatatcttta
aggcgaatte
tgggtattit
accocctagag
acccaacccea
actatcaccy
gaaaaazaag
gaggatcgog
togocactat
accaccacct
googoeeggta
tctegatett
gcgegdgasy
goggggaatg
ggtttasaat
tatattttta
ctttitgtay
attigtigaca
agtttgtacs
tagattttge
tggeggeege
ggattttgag

aaatcactgg

asgotggays
agagagtegy
atcagttaaa
ttactetitt
ttttgtatga
cggattttaa
aaaaazccca
tcacaatgaa
ttetagtaaa
ttoctaaage
acccaaceca
tgagttgtee
aaaaagaaaa
agcagegacy
atacatacee
coteeceect
accaccocge
tggectiggt
ggoygggatcet
gggctetegy
tteegeeatg
tatatttotg
gtagaatity
aatgcagoet
aaaaagetga
ataaaaaaca
attaggoaace
ttaggatceg

atataccace

_60_

ticcgguteg
atgaccatga
tgagtactgy
gatagtegcas
aggtgétata
ctactattat
attggttttt
sttogtitge
tatgctaatt
raataataag
aataaaagat
ceaaagtget
coccagtoca
gcascacags
acagcaggtyg
aggoceggeo
cceeckcteo
cgetgooggs
ccototocte
agttigggtyg
cgeggotyggo
atgtagatct
ctaaacaaga
ctgottegte
aatoeccteag
agtgeggage
acgagaaacyg
gactacataa
agaggettta
teogagatttt

gttgatatat

tatgttgtgt
ttacgeceaag
cgogoeetaeyg
gataaaacaa
aagtaaaata
aaaaattgag
aagthtatte
ttttgtaaat
tgacataatt
attaaaatag
asacttagac
atccacgato
gocaactgga
acgtetegea
ggtcoogygte
ctococtooge
tecccatoooo
cgacgagete
tttotttcte
ggogagagey
gtctecggge
gatecegeegh
teaggaagay
aggcttagst
catitgtteat
tettitgtag
taaaatgata
tactgtaaaa
cactttatge
caggagctaa

cocaatggea

ggaattgiga
ctogaaatta
gacgectaga
aggtaagait
tcoggtaataa
gatogttlittyg
gettttggaa
acagagggat
titlgagaaas
ctttecooeg
tcaaaacatt
cattagcaag
caatagtcote
gecaaazasa
gtgggggoey
ttocrcaaagaa
ccaaccctac
ctecececeecte
cgthtttitt
gottegtoge
gtgagtogge
tgttggaaga
gggaaaaggg
gtgctagate
cggtagtttt
gtagaccged
taaatatcaa
cacaacatat
ttooggetag
ggaagcetaaa

tegtaaagaa

2400

24860

2520

2580

=880

2240

3000

3060

3180

3240

3300

3360

3420

3480
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cattttgagy
attacggect
cacattettg
gagctggtge
acgtbtteat
tegeaagatyg
aavaltgtttt
gecaatatgy
gacaaggtgce
groggeangas
acgégtggat
tgeggtatasa
tgaagcageg
tgatgtcaat
tgocgaacae
aatgaacgge
cctataaasy
cgeeegggeyg
ceogbgaact
atatggccoag
saaatgacatl
ttatacacaq
tatgtagtet
gtttctegtt
ceectagactt
acatagtgac
ctaattatet
tgkcttiata
aatattaatc

gttttgotaa

catttcagta
ttitaaagac
ceagectgat
tatgggatag
cgechetggag
tggegtgtta
tegtatecage
acaacttctt
tgatgecget
Tgcttaatga
coggettact
gaztatatac
tattacagty
atctecggte
tggaaagcgg
tettttyety
agagageegt
acggatggtyg
ttacoeggtyg
tgtgocggte
caaaaacgoc
ccagtctgea
attttitatg
cagectibott
gtecatctte
atgctaatea
gaataagaga
attetitgat
atatataatt

ttattgyugg

agttgctecaa
cgtaaagaaa
gaatgecteat
tgttcaccet
tgaataceac
cggtgaaaac
caatooctygg
cgeeecegtt
ggcgattcag
attacaacag
amaageeaga
tgatatgtat
acagttogaca
tggtaageac
aaaatcagga
acgagaacag
tategtetot
atecceectgy
gtgeatateg
tcegttateyg
attaacctga
ggtogaccat
caaaatctaa
gtacaaagtyg
goatggccaa
ctataatghyg
aagagatcat
gaaccagatyg
aatatcaatt

atagktgcaaa

tgtacctata
aataagcaca
coggaattce
tgttacaceg
gacgatttce
ctggeetatt
gtgagtttca
ttcaccatygy
gttcatcatg
tactgegatyg
taacagtatyg
acccgaagta
gegazageta
saccatgoag
agggatggot
gggctggtyga
ttgtggatgt
ccagtgoacy
gggatgaaag
gggaagaagt
tgttetgogy
agtgactgga
tttaatatat
gtgatgggga
cttaattaat
ggcatcaarag
coatatttet
cattttatia
gggttagcaa

aagaaatcta

acocagacegk
agttttates
gtatggecaat
trttccatga
ggcagtttoet
tecctaaagg
ccagttttga
gcaaatatta
cogtotgtga
agfggcaggg
cgtatttgeg
tgtcaaaaag
tcagttgeto
aatgaagecce
gaggtcgecc
aatgcagttt
acagagtgat
tctgotgtes
ctggegeaty
ggctgatete

aatataaaty

tatgtigtgt

tgatatitat
tcoeeoeacen
gtataaataa
trgtgtgtta
tatectaaat
accaattcca
aacaaatcta

cgttctcaat

tcagetggat
ggcerthatt
gaaagacggt
geaaactgas
acacatatat
gtttatitgay
tttaaacgtg
tacocaagge
tggcttocat
cggggegtaa
cgotgatbht
aggkgtgeta
aaggcatata
gtcggctgcg
ggtttattga
aaggtttaca
attattgaca
gataaagtct
atgaccacocy
agccacogey
teagygetcee
tttacagtat
atcattttac
tgcaatgtga
aaggatgeac
tgtgtaatta
gaatgtcacy
tatacatata
gtctaggtgt

aattcagata

4020

4080

4140

42900

4260

498G

5040

5100

5160

5220

5280
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gaaaacttaa
accatgeatyg
aacaatttaa
attttgatgt
gatittight
tagaaacygasa
attattttag
caaaageata
ttaaatttaa
gaaaaatotba
acgggccaag
tggeacctac
cgacagiggt
toccaaccacy
cgoacaatec
ggagaggaca
gatecgtiiey
agaggctatt
tceggetgto
tgaatgaact
gegeagetgt
tgeeggggea

st

(193

atgoaat
vgaaacateg
atctggacga
geatgoecega
tggtyygaaaa
getatcagga
ctgacegott
atogeottct

tcaaacattt

taaagtgaga
atataaggaa
ttcaagaage
tcaatgaagt
tctatgmcgt
tggattgtea
tcatgattaa

tcaggatgat

cttaaaagtg

atcttetatg
ctttoogate
asatgecato
cccaaagatyg
tetitcaaage
cactatoctt
cgetgaaate
catgattgaa
cggctatgac
agcgeaggayy
geaggacgag
gotegacgtt
ggatoteootg
geggoggetg
catogagoga
agagcatcag
cggcgaggat
tggecegetit
catageyttyg
cctogtgett
tgacgagtee

ggcaataaagy

taatttacat
aatagatags
taggaatata
tetttttaat
agttatcttt
attittitt
aatghkggeet
tgatattitat
tocctascogt
aatcgaccetyg
ctacctgtca
attgcgataa
gacécccacc
aagtggattg
cgeaagaces
accagtctet
caagatggat
tgggcacaac
cgecoggtic
geageygogge
ghoactgaag
tecateoteace
catzcgettyg
gecacgtacto
gggetegege
ctogtegtga
tctggattea
gctacoegty
tacggtateg
tretgagegy

trtettaaga

agattgeottt
gaaataatit
aatattgagg
ttcatatygas
aatatatttg
aaagcaaata
taattgaate
ctattttaaa
agttaaaggt
caggatttaa
ctteatcaaa
aggaaagygct
cacgaggagc
atgtgatact
ttaectetatra
ctetacaaga
tacacgoagy
agacaategy
tttitgtcaa
tatogtgget
cgggaaggga
ttgetectge
atceyggctac
ggatggaage
cageecgaact
ccecatggoga
tcgactgtgg
atattgetga
cogetocega
gactctyggy

ttgaatooty

tatcctttga
tttacatogt
agtitatgat
gtatécaaaa
tggttgaaga
tatatgaaat
atcktictea
aattaattta
ttactttaaa
ategatogtt
aggacagtag
atcattcaag
atcgtggaaa
teecactgacg
taaggaagtt
toggggatet
tteteeggaoe
ctgctetgat
gaccgacctyg
ggctacygace
ctggetygeta
cgagaaagta
ctgcccattce
cggtettgte
gttegecagy
tgectaottyg
ceggetgggt
agagottgyge
ttegeagege
ttegaagaat

thgeoggtat

tatatrgtgaa
tgaatatgta
tattattatt

attcttcata

aatttattge

tatactgtat
Ltcatttitt
agggttcaaa
aéaatactat
ctggggecta
aaaaggaagyg
atycctetge
aagaagacgt
taagggatga
carrreattt
ctagctagac
gettgggtyg
geogeogtyt
tecggtycoe
ggogticett

tgggogaag
tecatecatgy
gaccaccaag
gatcaggatg
ctoaaggcge
cegaatatca
gtygcggace
ggcgaatggy
ategecttot
tceegategt

tgcgatgatt

8340

5400

2460

3580

56440

s7q0

€780

6840

€900

6960

7020

7080

7140
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atgatataat
ttatttatga
Jaaaacaaaa
ctagatcggg
Ceaattecat
acaaatctag
gtictcaata
atcctttgat
trtacategtt
gtttatgatt
tatacaaaaa
ggtigaagaa
atatgaaatt
tcocttteteat
attaatttaa
tacitiaaaas
ggcegetgge
attcactgge
atogeoottge
ategosctte
tittgttaaaa
aatcggeaaa
agtttggaac
cgtctatcag
gaggtgeegt
gggaaagecg
ggcgrtggoa
goegetacag
tttatttite

gettcaatas

ttetgthgaa
gatgggtttt
tatagogoge
gatatcgegt
atacatataa
tctaggtytg
attcagatag
atatgtgaaa
gaatatgtas
attattatta
ttottcatag

atttattget

atactgtata

teatibtittce
gggtitcasat
aaatactatg
gogecagtac
cgtcgtttta
ageacatccoo
ceaacagtig
ttegegttaa
atccoccttata
aagagteeac
ggcgatggee
aaagcactaa
gegaaogtygyg
agtgtagoegy
ggcgegtoag
taaatacatt

tattgaaaaza

ttacgttaag
tatgattaga
aaactagygat
gtctitataa
atattaatea
ttttgctaat
saaacttaat
ceatgcatga
acaatttaat
ttitgatgtt
attttigtit
agaaacgaat
ttatt%tagt
agaagcatat
taaatttaac
aaaaatctaa
tagectagtac
caacgteghg
cetittegeca
cgcagectyga
atttttgtta
aatcaaaaga
tattasagaa
cactacgtaa
ateggaaces
cyagaaagga
tecacgeigeg
gtggeacttt
caaatatgta

ggaagagtat

_63_

catgtaatas
gteccgecaat
saattatcge
ttetttgatg
tatataatta
tattggggga
aaagtgagat
tataaggaaa
tcaagaaget
caatgaagtt
ctatgeogta
gyattgteaa
catgattaaa
caggatgatt
ttaaaagtgt
tcttctatga
ccaattcgoe
actgggaaaa
getggegtaa
atggcgaatyg
aatcagotea
atagaccgag
cgtggactce
accatcacce
taaagggagc
aggdaagaaa
cgtaaccace
teggggaaat
tecgeteatyg

gagtattcaa

ttaacatgia
tatacattta
gegoggtgio
aaccagatgce
atatcaattyg
tagtgcaaaa
aatttacata
atagatagay
aggaatataa
ttttttaatt
gttatcttta
ttttitttta
atgtggeott
gatatttatc
cctaaccgta
atcgaceget
ctatagtgag
cecotggoeght
tagecgaagayg
gaaattgtaa
ttttttaace
atagggttga
aaggtoaaag
taatcaagtt
cecegattta
gegaaaggag
agacecgony
gtgcgcggaa
agacaataac

cattteeogty

atgcatgacy
atacgcgata
atctatgtta
attttattas
ggtitagcaaa
agaaatctac
gattgattit
aaataattit
atattgagga
tcatatgaaq
atatatttgt
aageaaatat
aattgaatea
tattttaaaa

ttaaaggtt
gatcgatogo
tcgtattaca
acccaactta
gooogoacey
gogttaatat
aataégccga
gtgttgttec
ggcgaazaac
ttttggggtc
gagetigacy
cgggcgetag
cgettaatge
ccoctatttyg
cctgataaat

togeoctitat

7680
7740
7800
7860
1920
T3R80
8640

8100

8640
8700
8760
g820
BBEO

8840
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teeotitttt
asaagatgct
cggtaagata
agttctgeta

ccgeatacac

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

10

<220>
<223>

<400> 10

cecgatectac
gecatcatig
aagatggacc
caaageaagt
atectLegea
gaaaltcacca
attgaacaaqg
tatgactggy
caggggegese
gacgaggeag
gacgtigtaa
ctectgteat
cggotgeata
gagcgageac
catcagggge
gaggatctog
cgettttatg
gegttggeta
gtgctttacy
gagttettet

ataaagtctto

geggeatttt
gaagatcaght
cttgagagtt
tgtogeooyy

tattctoaga

9747
DNA
Artificial

vector

ctgtcactte
cgataaagga
cocaceeacy
ggatfgatqt
agaccctico
gtectetotet
atggattgea
cacaacagac
eggtitetitt
cgoggeotate
ctyaageoyggy
cteaccttge
cgettgatec
gtactcggat
tecgegecaga
tegtgacoes
gattcatoga
ccegtgatat
gtategeoge
gagegggact

ttaagattga

geecttecotygt
tgggtgcacy
ttogeeoocga
tattatceeog

atgacttggt

atcaaaagga
aaggctatea
aggageatcy
gatacticca
toctatataag
acaagatogg
cgeaggtrict
aatecgoectge
tgtcaagaco
gtggctggceo
azagggactgyg
tectygaegag
ggctacotgo
graagceggt
cgaactgtic
tggogatgec
ctgtggecgy
tgotgaagag
tecegatteg
ctggggtteg

atcetgttge

ttttgctcac
agtgggttac
agaacgtitt
tattgacqoe

tgagt

cagtagaaaa
ticaagatge
tggaaaaaga
ctgacgtaag
gaagttcatt
ggatctctag
ccggeoogett
tctgatgcceyg
gacetgtaeg
acgacgggeqg
ctgetattygy
aaagtatcea
ccattogace
cttgteogate
gecaggetoa
tgetigaoga
ctgagtotgg
cttggeggey
cagceyceateg
aagaattece

cggtetigeg

CCagazracgao
atcgaactyg
oaatgatga

gggeaagage

ggaaggtgge
ctetgeegac
agacgttcoea
ggatgacgca
teattiggag
ctagacygatc
Jggrggagag
cogtattecy
gtgeactgaa
ttcotitgege
gogaaghgee
teatggotga
accaégcgaa
aggatgatcet
aggogegeat
atatoatgot
cggaccgeta
aatgggetga
cettetateg
gatecgttcaa

atgattateca

tgotgaaagt
ateotcaacag
gcacttttaa

aactoggieyg

acctacaaat
agtggtceca
accacgtoett
caatcccact
agyacacgaet
gtttegeatg
gctattogge
getgteageg
tgaactgeag
agctgtgete
ggggcaggat
tgcaatgogy
acatoegeate
ggacgaagag
gceogacgyce
ggaaaatgge
tcaggacsta
ccgettoate
cchtctigac
acatttggea

tataattict

20006

2080

9120

2180

9215

200

969D

1020

1080

1140
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gttgaattac
ggtttttatyg
gcgogoaaas
tegegtgtet
atataaatat
ggtgtgtttt
agatagaaaa
gtgaaaccat
atgtaaacaa
ttattatttt
teatagattt
attgctagaa
tgtatattat
tttitcaaaa
tcaaatiaaa
actatgaaaa
cotegagagyg
atttecgaat
tgtegtttta
aattgszaaa
getgatcoeat
gotgeoogatt
aggcagataa
anggggeasc
aggecgtteg
cgggagggtt
gecageoctgyg
ttageggtag
cagecoctea

caaggatcge

gttaagoaty
attagagtcece

taggataaat

ttataattch

taatcatata
getaattatt
cttaataaayg
geatgatata
tﬁﬁaattcaa
gatgttcaat
ttgtttetat
acgaatggat
tttagtcatg
geatatcagy
tttaécttaa
atctaatctt
ccteatetaa
tagaataatt
tcaaaatgta
aaattggtaa
gtagatttee
tgcacceggt
tttocattoa
ggagtgatcce
cggcogagyyg
cgagaaggoy
ttaaaaacas
ccgaazaacyg
aatghcaata

gececeteate

taataattas
cgcaattata
tatcgegege
ttgatgaacce
taattaatat
gggggatagt
tgagataatl
aggaaaatag
gaagctagga
gaagtbttttt
goegtagtta
tgtcaatttt
attaaaatagt
atgattgata
aagtgtecta
ctatgaatcyg
gecccoattt
tgtttattogo
ctttcattte
ttactettte
cggacatgaa
ggagettgea
gaactgagce
acatgggact
gegeageoooa
gggcaccce
ggtttataaa
ggcygaaace
ggtgegeeee

tgtcagtagt

_65_

catgtaatgc
catttaatac
ggtatcatet
agatgrattt
caattgggtt
gcaaaasagaa
tacatagatt
atagagaaat
atataaatat
ttaatticat
tetttaatat
tftttaaage
ggcettaatt
tttatectatt
accgtagtta
acogetgate
ggacgtgaat
tttegectat
ataataacge
tttitcteca
gecatttaca
tgthggttte
atgtacacct
tttectaget
tggggggatyg
cticggegtyg
tattggitta
ctigeaaaty
tecatectgtea

cgogececte

atgacgttat
gegatagaas
atgttactay
tattaaccaa
agcaaaacaa
atctacgtte
gctﬁttatcc
aattttttac
tgaggagttt
atgaagtata
atttgtggﬁt
aaatatatat
gaatcatectt
ttaaaaatté
aaggtttact
gatcocgoggee
gtagacacgt
aaatacgacqg
tgeggacate
tattgaccat
attgaaltata
tacgeagaac
tececooocaac
tggctgooat
ggaggceccge
cgoggtcasq
aaagcaggtt
ctggatttte
geactetygoe

aagtgtcaat

ttatgagatyg
acaaaatata
ateggggata
ttccatatac
atctagtcta
tcaataattce
tttgatatat
atcgttgaat
atgattatts
caassatict
gaagaaattt
gaaattatac
tecteoatteat
atttaagggt
ttaaaazaat
goiggeygege
Cgaaataaag
gatcgtaatt
tacattitty
catactcatt
teetgeaogee
tgageogght
acggtygageg
ttttggogty
gttageggge
cgoacaggygce
aaaagacagy
tgoctgtgga
cctecaagtgt

accoeaguge

i32¢0
1380
1440

1500

2340
2400
2460
2520
2580
2640

2700

2880
28490
3000

3060
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acttatcecs
geogattige
tgtcaacgee
agtgagggee
cacacggett
cggogaggge
goetteaace
tcaaaggogy
geaasaggee
aggcteoges
cocgacaggac
gtteccgaceo
cttﬁctcata
ggctgtgtge
cttgagiaca
attagcagag
ggetacacta
aaaagagtty
gtttgeaage
totacggggt
gaagoggtga
catctegaac
aagecacaca
cggogagett
ctccgcéctg
gectaagegeg
gagecageca
gttgeoocttgy
tttgaggege
gagcgaaatg

gecgocgaagy

aggettgteoee
gaggetggee
gegeogggty
aagttttccé
cgacggegtt
aaccageocy
cagtcagetce
taatacggtt
ageaaaaggce
ceeckgacga
tataaagata
tgoegettac
gctecacgetg
acgaacccoa
acceggtaag
cgaggtatgt
gaagaacagt
gtégctcttg
sgragattan
ctgacgetea
tegecgaagt
cgacgtitgeot
gtgatattga
tgatcaacga
tagaagtcac
aactgeastt
cgatogacat
taggtccaga
taaatgaaac
tagtgettac

atgtegetge

arcatcatrety
agotceacgt
agtcggoocoo
cgaggtatee
tetggegegt
gtgagcgtag
cttecggtag
atccacagaa
caggaaccgt
geatcacaaa
ceaggegttt
cggatacetg
taggtatctc
cgttecagoec
acacgactta
aggcggtget
atttggtatc
atcoggcaaa
gogcagasaa
gtggaacgaa
atcgactcaa
ggccgtacat
tttgetgygtt
cetittogan
cattgtigig
tggagastgyg
tgatectgget
ggcggaggaa
cttaacgeta
gttghecogo

cgactgggea

_66_

tgggaaacke
cgeeggeega
tecaagtgtoa
acaxcgecygyg
titgecagggec
gaaagggtog
gegegggyca
tcaggggata
agasaggecy
aatcgacyget
coacotggas
teogectite
agttoggtygt
gaccgetgoyg
regecactgg
acagagttct
tgogetetge
caaaccaccy
aaaggatote
aactcacgrt
ctatcagagy
ttgracggot
acggtgacceyg
actteggett
cacgacgaca
cagegcaaty
atottgctga
ctctttgate
tggaactege
atttggtacs

atggagoges

gegraaasate

aategagect

nr

cgtcoogeee
cggeeggoeyg
atagacggee
atcgaccgat
£gactacggt
acgoaggaaa
cgttgetagge
caagtcagag
geteootagt
tecettogyg
aggtegtteg
ccttatcegg
cagcagorac
tgaagtggty
tgaageecagt
ctgglageyy
aagaagatoc
aagggattLte
tagtiggegt
ccgeagtgga
taaggottga
cooctggaga
tcattoogtyg
acattcttge
naaaageaag
cqattoctga
cgeeegacty
goegaagtaac

tgecggooca

aggegttite
gceecteato
ctocatctgte
cggtgtoteg
geoagooeag

geecttgaga

‘atcagctcac

gaacatgtgs
gttttteccat
gtggcgaaac
gogototest
aagegtggog
ctecaagoty
taactatoegt
tggtaacagg
goctaactac
taccttcgga
tggtitttiet
tttgatottt
ggtcatgagg
catcgagcyge
tggoggocty
tgaaacaacqyg
gagcgagatt
gegbhateca
aggtatctte
agaacatage
acaggatcta
ggeotggegat
cggrazaate

gtatcagece

3186

240

3300

3360

3420

3480

3540

3780

3840

3300

3960

4020

4080

4140

4200

4280

4320

4338

4680

4740

4800

4860

4320
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gtcatackiyg
gatcagttgy
taatgtotaa
agatgctygca
tteeccaacga
ctteggtect
atcaageoeoac
tggaatgetg
cgeoacggaat
acgaacggat

ttctettagg

ctitaaggtag c

tgcettgagaa
agtgaasaaca
aagtgaaatt
atacgteatt
tatttgagte
atatctttaa
qgogaatict
gggtattttt
ccectaaagt
caacccaace
tatcaccgtyg
azanaaaaga
gaggatcgeg
tegecactat
accagcacet
tcogocgeag
ttteogtote

gogegoccag

aagctaggca
aagaatttgt
caattogtte
ggcatcgtgg
tcaagygcgayg
cegatogagy
ageageccac
cteogtogte
gecaageact

aaaccttttc

gagagtegyy
tcagttaaaa
tactottite
tttgtatgaa
goggttttaag
aaaaacccat
cacaatyaac
tetagtaaza
tcotaaagoo
caacccacec
agtigtecege
aaaagaaaaa
agecagegac
atacatacoo
ceacctocte
cecgogooggt
ggtctcgate

atceggtgege

ggettatett
tcactacgty
aageagacyge
tgtcacgeta
ttacatgate
atttttegge
tegaccetict
aggcttieeg
cccgagggga
acgooctitt
aatatatoet
ggaattogys
atagtcecaaa
gytygtataa

tactattata

ttggtttita

ttegtitget
atgctaattt
aataataaga
ataaaagata
cazaghtgeta
cagtoocages
acgoacogea
acagcaggtyg
gaggccgger
ceeeotelee
ceocceteget
aaccaceccey

tttggoctig

gggagaggey

_67_

ggacaadgaag
aaaggcegaga
cgetitogegy
§tcgtttggt
ceccatgttg
getgegetac
ageogaccs

acgtitgggt

accctgtagt

aaatatccga

gteaasacact
gogeetgegy
ataaaacaaa
agtazaatat
aaaattgagg
agtitatteg
tttgtaaata
gacataattt
ttaaaatago
aacttagact
tccacgatec
aactggacaa
cgtetegeay
ggteccgggte
ctoceteoge
teceecatceoee
geoggacgac
ceeateteoct
gtagtttggg

gaatctegey

atcgohbgge
tecaccaagyt
cgeggattaa
atggctteat
tgcazaaaayg
gteogegace
gqacgagecaa
ggttgaacag
tggcatgeac
ttattctaat
gatagtttaa
cegectegay
ggtaagatta
cggtaataaa
atgtttttgt
cttttggaza
cagagggatt
ttgagaaaaa
tttececeyt
Caaaacattt
atagcaagec
tagtctceac
ccaaaaaaaa
gtgggggeceg
ttcecaaagaa
cocaacccotac
gagctectee
ctttettict
tgggcgagay

getggggete

ctegegoges
agteggeaaa
ctecaageght
tcageibocgg
cggttagete
gogttgaggy
gggatctttt
aagtcattat
atacaaatgg
aaacgotott
acatgactcet
gteattcata
cctggtoaaa
aggtggccea
cggtactttg
tgcatatotyg
tgtataagaa
tatatatteca
tgcagegoat
acaasaacas
cagoocaace
accccencac
aaaaagaaayg
gaaacgcgayg
acgeecoocaa
cacgascace
ccectecao
ccgrtttitt
goggettogt

tegeogygegt

5760
582¢

5880

5949

6180

€240

6300

6360

6420

6480

€540

6600

6720
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ggateegooe
tgttggggga
gggaaaadygy
gtgctagatce
cogtagtits
gtagaccgeg
taaatatcaa
cacaacatat
tteeggetoy
ggaagehasa
tegtaaagaa
tcagotggat
ggectitatt
gaaagacggt
gcaaactgaa
acacatatat
gtittattgag
tttaaacgty
tacgcaagge
tggctteoat
caggacgtaa
cgotgatttt
aggtatgeta
aaggcatata
gtegtetgeg
ggtttattga
aaggtttaca
attattgaca
gataaagtct
atgacraceg

agooaccegey

cggatetege
gatgatgggg
cactatggtt
tttotttctt
totttteaty
ggatatcaca
tatattaaat
cocagtcacta
tataatgtgt
atggagassa
cattttgagy
attacggeet
cacsttettyg
Jagotggtgs
acgtiticat
tcgecaagaty
aatatgttit
gocaatatygg
gacaaggtge
gtoggeagaa
acgcegtyggat
tgeggtataz
tgaagcagceyg
tgatgtcaat
tgoocgaacgs
aatgaacggo
cctataaaag
egocaegggey
coogtgaact
atatggccag

aaaatgacat

ggggaatggg
ggtttazaat
tatattttta
cttttigtgg
atttgtigacs
agtttgtaca
tagattttge
tggoggeoge
ggattttgag
aaatcactgy
cattteagte
ttttaaagac
coegeckgat
tatgggatag
cgctetggag
tggegtgtta
togtotoage
acaacttctt
tgatgecget
tgcttaatga
crggetthact
gaatatatac
tattacagtyg
atcteeggte
tggaaagegy
tottttgety
agagageagt
acggatgoty
ttaccogotyg
tgtgeoggto

Caaadalcgea

getoteggat
tteegecatg
tatatttoty
gtagaatbtig
aatgeagoot
aadaagctga
atazaaaaca
attaggcacc
ttaggatecyg
atatacecace
agttgetcaa
cgtaaagaaa
gaatgeteat
tgttcaccct
tgaataccac
caggtgaaaac
caatsectygy
cgeceecgtt
ggogattcag
attacaacag
aaaagocaga
tgatatgtat
acagttgaca
tggtaagnac
aaaatcagga
acgagaécag
tatcgtetgt
atceoecetgy
gtgeatatcg
tocgttateg

attaacctga

gtagatotyge
ctaaacaaya
ctgettegte
aatcectcag
cgtgeguage
acgagaaacy
gactacataa
craggettta
tegagatttt
gttgatatat
tgracctata
aataageaca
coggaatico
tgttacacey
gacgattitcc
ctggeoctatt
gtgagtitca
tteoaccatogg
gttoateatg
tactygcgaty
taacagtatyg
acccgaagta
gegacagota
aaccatycag
agggatgget
gggctgogtga
thgtggatgr
ccagtgeacyg
gggatgaaag
gggaagaagt

tgttetgygy

gatecgeogt
tcaggaagag
aggcottagat
cattgtteat
ttttttgtag
taazatgata
tactgtasaa
cactttatge
caggagctaa
cecaatggea
accagacegt
agtitttatee
gtatggeaat
ttttecatga
ggcagtttct
tecotaaagg
ceagtittga
gcaaatatta
cogtitgtga
agtggeaggy
cgtatitgeg
tgtcaaaaag
tecagttgete
aatgaaygcce
gaggtaogecc
aatgcagtth
acagagtgat
tetgetgtea
ctggegeaty
ggctygatcete

aatataaaty

7320
7380

7440

T620
7680
7740
7800

7860

8040

8100

B160

82290

8280

8340

8400

g460

8520
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tcaggecteoceco
tttacagtat
atcattttac
tgeaatgtga
taaaaggatg
ttatgtgtasa
satgaatgte
ceatatacat

ctagtetagy

tgatatatgt
cgttgaatat
gattattatt
aaaattettce
agaaatttat
aattatactyg
tcattcattt
ttaagggtte

aaaaaaatac
gttctgggge

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

11

PRT

<220>

<223>

<400> 11

Ala Gly Cys

i

Thr Gly Als

Gly Ala Cys

ttatacacag
tatgtagtct
§tttctcgtt
coctagactt
cacacatagt
ttactaatta
acgtgtettt
ataaatatta
tgtgttttge
atagaaaact
gaaaccatga
gtaaacaatt
attattttga
atagattttt
tgctagazac
tatattatit
tttcaaaage
saattamatt
tatgaaaaal

ctaacggges

1023

Artificial

promotor

5

20

ccagtetges

gttttttatg

'cagctttctt

ghooatette
gacatgctaa
tetgaataag
ataatkettt
atcatatata
taattattgg
taataaaglyg
atgatataaqg
taattcaaga
tgttcaatga
gtttetatge
gaatggatty
tagtcatgat
atatcaggat
taacttaaas
ctaatcttet

aagottt

Thr Thr Ala Thr Cys

Gly Ala Ala Gly Gly

Ala Thr Gly Gly Ala

_69_

ggtcgaccat
caaaatctas
gtacaaagtyg
tggattggee
tcactataat
agaaagagat
gatgaaccaqg
attaatatca
gggatagige
agataattta
gaaaatagat
agctaggaat
agtttttttt
cgtagttate
tcaatttitt

taaaatgtyg

gtgtectaac

atgaatcgac

10

Gly
25

Gly

Gly Cys

Thy Thr

agtgactgga
tttaatatat
gtgatgygga
aacttaatta
gtgggeatca
catccatatt
atgecatttta
attgggttag
aaaaagaaat
catagattge
agagaaataa
ataaatattg
aatttcatat
tttaatatat
tttazagcas
ccttaattga
tatctatitt
cgtagttaaa

ctgoaggatt

tatgtigtgt
tgatatttat
toceecacce
atgtatgaas
aagttgtgtg
tecttatecta
ttaaccaatt
caaaacaaat
ctacgttcte
ttttateoott
ttttttacat
aggagtttat
gaagtataca
ttgtggttga
atatatatga
atcatettte
aazaattaat
ggtttactit

taaatccate

Cys Gly Ala Gly Gly

15

Cys Thr Ala Ala Ala

30

Gly Thr Gly Gly Ala ‘Ala Gly

8540

8760

8820

8880

BO40

3000

360

53420

2480

Q540

8600
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35 40
Gly Cys Cys Thr Gly Ala Cys Gly Thr Ala Gly Ala Thx Ala 6ly Ala
53 55 50
Ala Gly Ala Thr Gly Cys Thr Cys Thr Thr Ala Gly
70 75

Cys Thr
80

Gly Ala
65
Thr Cys Thr

Gly Thx Cys Thr Thr
90

Thr Thr
95

vs Ala

[+ 23271

hr Thr

9]

Thr Thr
Gly Thr Ala Gly Thr Cys Ala Thr Cys Thr Gly Ala Thrx Thr Thr
103 119

100
Thr Thr Thr Ala Thr Ala
125

Thr

Ala Cys Cys Thr Tys Thr Cys Thr Cys Gly
118 i2
Cys Ala Ala Cys Thr Gly 8ly Thx Thr Thr Thr Thr Thr Ala Ala Ala
139 135 140

Thr Thr Thr Cys

Cys Ala Cys Thr Cys Cys Thrx Thr Ala Ala Cys Thr
150 133 16C

145
The Thx Cys

Thr Cys Thr Cys Thr
170

Thr

L ¥

P

Thr Thy Gly

Ala Ala Ala
165

Thx Ala Cyg Cys Cys Thr Ala Gly Ala Cys Thrx Ala Gly Ala Thr Ala
180 180

Thr Thzx

Thr Gly Gly Thr Gl
205

1835 200
Gly Thr Gly Gly Cys Gly Cys Cys Ala
220

» Thr Thr Ala Ala

Ala Thr

Gly Cys Thx Ala Ala Thr
21

210
Thr Ala Gly Ala Gly Gly
235

w

Thr
Thr Gly Thr Thr Ala Gly &la Thr Ala Rla
225 230 240
Ala Ala Cys Thr Ala Gly Thr Thr Ala Ala
245 250

Rla Ala
25%

9]
|._I
bl

Ala Ala Thr ¢
Gly Cys Thr Cys Ala Gly Ala Gly Thr Gly Ala Thr Ala Ala Ala Thr
260 263 270

Ala Ala Ala Ala Thr Thr

Thr Cys Ala
285

Ala Gly Gly Cys
280

Cys
275
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Cys

Ala

305

The

Ala

Thr

Ala

Ala

385

Ala

Thr

Ala

485

Ala

Gly

Gly

Ala
2340

Ala

Ala

Ala

Thr

370

Ala

Thr

Thr

Thr

Thr

450

Thr

Cvs

Thr

Thr

Thr

Thy

Cys

Ala

Ala

355

Ala

Ala

Thr

Cys

435

Gly

Thr

Thr

Ala

Gly
515

Ala 7

Ala

Thr

340

Ela

Thy

Ala

Thr

Ala
420

Thy

Ala

Cys

500

Gly

The

Thyr

325

Thx

Ala

Ala

Ala

Thr

405

Als

Thr

Gly

Thr

Cys

485

Gly

Ala

Ala

Cys C

310

Gly

Thr

Ala

[
t_f
<

Thr

380

Ala

Ala

Thr

Cys

295

Gly

Ala

Ala

Thr

Ala

Ala

Gly

Ala Cys

Thr
470

Thx

Thr C

Thr

Ala

Ala

~

Gly T

Tha
380

Thr

Ala

The

Cys

2la

Gly

Rla

Bla

The

The

Thr

Thr Al

Cys
425

Thr ¢

440

Gly

Thr

Cys

Gly

Ala

Thr

Gly

Ala
505

Thr

Rlaz

Ala

330

Thr

Cys

Thr

Gly

Thr

Gly

Ala

420

Ala

Thr

Thr

Thr

315

Ala

Thx

Ala

Gly

Ala

385

Thy

Thx

Thr

Thr

Thi

4735

Gly

Ala

Gly

Thr
360

Ala

Ala

Gly

Thr

380

Ala

Thr

Gly

cys

Ala

£50

Gly

Cys

Thx

Cys

Thx
Thr
Ala
Gly
Tha
365
Zys

Ala

Thy

Thr
4145
Thr
Cys
Thx

Ala

cys
525

Thr

Ala

Thr

350

Thr

Thy

Cys

Thy

Thxr

430

Ala

Ala

Thr

Thr

Thr
335

Ala

Thy

Thr

Thx

415

Cys

Gly

Thr

Thr

Ala

495

Thr

Cys

Al

)]

Thy

320

Ala

Thr

Ala

Cys

Gly

400

Cys

Thr

2ila

Ala

480

Ala

Ala

Gly
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Thx

Bla

Gly

Gly
625

Cys

Gly C

Cys
705

Thr

Cys

Gly
534

Gly

Gly

[
Cx ot

Thr

Thr

Cys

Alz

Gly

Thr

The

Cys

; Gly

Gly
5385

{ys

Gly

Gly

Cys

675

Thr

Cys

Cys

Gly

Cys
755

ala

Ala

Cys

Gly

Gly

660

Cys

Cys

Ala

Gly

Cys
740

Cys
Cys

565

Cys

Alz

645

GEly

Thr

Gly

Gly

Gly

725

Cys

[
S,
®

Gly
550

Thr

Gly G

Gly

Thr

Ala

630

2la

Thr

Gly &

Thr

Gly

716

Gly

Gly

Gly

Thr
535

l:ys

Ala

Cys

Tys

513

Gly

Gly

Cys
695

Cys

Ala

Cys

Thr

Gly

Thr

Gly

Ala

Gly

600

Ala

Gly

y Thr

r Ala G

680

Gly

Thr

Thy

Gly
760

Thyr

Ala

Ala

Gly

585

Gly

Cys

Ala

Thr

665

Thy

Thr

Ala

Gly

745

Thr

ARla G

Cys A

Ely

570

Cys

Cys

Ala

Thr

050

Cys

Gly

Cys

Gly

Ala
730

Gly

Thr

Ala

Gly

Cys

Cys

Gly

715

Gly

Gly

Ala

Cys
540

Gly

Gly

Cys
§20

Cys

Cys

Ala

Gly

700

Gly

Ala

Ala

Cys 7§

-~

Gly

Thr
60%

Ala |

Gly

Gly

Gly

6835

Gly

Gly

Thr

Thx

Cys
765

Ala

Ala

590

Ala

Gly

Gly

Ala

670

Gly

Ala

Ala

Gly

Ala
750

€
<
0

Cys

Ala

375

Ala

Thr

2la

1y

655

Ala

Ala

Gly

Cys

Ala

735

Gly

5 Cys

Thr
Ala
560

Gly

Gly

ala
Gly
640
Thr

Thr

Gly

Cys
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Gly Thr Cys Gly Cys Gly Cys Cys Cys Cys Ala Cys Gly Gly Ala Thr
770 175 780

@iy Gly Thr Ala Thr ARla Ala Gly Ala Ala Thr Ala Ala Ala Gly Gly
785 730 785 800

Cys Ala Thr Thr Cys Cys Gly Cys Gly Thx Gly Cys Ala Gly Gly Ala
805 816 815

Thr Cys Gly Cys Cys Thr Cys
830

Thr Thr Cys Ala Cys Cys Cys Gly
820

® 13

[WWIG )
"+

Thr Cys Ala Cys Cys Thr Thr Thr Thr Cys Gly Cys Thr Gly Thr Alas
835 840 845

Cys Thr ys Ala Cys Thy Cys ¢

Gl
fulet
Lo
Iyl
e
[#1]
9]
bt
0

Ala Cys Ala Cys Ala Cys

Ala Cys Cys Cys Cys
8ges

g Thr Cys Thr Cys Cys Ala Gly Cys Thr Cys
0 875 880

@ )
~ 3%

Cys Gly Thr Thr Gily Gly Ala Gly €yvs Thr Cys Cys Gly Gly Ala Cys

885 830 8§95
Ala Gly Cys Ala Gly Cys Ala Gly Gly Cys Gly Cys Gly Gly Gly Gly
900 a0s 810
Cys Gly Gly Thr Thr Ala Gly Thr Ala Ala Gly Cys

Cys Ala Cys Gl
52 925

Ala Gly Lys Thr Cys Thr Cys Gly Gly Cys Thr Cys Cys Cys Thr Cys
30 835 940

Thr Cys Cys Cys Cys Thr Thr Gly Cys Thr Cys Cys Ala Thx Ala Thr
G545 950 S55 980

Gly Ala Thxr Cys Sly Thr Cys Gly Ala Ala Cys Cys Cys Ala Thr Cys
855 370 875

Gly Ala Gly Cys Thr Ala Cys Ala Ala Cys Gly Gly Thr Thr Cys Thr
980 985 990G

Cys Bla Cys Cys Gly Cys Gly Gly Gly Cyz Gly Cys Gly Als Thy Thr
8995 1000 10035

Thr Cys Cys Ala Gly Cys Rla Bly Cys Cys Cys Gily Gly Gly Gly
1010 10158 1020
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<210>
<211>
<212>
<213>

12
804
ADN

<220>
<223>

<400> 12
acegteticg

tgetototty
ategtgttet
ggtagtacga
tageggtatt
gttaatttag
gégatactat
tattotgttt
acgaaatttt
cttgttttaa
tgettgtttg
cteoetgatgyg
Qttgetcgat

cattgtaatg

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

13

ADN

<220>
<223>

<400> 13
gatggggatc

tattogeagy
gegtgaaaay
cgggagtget
gectgacgac

tegagtggge

9754

Artificial

elemento

gtacgegete
tgtggtgatt
gootgtactyg
aacgasygata
tatttaagca
goacaggett
aataatttgt
ttgtttgtgt
gatgtttate
atattgttgt
ttgtaacaaa
tatctactat
geotictooe

cagataccas

Artificial

vector

agattigieglt
taaacctaag
gtitatcegt
tggeatteng
ggagcagcat

tgctgtgget

actooegeeet
getgagagty
attacttgéc
gaacctacan
catgttyggtyg
catactacat
tegtotgcag
getgttaaat
tcotgetoott
ctgaagaaat
atttaaaaat
ctaccaactyg
tagtgttgac

g&yyg

thtecogoott
agaaaagage

tegtecattt

.tgegataatg

tocaaaaaga

tgateoctea

- 74 -

ctgootitgt
gtttagetygg
gtectttgta
égcaatacga
ttatagggca
gggtcaatag
agcttattat
tgttaacgee
tatigtgace
aagtactygac
saagagttte
acactatatt

cvagtgttact

cagttiaaac
gtttattaga
gtatgtgeat
actteotgtte
tococttgget

acgeggtoge

tactgocacy
atctagaatt
gcagcaaaat
gaaatgtgta
cttggattca
tatagggatt
ttgeccaaaat
tgaaggaata
ataagteaag
agtattttyga
ctttttgttyg
gottctettt

cacatagtcet

tatcagtgtt
ataatcggat
gooaaccacs
aaccacccaa
cgtctgggte

ggacgtageg

tttctctgaa
acactctgaa
atagggacat
atttyggtget
gaagtttget
catattatag
tagatattce
aatataaatg
atcagatgea
tgeattgate
ctectecttac
acatacgtat

ttgereattt

tgacaggata
atttaaaaqg
gaggtteceot
acgtcggaaa
ggctagaagg

cagcgoogaa

&0

120

7206

780

804

180

240

300

360
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aaatootoygs
gtaactcgoo
gacaccacga
gcttgaacga
gtgaacaaat
agactgeeta
gtcgéaagcq
caacgtaage
taagygtttca
ageagetgga
atcaatgtog
tccaaattge
aatggtgact
saggtegttyg
caaatcaata
ggcaageaac
cgatacttog
ogaageggtg
atggeaacaa
caattaatag
ceggetgget
attgcageac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttitaat
ccttaacgtyg
tettgagate
ccageggtgg
tteageagag

ttecasgaact

teggagygace
ttgategitg
tgeoetgrage
attgttagac
tettecaact
gotteaagta
acateccticy
actacatttec

tttagegect

atcgtggety
agttcgeget
totacagege
atcaaagete
tcactgtoty
grteggttaga
gegatcaccg
toggotigaa
cgttgegeaa
actggatygga
ggtttatigo
tggggocaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttazaaggat
agttticgtt
stttttttet
ttigtitgce
cgcagatace

ctgtagecace

gaaggagcta
ggaacocggag
atctaacget
attatittgee
gatectgegeg
tgacgagetyg
gcgegattte
geteategeo
caaatagatc
caacgctatg
getegaagat
tagctggata
ggagaataote
gocgogttgt
gctteoaggeo
gatggogete
ctteccteat
tgaattgtta
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaageec
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
cractgageg
gegegtaate
ggatcaagag
zaatactgtc

gectacatac

_75_

acegetittt
ctgaatgaag
tgagttaage
gactaccttyg
cgaggccaag
atactyggygcce
geoggttact
ageotagtoyg
ctgbttcagga
tectoetiget
acctgcaaga
acgooacgga
gototeteca
ttcatcaaéc
gcecatocact
gatgacgeea
gatgtttaac
ggegteatee
ggcgaactac
gttgcaggac
qgagocgaty
teceegtatce

cagatcgetyg
tcatatatac
atcetttttg
tragacceoqg
tgeotgettge
ctaccaactoe
ctictagtgt

ctegetetge

tgracaacat
ccataccaaa
cgogoognega
gtgatoctege
cgatcttett
ggcaggeget
gogotgtace
ggcggogagt
acoggatcaa
tttgtcagea
atgtecatige
stgatgtcgt
ggggaageeg
cttacggtca
geggagecgt
actacotety
tcétgaatta
tgtgeteceyg
ttactetage
cacttctgeyg
agagtgggte
tagttateta
agataggtge
tttagattga
ataatcteat
tagaaaagat
aaacazaaaa
trttteocgaa
agecgtaght

taatootgtt

gggggatecat
cgacgagogh
ageggegteg
ctttocacgta
gtccaagata
ccattgeecca
aaatgcggga
técatagcgt
agagttecte
agatagoeag
getgacatte
Cgtggacaaﬁ
aagtttecaa
cogtaaccag
acaaztgtac
atagttgagt
agoegogooy
acctgecagesa
thceeeggcaa
cteoggeoctt
tegoggtate
cacgacgggg
ctcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaatce
caaaggatect
accaccgcta
gataactgge
aggecaccac

accagtggcet

1800
1860
1820
1580
2040

2100
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gotgoeaghg
aaggegoage
acctacaccy
gggagasaagg
gagcttocag
cttgagegte
aacgaggoact
gegttateoo
cgecgeages
atgeggtatt
aétacaatct
actgggteat
gtotgotece
agaggttttc
ggtegtgaag
acagaagcegt
grtttggtoac
tgaaacgaga
aacgttgtga
agggtcaatg
atcctgegat
tttacgaaac
ageagcagtae
aacceogesa
aggacccaac
atatgttctyg
caattettgg
ggoceggete
tacaatceat
cagoggtoeca

ctgatggteg

gcgataagte
ggtegggety
aactgagata
cggacagghta
ggggaaacge
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattectgt
gaacgaccga
ttctecttac
goetetgatge
ggotycgooe
ggcatecget
acegtcatcs
cgaticacag
taatgteotgg
tgatgccice
Jaggatgcte
gggtaaacaa
ceagegette
gcagatcegg
acggaaaceg
getteacgtt
goctageooyy
gotgocegady
ccaagggtty
agtggtgasat
catgeoacege
gocaaccegt
atgatcgaag

teatctacet

gtgtecttace
aacggagggt
cotacagegh
teceggtaage
ctggtatctt
atgctegtea
cetggocttt
ggataacogt

gogeagegay

[}

catctgtae

Y

cgcatagtt
cgacacaoge
tacagacaag
cecgazsacgey
atgtctgeok
cktctgataa
gtgtaaggyy
acgatacggy
ctggeggtat
gttaatacag
aacataatgg
aagaccatte
cgctogegta
gtochoaacy
atgcogoogey
gtttgedeat
cegttagega
gacgoaasgs
tceatgtget
ttaggetgot

geotggacag

gygttggact
tcgtgéacac
gagctatgag
ggcagyytey
tatagtcctg
ggggggcgyga
tgotggoctt
attaccgoct
tcagtgageg
ggtatttcac
agecagkata
caacaccogce
ctgtgacogt
cgaggecaget
gtrcatcoge
agogggecoat
gatttctgtt
ttactgatga
ggatgoggceg
atgtaggtgt
Lgcagygycygc
atgttgttge
tcggtgatte
acaggagoac
tgoggotacet
teacagtict
gytgeegecyg
ggggagygcag
cgccgaggoyg
aagagocgcy

catggeetac

caagacgata
ageeeagett

RAR

Lie]

cgoeac

Q

aacaggaga
togyggttteg
gectatggaa
ttgcteacat
ttgagtgage
aggaageygoa
accgceatatyg
cactecogeta
tgacgogooe
ctoogggage
gcq&taaagc
gtecagekeg
gttaagggcy
catygyggggta
tgaacatgen
égaccagaga
tcecacagggt
tgacttocyce
teaggtogea
attctgctaa
gatcatgege
gaagatyggcg
cegeaagaat
gettecatte
acaaggtata
grataaateqg
agcgateelt

aacgegggea

gttacecggat
ggagcgaacyg
geticoegaa
gegcaceagy
ccacctetga
aaacgccagc
gttetitoet
tgatacaget
agagogooty
gtgcactecta
tegeotacgtyg
tgacggygott
tgratgtgtc
teatecagegt
ttgagtttet
gttttttoot
atygataccga
cggttactgy
aaaatcactce
agecagoage
gittocagac
gacgttttge
ccagtaagge
accegtggeo
gacgegakyy
tgattggeto
aggtegaggt
gggeggcegec
cegrtgacgat
gaagetgtee

rcocgatges

2400
2460
Z520

2580

28806
2940

30090

3420
2480
3540
3600
3660

3720

38490
3800
38860

4429
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geoggaageyg
caagacgtag
acgtttggty
cgcaagcgac
cragageget
ggegacgata
gggcatoygt
tggeggcegt
accgcggccg

tgaggggcyy

gggcaggote

gectgattht
cgotattgac
gaggggcaga
ggceagaaaat
ttitaaccty
tgogegtgac
taacgegyge
aazaatggea
cogtgtiggy
cteagttetyg
aggatatatt
tatgatggte
tgtagatgtc
gatacgtogt
ttecgacgtgt
CggToaceac
ataaacgacce
taatttataa

ataaacaact

agaagaatca
cecagegegt
gegggacesy
aggocgatca
gocggeacet
gtecatgeceoo
cgatogaces
ctatggeecet

gocogecggeoy

acgcgagttt
acttgagggy
gtgocltgacay
ccagcoatttg
cttttaaace
cgogeacgec
ctcecatecoe
goceaageotag
gggazggtyc
cgtagaaanc
caattgtaaa
aatatggags
cgcageghta
atttatagge
ctacatteac
tcogagaagct
atttccgtca
gtgtgaaghtt

coatagattt

taatggggaa
cggoegecat
tgacgaaggce

tecgtegeget

ghectacgag

gogeecacayg
tttccgac?c
graaacgege
ttgtggatac

ttgaggggec

- ggegacytgy

cecacagaty
cgogactact
atgaggggcy
caaggghtte
aatatttata
gaaggggggt
cecagggget
gaaaagtcce
acatygyctca
aacatguaay
tggotteatyg
aaaagaaaya
ttatasaatg
gaaagcaata
gtccaaatgyg
tactagtcaa
attctecttg
tgaattatga

tcaaazaaaac
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gygccatoecay
gecggegata
ttgagocgagg
ccagegaaay
ttgcatgata
gaaggagcty
teacegggot
cagaaacgee
ctogocggaaa
gactcacaoag
agctggecag
atgtggacaa
gacagatgag
cacctatiga
cgacegtttk
aaccttgtte
gceccceoott
gcgecccteg
atgtggatcea
gttotcaaty
ctoaaccggy
tocegggaaat
gtaattaceca
azagtacatt
aacaaattat
gggottagat
caattggeca
gttgcaacay
aagacgaaat

agtcacgaga

cctegegtey
atggeetget
gegtgeaaga
cggtectoge
aagaagacag
actggattga
ggttgeecte
gtegaagecy
actiggeceet
gogeggegtt

ccteoguaaat

gagegegatce
catttgaggy
tocggecacoyg
ttaaccaggy
ctegaaceet
goagogaacy
cteoegttygee
gaaattatct
tgcaaagoegy
crtacatgygsat
atttititic
ttygatasaac
tctaattegy
gagaaactic
atctttgtte
tctaccegic
cgtattaaaa

aaaazaceac

cgaacgecay
tctogocgaa
tteegaatac
cgaaaatgac
teataagtge
aggctctcaa
geegotggge
tgtgcgagac
cactgacaga
gacagatgag
cggcgaaaas
aagtgcccetyg
cttgacactt
getgtocaca
ctaacctgic
ctgegeccetg
cooggonege
gecteacooe
cegtogetea
gcctéaccqg
cagléggegge
cagcaatgaqg
azttcaaaaa
gacaaattac
aaatctttat
acgatcgaty
taaattgcta
aaatgtttac
attcacgaga

agtocegtttg

4080

4149
4200

4260

53580
5640
3700
5760

58206
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tctgetettoe
atttgaacga
tagcegtaac
ggtttagatc
agtgtgaaag
agaagaaata
tactcgtttco
atotttctet
totetagate
cgatitoget
ggttgettgt
tttatgtgte
tatttttogti
gattgatctg
gtttictogt
cgatgtttga
gtttacttea
catggegeaa
ctogasatee
acgagettat
ctetgagett
sgchteatcet
coctggagat
gacgagaate
agcaatgggt
cggaggattg
tettactaty
coteactaay
gaaztotgay
aatcacgtac

cctcaacaca

tagtttttat
tgtecgaace
catcagtcac
aaactcaaaa
ccaggtoace
gaaaaaaata
gotbtoctta
ctogebgott
cgttegetig
agatetgttt
tatgtgatto
agatctatygy
tttttcagtg
gtittaatctk
tgagatotgt
gtttcaataa
tgagcettate
gttagcagaa
agtcaacgea
cogatttogt
cgtectetta
aggcecageta
aaaagrtattt
actggtttge

gocagaatoe

1

togeoteooog
ggactggtég
agaccaatgy
gatggtgate
agggttccga

ctyggaatoa

tatttttota
acaasagqaeyg

ggctceccggy

caatctascy

atagecattgl
aaagagtgaqg
gtgttagcetg
ctogaatcett
attttgctge
agecatgogtt
gatecgtgot
agtttgagga
aagtgaagtt
tegatotgtt
gaagtttgasa
acgetgekaa
caattcatit
tctgcaatgg
aatctcectt
cgtegtyggay
aggtcatgte
ctgecaggaa
cacacaggaq
ttgagggega
gaa;agaggq
aagegoeeact
gogtgtatga
gacgagtéct
gtottonggth
tggcgteage

caacegtgat

thaatagttt
agocgataaa
ctaattcatt
gecaacataga
ctcgcccaga
aaaaatcgta
ctgeogobgt
ctgtateate
tegttagteg
gtggttitat
tgttggateyg
Lttettetoge
gtitagticy
aggtgltitgat
cctagtitic

tottegaaac

tgtgcagaac
atcggttict
attgaagaag
tretgttten
gtetagegay
ctteatgttc
agatgttate
cgatacgltgy
tgacttiggg
ctttgactet
gaatcoecty
tactctgcga
acaggtcaag

tgsacccate

tttgttattt
tectaageeg
tgaaccgaat
cgegteggty
thttttattt
gagotatata
tgtttctect
tteottettet
ttattgttga
gagaaaatct
atctgageta
ttetgtegat
aaatgactic
gtttacaagt
tcaataatca
raagttgtga

factttttt
ceatotetta
ctgaagacge
agtgggatga
scggagtgea
ctcagtggea
ggaggactty
aacaccggta
atcatcgacy
aacgragcta
acctteateg
agggagatgyg
ggoececaaga
tcageggtac

atgactagag

cqagaataaa
ageotaactt
cataatcoaac
agctaaaaag
gggaaataat
ttegeacatg
ceatttctet
tcaaggtgag
tictctatge
trghtttggy
attbottaagy
ctotogetgt
gtgtatgecte
gaattctagt
acatatgaag
totgattcoght
tttaghgaac
teotogaatet
agcageatec
cgttaattgg
tqc£tcatgg
cogtgogeat
ctagtggaga
aggegatgea
gtgttyggtaa
cggggtgeey
gtgaegcgag
gtgtceaggt
Cocgeacgon
tcotggeggy

accacacgga

3280

5840

6000

6060

6120

§180

[+21
3
P~
o

6600

GESE0

6726

65780

6840

69G0

6960

7380

744G

7500

7560

7620

7680
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gaagatgtig
gacaatoeocge
teecteogtoo
gatcetgaat
gggtgatgac
gegeghgegt
gatcgacgag
gaacggectt
cotgaageta
cccagacygg
iagaatcgcc
cgatgctace
ggeccaagato
gcaataaagt
tctgttgaat
atgggttttt
atageogeges
atcecacgty
acttttcaac
cactttatty
aaaggaaagy
cocacgagaa
tgatgtgatg
ttocattgee
tacaaatgea
ggtecrocaaag
acgtcottcaa
teecactate
accaggtyggt

gatcacctgt

cagggtiteg
ttggagggces
acagegttte
gtecteatyga
atcegagytta
tctagtacac
taccceatic
gaggagttga
aacggegtygg
aaggggttgg
atgteatite
atgategeca
gagctgtety
ticttzagat
tacgttaage
atgattagag
aactaggata
aggacegect
aaagggtaat
tgaagatagt
ccategttga
geategtgga
gtccgattga
cagctatetg
atcattgega
atggacccee
agcaagtgga
cttcgeaaga
accggogege

cgtacagtat

gegeotaatot
gaggtaaact
cectegtage
atccaacgag
tcaatactag
tcasaggogt
tcgeegitge
gggttaagga
actgcgacga
ggaatgettce
Lggtgatggy
acotactttae

atactaagge

tgaatococtglt

atgtaataat
tccegeaatt
aattatcgog

gcaggecgey

gyasaaggaa
agatgectet
aaagasgac
gactittcaa
tcactitatt
taaaggaaay
acccacgags
ttgatgtgat
ceettectet
caggeetgyt

fttetacattt

gactggcecaa
tgogttgere
aaccggocete
gttggcaggt
gacogtcoct
Lgctgegitt
gagtgacagy
aggtgaaacg
gggagetgot
acttgicteo
tgagttcatyg
cgettgaatt
tgecggtett
taacatgtaa
atacatttas
cgogytgtca
ttatcaaget
cteceteggat
ggtggetact
gocgacagtyg
gttecaacca
canagggtaa
gtgaagataq
geeatogtig
ageategtog
atctecactg
etataaggaa
agtctgatta

gatgtgtgat

accgacgeoyg
gtcatcgatg
gtocotggat
atccteoacat
ggagaggatg
gaggatogeqg
gecgagggeg
ctgtocgegg
tecettgtag
gtggcgacyge
gagaatcogyg
gaccteatgy
coocgatogtt
gogatgatta
tgcatgacgt
tacgcgatag
tctatgttac
aactgoagght
tocattgecs
acaaatgcea
gtoecaaaga
cgtettcaaa
tatceggaaa
tggaaaagga
aagatgocta
aaaaagaaga
acgtaaggga
gttcatttea
attaagcgat

tigtgaagaa

acggegtygag
tgeetggaga
ctgatgtgac
tgoaggagat
tggoegatet
ctecatecat
caactgtaat
tggcgaatgy
tcegtggteyg
accttgatca
tgacogtiga
caggettyggg
caaacattty
tcatataatt
tatttatgag
aaaacaaaat
tagategggy
cogatgtgag
agctatestgt
tcattgegat
tggaccocsa
geaagtggat
cctoctegga
aggtgyctee
tgecgacagt
cgttcaaace
tgacgcacaa
tttggagagg
cgegggeect

catcaaacaa

-1
-3
=
=

7800

7860

-3
W
3]
<

7880
8040

g100

8820
8850
8940
Q000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
8420

9480
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aacaagcact
aacaatgaag
tttttrattt
gtgatgctct

aatgtgagta

<210>
<211>

14

gactttaata
ctaaaatttt
tctaattata
ttttttctte

cattgagete

1696

<212> ADN

<213> Artificial
<220>
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<400> 14
eRa’atiiat

azgacitita

sgtiggtiges
caaghgttgt
tgatogaaty

trtrastastsa

v

S

bl o
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R
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-
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sguttatatt

. gtisgsazss

tgatgataag tattatgglta attaattaat tggcaaaaac
atttattgag ccttgeggtt aatttettgt gatgatcttt
tatagtiteo tttgettiga aatgetasayg gtitgagags
ctetttottt tttasactita tcatacaaat ttigaataaa
atttaaataa gcectt

Fagsgaatiy
vEteaktsst
bakn

shgoRs

gExtatatslr

sastatgtag
statakatag

astatobygac

e ghbttteatyt

Aazsstatata

ttatgactig

R oF 3 oF 3

ghetagtbth

thtagotty
atatiitogh

ttgtaanata

“

tobgritedt

Pxd

Lo

macotaate

shbttactag o

JFCCTIJJTOES

sazbatoati

syysgstiey

castgtyoat
Legggogtty
gaactotita
tighassaga
gRargbiott
gtazaaggoa

tratgestit

Eatiattaty

TEIGOTT AL

tagttatiags
tobgsgataa
cEatogoase

aatiaasagh

yERgasatty

r

Y}

ragaeaatg
Aasaaasgate

asttooewac

tEoolgases
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Frgatggget

GRBTACAGYS DUBY
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[ TR A N
gorh sy &ag

SORFECIAYE

gatasgstio

tabboRtyas
chotatagia

SRR EFHGON

T

atggaatia

[43
A

T sasalooase

<210> 15
<211> 1696
<212> ADN

saloossags

D ARSOSY

<213> Zea mays

<400> 15
caaatttatt

aagactttta
tttcageaat
atatatggtt
gcatgatata
ttatacasat
agttggtgea
caagtgttgt
tgatcgaatt
tttactaata
gcacataata
ttctactaga
Laaccctatt
aagacattca
atttatctga
gaagtttitt
tgttgggett
tttgttgyge

ctttacacat

atgtgitttt
gctaaaattt
agattatatt
gttagaaaaa
taatatatat
atacacgaac
Ttggecaaaac
amsagrcattat
tttaaagttyg
acattcatac
agaaacctaa
aagctetogg
agttttcaca
atccgatagg
cttgttttgt
ttggactity
atgatttgta
ttatgacttg

tazaacatagt

Poadanoany

_81_

statsttaas

ggtassatal asst

poebttgigy ©

gatghagsic whamg

ttghtonaat tg

ttiecogtggt
gaaagaatit
ttteattact
atgcactata
atatatatat
acatatattt
saatatgtag
atatatatag
aatatctgac
gtrtiecattt
ttggtgattt
aaaatcttgg
aacatactat
gaagtgatgt
gtatagtttt
titagehtty
atattttcgt
ttgtaacata

totgtttttt

cgagattgtyg
actttaagaa
ctagcagtat
tatatatata
atgtgtgtgt
gacaaaatca
attaaaaatt
tagatceccaa
gtaggatttt
gaaatatoct
attttactag
accaaatcca
caatatecatt

aggaggttygyg

ttgggegttt
ggactettta
ttgtaacaga

gaaagttett

sttatstats

tattattcett
aalbclttaaca
ttttgoagat
ttatttttte
gtatatggte
aagtattaca
ceageoctooa
atttttgtac
tttaatgtct
ctataattat
taaatttctg
tattecatga
goaacggaaa
gaagacagge
aaaggaagat
tttbtikbiga
gtttatttag
tgacttgatyg

attttcattt

Fassadsas

ghatsctaga

GRLGATTNAS

tagttattac
tetgagatas
caatogeasac
sattaaaagt
raagaaattc
ctaaacaaty
sasaaaaatc
aattccacac
tacctgacea
attgaattty
gtgatgggot
cttegattgt
aggtacaagt‘
ccagaaagay
ggagacttga
tcaataactt
acgtgetaac
tgegactaat

ttatttgaat

lasd

18

300

2690

1026

108¢

1140
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gttatatatt
azaztatata
tteccatttt
ggtatgsaag
coaggeaagt
gataagatte
gtctcaacac
atccacacte
ccockeogate

gcactagacc

Lisboa,

tttctatatt
ttocacagtt
tattcatgaa
ctotatagla
aaaatgagea
atggaattat
ctotecttag
aaaatccaac
actcecaaage

aaacct

tataattcta
tocacctaatce
tcatacoatt
agtaaaatat
ageaceacte
cttocacgty
goetttgtgg
ggtgtagatc

ttgttoteat

14 de maio de 2014

_82_

gtazaagygoa
ttatgecattt
atatattazc
aaalttococa
caceateaca
geattattoe
cegltaccaa
ctagtecact

tgttgttate

aattttgett
agcagtacaa
taaatccaaqg
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caatttoact
ageggticaa
gtaraattaa
Ltgastetoat

attatatata

tlaaatgasaa
attcaaaaat
gtaaazaaaa
gececaagteca
catagataac
gocgataagy
cotcacacat
gtatectaga

gatgaccaaa



PE1827078 -1 -

REIVINDICACOES

1. Uma célula vegetal de milho com wum ADN
recombinante estavelmente integrado no seu genoma compre-
endendo um promotor que ¢ funcional em células vegetais e
que estd operativamente ligado ao ADN que codifica para uma
proteina com uma identidade de sequéncia de aminocacidos de
pelo menos 90% relativamente ao comprimento total de SEQ ID
NO: 5, em que uma planta de milho compreendendo a referida
célula vegetal de milho apresenta um rendimento melhorado
em comparacgdo com plantas de controlo que nédo tém o
referido ADN recombinante através do rastreio de plantas
que sdo regeneradas de células de plantas na referida popu-
lacdo para um rendimento melhorado em comparacdo com plan-

tas de controlo que ndo tém o referido ADN recombinante.

2. A célula vegetal de milho da reivindicacéao
1, em que a referida proteina compreende a sequéncia de

aminodcido de SEQ ID NO: 5.

3. A célula vegetal da reivindicacdo 1 ou 2
compreendendo ainda ADN que expressa para uma proteina que
proporciona tolerdncia a exposicdo a um herbicida aplicado
em niveis que sdo letais para um tipo nativo da referida

célula vegetal.

4, A célula vegetal da reivindicacdo 3, em gue
o agente do referido herbicida ¢ um composto glifosato,

dicamba, o glufosinato.
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5. A célula vegetal de milho da reivindicacédo 1
ou 2, em que a referida proteina compreende um dominio

"Homeobox" e um dominio HALZ.

6. Uma planta transgénica de milho ou uma
semente de milho transgénico compreendendo uma pluralidade

da célula vegetal da reivindicacdo 1 ou 2.

7. A planta de milho transgénica da reivindi-
cacéo 6, que ¢é homozigdtica para o referido ADN

recombinante.

8. A semente de milho transgénico da reivindi-
cagdo 6, que ¢é uma semente de milho transgénico, néo
natural, que pode produzir plantas de milho que séo
resistentes a doenga do virus Mal de Rio Cuarto ou do fungo

Puccina sorghi ou ambas.

9. A planta de milho da reivindicacdo 6, em gque
a referida proteina compreende um dominio "Homeobox" e um

dominio HALZ.

10. Um grdo de pdlen transgénico compreendendo
um derivado hapldide de uma célula de planta da reivindi-
cacdo 1 ou 2 e compreendendo o ADN recombinante tal como

referido na reivindicacdo 1 ou 2.

11. Esta invencdo também proporciona métodos

para o fabrico de uma semente ndo-natural, transgénica que
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pode ser wusada para produzir uma planta transgénica de
milho da reivindicacdo 6, compreendendo o método para o
fabrico da referida semente:

(a) rastreio de uma populacdo de plantas para o referido
rendimento melhorado e o referido ADN recombinante, em que
plantas individuais na referida populacdo podem apresentar
o referido rendimento a um nivel inferior do gque, essen-
cialmente o mesmo que, ou maior do que o nivel como que a
referida <caracteristica ¢é apresentada em plantas de
controlo que ndo expressam o ADN recombinante,

(b) seleccionar a partir da referida populacdo uma ou mais
plantas que apresentam a caracteristica a um nivel superior
do gque o nivel com que a vreferida caracteristica &
apresentada em plantas de controlo,

(c) wverificar que o referido ADN recombinante estd inte-
grado de forma estéavel nas referidas plantas seleccionadas,
(d) analisar o tecido de uma planta seleccionada para
determinar a producdo de uma proteina que tem a funcdo de
uma proteina codificada pelos nucledétidos numa sequéncia de
SEQ ID NO: 1; e

(e) recolher sementes de uma planta seleccionada.

12. Um método da reivindicacédo 11 em que
(i) as plantas na referida populacdo compreendem ainda ADN
gue expressa uma proteina que proporciona toleradncia a
exposicdo a um herbicida aplicado a niveis que sé&do letais
para as células do tipo nativo e em que a referida seleccédo
¢ efectuada tratando a referida populacdo com o referido
herbicida, preferentemente o referido herbicida compreende

um composto glifosato, dicamba, ou glufosinato; ou



PE1827078 -4 -

(ii) a referida seleccdo é efectuada pela identificacédo de

plantas com a caracteristica melhorada.

13. Uma semente de milho hibrido compreendendo
uma pluralidade de células vegetais da reivindicacdo 1 ou 2
que pode ser obtida por um método compreendendo:
(a) aquisicdo de sementes de milho hibrido a partir de uma
planta de milho tolerante a herbicida da reivindicacédo 6;
(b) producdo de plantas de milho a partir da referida
semente de milho hibrido, em que uma fraccdo das plantas
produzidas a partir da referida semente de milho hibrido é
homozigdtica para o referido ADN recombinante, uma fraccdo
das plantas produzidas a partir da referida semente de
milho hibrido ¢é hemizigdética para o referido ADN recom-
binante, e uma fraccdo de plantas produzidas a partir da
referida semente de milho hibrido nd&o tem nenhum do
referido ADN recombinante;
(c) seleccionar plantas de milho que sdo homozigdticas e
hemizigdéticas para o referido ADN recombinante, pelo
tratamento com um herbicida;
(d) recolha de sementes a partir de plantas de milho
sobreviventes tratadas com herbicida e plantar a referida
semente para produzir novas plantas de milho descendentes;
(e) repetir os passos (c) e (d) pelo menos uma vez para
produzir uma linhagem de milho endogémica;
(f) cruzar a linhagem de milho endogdmica com uma segunda

linhagem de milho para a producdo de sementes hibridas.

Lisboa, 14 de maio de 2014
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