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METODO E VETOR CAPAZ DE MANIPULAR O ENVELHECIMENTO OU
INTENSIFICAR A BIOMASSA NUMA PLANTA; E CELULA DE PLANTA
TRANSGENICA, PLANTA, SEMENTE DE PLANTA OU OUTRA PARTE DE PLANTA
[001] O presente pedido de patente é uma continuagdo em parte do pedido de
patente US 10/363 723, intitulado "Manipulagao de envelhecimento de plantas usando um
promotor gene MYB e o gene da biossintese da citoquinina”, depositado em 5 de Marco de
2003, que reivindica a prioridade do pedido de patente internacional PCT/AU01/01092,
intitulado "Manipulacao de envelhecimento de plantas usando um promotor gene MYB e
genes da biossintese da citoquinina”, depositado em 30 de Agosto de 2001, que reivindica
a prioridade do pedido de patente australiana PQ 9946, intitulado "Manipulacao de
envelhecimento de plantas usando um promotor gene MYB e genes da biossintese da
citoquinina”, depositado em 6 de Setembro de 2000, cujos conteldos s3o aqui

incorporados por referéncia na sua totalidade.

[002] Refere-se o presente invento a métodos para manipular o envelhecimento em
plantas. O presente invento também se refere a vetores Gteis em tais métodos, plantas
transformadas com caracteristicas modificadas de envelhecimento e células, sementes e
outras partes de tais plantas.

[003] O envelhecimento de folhas envolve alteragbes metabdlicas e estruturais nas
células antes da morte celular. Ele também envolve a reciclagem de nutrientes para
regides ativamente em crescimento.

[004] A regulacdo do envelhecimento da planta e de drgaos da planta por
citoquininas tem conseqliéncias importantes para a agricultura. Niveis elevados de
citoquinina em folhas tendem a retardar o envelhecimento. Varios promotores tem sido
usados para regular a expressao do gene jpt, cujo produto (isopenteniltransferase) catalisa
uma etapa chave na sintese da citoquinina. Entretanto, em geral, tém-se relatado que
plantas transgénicas sobre-expressando o gene jpt tém um crescimento retardado de raiz
e brotos, nenhuma formacao de raiz, dominio apical reduzido, e area de folhas reduzida.
[005] E um objetivo do presente invento superar, ou pelo menos aliviar, uma ou mais
das dificuldades ou deficiéncias associadas com o estado da técnica.

[006] Em um aspecto, o presente invento prové um método para manipular o
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envelhecimento numa planta, dito método incluindo introduzir em dita planta uma
construcdao genética incluindo um promotor gene myb modificado, ou um fragmento
funcionalmente ativo ou variante deste, ligado operacionalmente a um gene que codifica
uma enzima envolvida na biossintese de uma citoquinina, ou a um fragmento
funcionalmente ativo ou variante deste.

[007] A manipulacdo do envelhecimento se refere a planta e/ou a 6rgaos especificos
da planta. O envelhecimento de 6rgdos diferentes da planta, tais como folhas, raizes,
brotos, caules, tubérculos, flores, estoldes e frutos podem ser manipulados. A
manipulagdo do envelhecimento da planta e do 6rgdo da planta pode ter conseqiiéncias
agricolas importantes, tais como tempo de prateleira aumentado de, p.ex., frutos, flores,
folhas e tubérculos em produtos de horticultura e flores cortadas, perecibilidade reduzida
de colheitas de horticultura, fixagdo aumentada de carbono em folhas com
envelhecimento retardado levando a rendimentos intensificados, produgao intensificada de
biomassa em plantas de folhagem, producao intensificada de sementes, etc.

[008] "Manipular o envelhecimento" geralmente se refere a atrasar o envelhecimento
na planta transformada com relacdo a uma planta de controle ndo transformada.
Entretanto, para algumas aplicacdes, pode ser desejavel promover ou de outra forma
modificar o envelhecimento na planta. O envelhecimento pode ser promovido ou de outra
forma modificado por exemplo, pela utilizagdao de um gene anti-senso.

[009] Uma quantidade efetiva de dita construcdo genética pode ser introduzida em
dita planta, por qualquer técnica adequada, por exemplo por transdugdo, transfeccdo ou
transformagao. Por "uma quantidade efetiva" entende-se uma quantidade suficiente para
resultar numa caracteristica fenotipica identificdvel em dita planta, ou numa planta,
semente ou outra parte de planta derivadas dela. Tais quantidades podem ser
prontamente determinadas por um técnico da area, levando-se em conta o tipo de planta,
a rota de administragao e outros fatores relevantes. Tal pessoa sera prontamente capaz de
determinar uma quantidade e um método adequados de administracdo. Vide, por
exemplo, Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, cuja descricdo integral é aqui incorporada por referéncia.

[010] Por "promotor gene myb modificado" entende-se um promotor normalmente
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associado com um gene myb, o qual promotor é modificado para excluir ou desativar um
ou mais motifs especificos da raiz e/ou motifs especificos de pélen em dito promotor.
[011] Embora o depositante nao queira estar restrito pela teoria, postula-se que a
exclusdo ou desativacdo de um ou mais motifs especificos da raiz em dito promotor gene
myb pode aliviar ou superar o problema de expressdo sem retencao do gene que codifica
uma enzima biossintética citoquinina em meristemas da planta, que pode afetar o
desenvolvimento da raiz em algumas espécies de plantas. Também é postulado que a
exclusdao ou desativacdo de um ou mais motifs especificos do pélen em dito promotor
gene myb pode aliviar ou superar o problema da expressao sem retencao do gene que
codifica a enzima biossintética citoquinina no pdlen, o que pode afetar o desenvolvimento
do pdlen em algumas espécies de plantas.

[012] Preferencialmente, o promotor gene myb é um promotor gene myb32
modificado. Preferencialmente, o promotor gene myb modificado é de Arabidopsis, mais
preferencialmente de Arabidopsis thaliana.

[013] Um promotor adequado que pode ser modificado de acordo com o presente
invento é descrito em Li et al., Cloning the three MYB-like genes from Arabidopsis (PGR
99-138) Plant Physiology 121:313 (1999), cuja descricdo integral é aqui incorporada por
referéncia.

[014] Por um "motif especifico de raiz" entende-se uma seqiiéncia de 3 a 7
nucleotideos, preferencialmente de 4 a 6 nucleotideos, mais preferencialmente de 5

nucleotideos, que dirige a expressao de um gene associado nas raizes de uma planta.

[015] Preferencialmente, o motif especifico de raiz inclui uma seqiiéncia de consenso
ATATT ou AATAT.
[016] Preferencialmente, entre um e dez, mais preferencialmente entre trés e oito,

ainda mais preferencialmente entre cinco e sete motifs especificos de raiz sao excluidos ou
desativados, preferencialmente excluidos, em dito promotor gene myb.

[017] Os motifs especificos de raizes podem ser excluidos pela remocdo de motifs
individuais ou pela remogdao de um fragmento do promotor contendo um ou mais moltifs.
Por exemplo, toda ou parte da regido entre os nucleotideos 1 e 530, preferencialmente

entre os nucleotideos 110 e 530 do promotor gene myb da Arabidopsis thaliana podem ser
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excluidos.

[018] A exclusdo pode ser efetuada pelo corte do acido nucléico, por exemplo com
endonucleases de restrigao, e ligando as extremidades cortadas para gerar um promotor
com um fragmento removido.

[019] Por exemplo, o promotor gene myb da Arabidopsis thaliana madificado pode
ser preparado pela remocgao de um fragmento entre o sitio Xcml nas posicbes 162 a 176 e
0 sitio Sspl nas posigies de 520 a 525. Isto gera um promotor gene myH modificado com
6 dos 7 motifs especificos de raiz excluidos. Alternativamente, todos os 7 motifs
especificos de raiz podem ser excluidos, por exemplo pela exclusdo da regido a montante
do sitio Sspl nas posicoes de 520 a 525, ou pela exclusdo da regido entre os nucleotideos
1 e 120 junto com a regido entre o sitio Xeml nas posicdes de 162 a 176 € o sitio Sspl nas
posicoes de 520 a 525.

[020] Um motif especifico de raiz pode ser desativado por adigdo, exclusdo,
substituicdo ou derivag@o de um ou mais nuclectideos dentro do motif, de modo que ele
nao tenha mais a seqiiéncia de consenso preferida.

[021] Preferencialmente, o promotor gene myb modificado inclui uma segiiéncia de
nucleotideos escolhida dentre o grupo que consiste das seqiiéncias mostradas nas figuras
2, 3 e 4 (ID de segléncia Nos.: 2, 3 e 4, respectivamente) e seus fragmentos
funcionalmente ativos e suas variantes.

[022] Por um "motif especifico de polen" entende-se uma sequéncia de 3 a 7
nucleotideos, preferencialmente de 4 a 6 nucleotideos, mais preferencialmente de 4 ou 5
nucleotideos, que dirige a expressio de um gene associado no pdlen de uma planta.

[023] Preferencialmente, o mofif especifico de pélen inclui uma seqléncia de
consenso escolhida dentre o grupo que consiste de TTCT e AGAA.

[024] Preferencialmente, entre um e trinta, mais preferencialmente entre trés e
quinze, ainda mais preferencialmente entre quatro e dez motifs especificos de pdlen sdo
excluidos ou desativados, preferencialmente excluidos, em dito promotor gene myb.

[025] Os motifs especificos de polen podem ser excluidos pela remogdo de motifs
individuais ou pela remogac de um fragmento do promotor contendo um ou mais motifs.

Por exemplo toda ou parte da regido entre os nucleotideos 1 e 540, preferencialmente
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entre os nucleotideos 390 e 540 do promotor gene myb de Arabidopsis thaliana pode ser
excluida.

[026] A exclusdo pode ser efetuada pelo corte do acido nucléico, por exemplo com
endonucleases de restricao, e ligando as extremidades cortadas para gerar um promotor
com um fragmento removido.

[027] Por exemplo, o promotor gene myb da Arabidopsis thaliana modificado pode
ser preparado pela remogao de um fragmento entre o sitio Xcml nas posicoes 162 a 176 e
o sitio Sspl nas posicoes de 520 a 525. Isto gera um promotor gene myb modificado com
4 dos 23 motifs especificos de podlen excluidos. Alternativamente, 10 dos motifs
especificos de pdlen podem ser excluidos, por exemplo pela exclusao da regido a
montante do sitio Sspl nas posicoes de 520 a 525.

[028] Um motif especifico de pdlen pode ser desativado por adicdo, exclusdo,
substituicdo ou derivacao de um ou mais nucleotideos dentro do motif, de modo que ele
nao tenha mais a seqiiéncia de consenso preferida.

[029] Preferencialmente, o promotor gene myb modificado inclui uma seqiiéncia de
nucleotideos escolhida dentre o grupo que consiste das seqiiéncias mostradas nas figuras
2, 3 e 4 (ID de seqiiéncia Nos.: 2, 3 e 4, respectivamente) e seus fragmentos
funcionalmente ativos e suas variantes.

[030] Num aspecto adicional do presente invento € provido um método para
intensificar a biomassa numa planta, dito método inclui introduzir em dita planta uma
construcdo genética incluindo um promotor gene myb, ou um fragmento funcionalmente
ativo dele ou uma variante dele, operacionalmente ligado a um gene que codifica uma
enzima envolvida na biossintese de uma citoquinina, ou um fragmento funcionalmente
ativo dele ou uma variante dele.

[031] O promotor gene myb ou um fragmento funcionalmente ativo dele ou uma
variante dele pode ser um promotor gene myb de comprimento inteiro ou um promotor
gene myb modificado.

[032] O promotor gene myb de comprimento inteiro pode ser um promotor gene
myb32. Preferencialmente, o promotor gene myb é de Arabidopsis, mais

preferencialmente Arabidopsis thaliana. Mais preferencialmente, o promotor gene myb
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inclui uma seqliéncia de nucleotideos escolhida dentre o grupo que consiste da seqiiéncia
mostrada na figura 1 anexa (ID de seqiiéncia No. 1) e seus fragmentos funcionalmente
ativos e suas variantes.

[033] O promotor gene myb modificado pode ser um promotor gene myb modificado
como descrito anteriormente.

[034] Por "intensificar a biomassa" entende-se intensificar ou aumentar numa planta
transformada com relacdo a uma planta de controle ndo transformada uma caracteristica
de crescimento escolhida dentre o grupo que consiste de area total de folha, area
cumulativa de folha, dindmica de crescimento de folhas (i.e., 0 numero de folhas sobre o
tempo), comprimento do estoldo, percentagem de plantas florescendo e producdo de
sementes por flor ou por drea semeada. "Intensificar a biomassa" também inclui reduzir
ou diminuir a percentagem de morte de estoldo numa planta transformada com relagao a
uma planta de controle normal.

[035] Em particular, os depositantes descobriram que enquanto o peso de sementes
(i.e. o peso de mil sementes) de plantas transgénicas de acordo com o presente invento
nao se podia distinguir das plantas de controle ndo transgénicas, o rendimento de
sementes total, expresso com base por flor ou por drea semeada foi significativamente
maior nas plantas transgénicas quando comparado com plantas de controle ndo
transgénicas de intensidade de florescimento equivalente.

[036] Por "funcionalmente ativo" em relagdo a um promotor de gene myb ou
promotor de gene myb modificado entende-se que o fragmento ou variante (tal como um
analogo, derivado ou mutante) é capaz de manipular o envelhecimento numa planta pelo
método do presente invento. Tais variantes incluem variantes alélicos que ocorrem
naturalmente e variantes que nao ocorrem naturalmente. Adigoes, exclusoes, substituicoes
e derivagcbes de um ou mais dos nucleotideos sao contemplados enquanto as modificagdes
nao resultarem em perda de atividade funcional do fragmento ou variante.

[037] Preferencialmente, o fragmento funcionalmente ativo ou variante tem pelo
menos 80% de identidade com a parte relevante da seqiiéncia mencionada acima a qual o
fragmento ou variante corresponde, mais preferencialmente pelo menos 90% de

identidade, mais preferencialmente de pelo menos aproximadamente 95% de identidade.
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Preferencialmente, o fragmento tem um tamanho de 20 nuclectideos, mais
preferencialmente de 50 nuclectideos e mais preferencialmente pelo menos 100
nuclectideos, mais preferencialmente pelo menos 200 nucleotideos, mais
preferencialmente pelo menos 300 nuclectideos.

[038] Por um "gene que codifica uma enzima envolvida na biossintese de uma
citoguinina" entende-se um gene que codifica uma enzima envolvida na sintese de
citoguinas tais como quinetina, zeatina e benzil-adenina, por exemplo um gene gque
codifica isopentiltransferase (/pf), ou um gene similar a /pt tal como o gene sho (p.ex. de
petdnia). Preferencialmente, o gene é um gene isopentiltransferase (jpf) ou 0 gene sho.
Numa forma preferida de realizacdo, o gene é de espécies escolhidas dentre o grupo que
consiste de Agrobacterivm, mais preferencialmente Agrobacterium tumefaciens, Lotus,
mais preferencialmente Lofus japonicus, e FPetunia, mais preferencialmente Fefunia
hybrida.

[039] Mais preferencialmente, 0 gene inclui uma seqiiéncia de nucleotideos escolhidos
dentre o grupo que consiste das seqiiéncias mostradas nas figuras 6, 8 e 10 (ID de
segliéncia nos. 5, 7 e 9) seqiiéncias que codificam os polipeptideos mostrados nas figuras
7, 9 e 11 (ID de seqgiiéncia nos. 6, 8 e 10) e seus fragmentos funcionalmente ativos e suas
variantes.

[040] Por "funcionalmente ativo", em relacao a um gene que codifica uma enzima
biossintética citoquinina, entende-se que o fragmento ou variante (tal como um analogo,
derivado ou mutante) é capaz de manipular o envelhecimento numa planta pelo método
de acordo com o presente invento. Tais variantes incluem variantes alélicas de ocorréncia
natural e variantes de ocorréncia ndo natural. Adicles, exclusdes, substituicdes e
derivacbes de um ou mais dos nucleotideos sao contemplados enquanto as modificagdes
ndo resultarem em perda de atividade funcional do fragmento ou variante.
Preferencialmente, o fragmento funcionalmente ativo ou variante tem pelo menos 80% de
identidade com a parte relevante da seqiéncia mencionada acima a qual o fragmento ou
variante corresponde, mais preferencialmente pelo menos 90% de identidade, mais
preferenciaimente de pelo menos aproximadamente 95% de identidade. Tais variantes

funcionalmente ativos e fragmentos incluem, por exemplo, aqueles tendo mudancas
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conservativas de acido nucléico ou mudancas de acido nucléico que resultam em
substituicbes conservativas de aminoacido de um ou mais residuos na seqiiéncia de
aminoacido correspondente. Por exemplo, a variante funcionalmente ativa pode incluir
uma ou mais substituicbes conservativas de acido nucléico de uma seqiiéncia mostrada
nas figuras 6, 8 ou 10, a variante funcionalmente ativa resultante codificando uma
seqliéncia de aminoacidos mostrada nas figuras 7, 9 ou 11, respectivamente.
Preferencialmente, o fragmento tem um tamanho de pelo menos 20 nucleotideos, mais
preferencialmente de pelo menos 50 nucleotideos, mais preferencialmente pelo menos
100 nucleotideos, mais preferencialmente pelo menos 500 nucleotideos.

[041] A construcdo genética pode ser introduzida na planta por qualquer técnica
adequada. As técnicas para incorporar as construges genéticas do presente invento nas
células da planta (por exemplo por transducdo, transfeccao ou transformagao) sao bem
conhecidas dos técnicos da area. Tais técnicas incluem introducdo mediada por
Agrobacterium, eletroporacdo em tecidos, células e protoplastos, fusdo de protoplastos,
injecdo nos 6rgaos reprodutores, injecdo em embrides imaturos e introdugao por projétil
de alta velocidade em células, tecidos, calos, embrides imaturos e maduros, transformacao
biolistica e suas combinacoes. A escolha da técnica dependera em grande parte do tipo de
planta a ser transformada e pode ser prontamente determinada por um técnico da area.
[042] As células que incorporam a construcdao genética do presente invento podem
ser escolhidas, como descrito abaixo, e entdo cultivadas num meio apropriado para
regenerarem plantas transformadas, usando técnicas bem conhecidas do estado da
técnica. As condicOes de cultura, tais como temperatura, pH e similares, estardo aparentes
para os técnicos da area. As plantas resultantes podem ser reproduzidas, seja
sexualmente ou assexualmente, usando métodos bem conhecidos do estado da técnica
para produzir geragoes sucessivas de plantas transformadas.

[043] Os métodos do presente invento podem ser aplicados a uma variedade de
plantas, incluindo monocotiledéneas [tais como gramas (p.ex. forragem, turfa e gramas de
bioenergia incluindo azevém perene, festuca alta, azevém italiano, festuca vermelha,
canico-malhado, b/luestem grande, espartina, capim-elefante, centeio selvagem, cana de

acUcar selvagem, Miscanthus), milho, aveia, trigo e cevada], dicotiledoneas [tais como
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Arabidopsis, tabaco, soja, trevos (p.ex., trevo branco, trevo vermelho, trevo subterréneo),
alfafa, canola, couves vegetais, alface, espinafre] e gimnospermas.

[044] Num aspecto adicional do presente invento, & provido um vetor capaz de
manipular o envelhecimento numa planta, dito vetor incluindo um promotor gene myb
modificado, ou um fragmento funcionalmente ativo dele ou uma variante dele,
operacionalmente ligado a um gene que codifica uma enzima envolvida na biossintese de
uma citoquinina, ou um seu fragmento funcionalmente ativo ou sua variante.

[045] Num aspecto adicional do presente invento € provido um wvetor capaz de
intensificar a biomassa numa planta, dito vetor incluindo um promotor gene myd ou um
fragmento funcionalmente ativo dele ou uma variante dele, operacionalmente ligado a um
gene que codifica uma enzima envolvida na biossintese de uma citoquining, ou um seu
fragmento funcionalmente ativo ou uma sua variante.

[046] O promotor gene /myb ou um fragmento funcionalmente ativo dele ou variante
dele pode ser um promotor gene sy de tamanho inteiro ou um promotor gene /myb
modificado, como aqui descrito.

[047] Numa forma preferida de realizacao deste aspecto do presente invento, o vetor
pode adicionalmente incluir um terminador; dito promotor, gene e terminador sendo
operacionalmente ligados.

[048] Por "operacionalmente ligado" entende-se que dito promotor € capaz de causar
a expressdo de dito gene numa célula da planta e dito terminador é capaz de terminar a
expressdo de dito gene numa célula de planta. Preferencialmente, dito promotor estd a
montante de dito gene e dito terminador estd a jusante de dito gene.

[049] O vetor pode ser de qualquer tipo adequado e pode ser viral ou ndo. O vetor
pode ser um vetor de expressdo. Tais vetores incluem seqiiéncias de acidos nucléicos
cromossomicas, nao cromossdmicas e sintéticas, p.ex. derivadas de virus de plantas;
plasmideos bacteriais, derivados do plasmideo Ti de Agrobacterium tumefaciens, derivados
do plasmideo Ri de Agrobacterium rhizogenes, DNA do fago; cromossomos artificiais de
levedura; cromossomos artificiais bacteriais; cromossomos artificiais bacteriais binarios;
vetores derivados de combinagdes de plasmideos € DNA do fago. Entretanto, qualquer

outro vetor pode ser usado enquanto seja replicavel ou integrativo ou viavel na célula da
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planta.

[050] O promotor, gene e terminador podem ser de qualquer tipo adequado e podem
ser enddgenos a célula da planta alvo ou podem ser exdgenos, desde gque sejam
funcionais na célula da planta alvo.

[051] Uma variedade de terminadores que podem ser empregados nos vetores do
presente invento também sdo conhecidos dos técnicos da area. O terminador pode ser do
mesmo gene da segléncia do promotor ou um gene diferente. S3o terminadores
particularmente adequados os sinais poliadenilagao, tais como CaMV 35S poliA e outros
terminadores dos genes nopalina sintase {nos) e octopina sintase (ocs).

[052] O wvetor, em adicdo ao promotor, © gene e o terminador, podem incluir
elementos adicionais necessarios para a expressao do gene, em combinagbes diferentes,
por exemplo espinha dorsal de vetor, origem de replicagdo (orl), multiplos sitios de
clonagem, seqiiéncias espacadoras, intensificadores, introns (tais como o intron b/ da
ubiguitina do milho), genes de resisténcia a antibidticos e outros genes marcadores
selecionaveis [tais como o gene neomicina fosfotransferase (npt), o gene higromicina
fosfotransferase (Apf), o gene fosfoinotricina acetiltransferase (bar ou paf)], e genes
reporteres (tais como o gene beta-glucuronidase (GUS) (gusd)]. O vetor também pode
conter um sitio de ligagdo a ribossomo para iniciacao da traducdo. O vetor tambem pode
incluir as seqiéncias apropriadas para amplificar a expressao.

[053] Como uma alternativa ao uso de um gene marcador selecionavel para prover
uma caracteristica fenotipica para selecdo de células hospedeiras transformadas, a
presenca do vetor nas células transformadas pode ser determinada por outras técnicas
bem conhecidas do estado da técnica, tais como PCR (reacdo de polimerase em cadeia),
andlise de hibridizagdo Southern blot, ensaios histoquimicos (p.ex. ensaios GUS),
cromatografia de camada delgada (TLC), analises de hibridizacdo Northern e Western blot.
[054] Os técnicos da area apreciardo que os varios componentes do vetor sao
operacionalmente ligados, para resultar na expressao de dito gene. As técnicas para
operacicnalmente ligar os componentes do vetor do presente invento sao bem conhecidas
dos técnicos da area. Tais técnicas incluem o uso de ligantes, tais como ligantes sintéticos,

por exemplo incluindo um ou mais sitios de enzimas de restricdo.



11/29

[055] Num aspecto adicional do presente invento é provida uma célula de planta
transgénica, planta, semente de planta ou outra parte de planta, com caracteristicas de
envelhecimento modificadas ou biomassa intensificada. Preferencialmente, dita célula de
planta, planta, semente de planta ou outra parte de planta inclui um vetor de acordo com
o presente invento. Preferencialmente, a célula de planta transgénica, planta, semente de
planta ou outra parte de planta e produzida por um método de acordo com o presente
invento.

[056] O presente invento também prové uma planta transgénica, semente de planta
ou outra parte de planta derivada de uma célula de planta do presente invento.

[057] O presente invento também prové uma planta transgénica, semente de planta
ou outra parte de planta derivada de uma planta do presente invento.

[058] O presente invento sera agora melhor descrito com referéncia aos exemplos e
desenhos anexos. Deve ser entendido entretanto que a seguinte descricdo € somente
ilustrativa e ndo deve ser tomada de qualquer maneira como uma restricdo a generalidade
do presente invento descrito acima.

[059] Nas figuras:

- a figura 1 mostra a sequéncia de nuclectideos do promotor a partir do gene
myb32 (atmyb32) de Arabidopsis thafiana (ID de segiéncia no. 1), sequéncia do
promotor Atriyb32 com o tipo MYB, motifs especificos de polen e especificos de raiz
destacados. WAACCA (sublinhado/itdlicc) MYBIAT, GTTAGTT (negrito/caixa)
MYB1LEPR; CCWACC (caixa) MYBPZM; GGATA (itdlico) MYBST1; AGAAA (sublinhado)
POLLEN1LELATS2; ATATT (negrito) ROOTMOTIFTAPOX1.

- a figura 2 mostra uma variante de seqliéncia de promotor Atmyb32

(Atmyb32xs) com a seqléncia Xcml - Sspl da planta excluida. O tipo MYB, motifs
especifico de pdlen e especifico de raiz sdo destacados. WAACCA (subfinhado/italico)
MYB1AT; GTTAGTT (jnegrito/caixa) MYBILEPR; CCWACC (caixa) MYBPZM; AGAAA
(sublinhado) POLLEN1LELATS2; ATATT (negrito) ROOTMOTIFTAPOX1 (ID de segliéncia
no. 2).

- a figura 3 mostra uma variante de seqiéncia de promotor Aftmyb32 com

todos os motifs de raiz excluidos. O tipo MYB, motifs especifico de polen e especifico de



12/29

raiz sdo destacados. WAACCA (sublinhado/itslico) MYB1AT, CCWACC (
AGAAA (sublinhado) POLLENILELATS2 (ID de seqiiéncia no. 3).

- a figura 4 mostra uma variante de seqiiéncia de promotor AfmyH32 com o

caixa

} MYBPZM;

sitio Sspl a montante da segiiéncia excluido. O tipo MYB, motifs especifico de polen e
especifico de raiz sdo destacados. WAACCA (sublinhado/itdlico) MYB1AT, CCWACC

- a figura 5 mostra motifs nas seqiéncias de promotores Afmyb3Z e
Atmyb32xs.

- a figura & mostra a segléncia de nucleotideos do gene isopentenil
transferase (ipf) de Agrobacterium tumefaciens (1D de seqliéncia no. 5).

- a figura 7 mostra a seqliéncia de aminoacidos deduzida do gene isopentil
transferase de Agrobacterium tumefaciens (1D de segliéncia no. 6).

- a figura 8 mostra a sequéncia de nucleotideos do gene isopentil transferase
de Lotus japonicus (1D de seqliéncia no. 7).

- a figura 9 mostra a seqléncia de aminoacidos deduzida do gene isopentil
transferase de {otus japonicus (1D de segiiéncia no. 8).

- a figura 10 mostra a segliéncia de nucleotideos do gene Sho de biossintese
de citoquinina de Petunia hybrida (1D de seqiéncia no. 9).

- a figura 11 mostra a seqiéncia de aminoacidos deduzida do gene Sho de
biossintese de citoquinina de Peturia hybrida (1D de seqléncia no. 10).

- a figura 12 mostra PCR e analise Southern de DNA de plantas trevo branco
( THifofium repens) transgénicas atmyb32::ipt a) a regidgo T-DNA de patmyb32:ipt
mostrando sitios de enzimas de restricdo e localizacdo das sondas usadas para a andlise
de hibridizacdo Southern. b) gel agarose 1% manchado com brometo de etidic dos
produtos 599 bp nptif e 583 bp Jipf amplificados por PCR. ¢) hibridizagdo Southern blot
com DNA gendmico total digerido por Hindll isolado de PCR positiva de plantas trevo
branco hibridizadas com a sonda /ot d) hibridizagao Southern blot com DNA gendmico
total digerido por Hindlll isolado de PCR positiva de plantas treve branco hibridizadas
com a sonda nptl Trilhas 1 e 2: dois regenerantes cv. Haifa independentes resistentes

a kanamicina, codigo: Hmi0l e HmIOB, respectivamente; Trilhas de 3 a 12: doze
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regenerantes c¢v. Irrigacdo independentes, resistentes a kanamicina, cddigos: ImiQs,
Imi0?, Imi08, Imi09, Imil0, Imill, ImilZ, Imil4, Imil6, Imil8, respectivamente; Trilha
C: trevo branco nao transformado; Trilha P: controle positivo plasmideo patmyb32ipt.

- afigura 13 mostra a analise RT-PCR da expressac /¢ mRNA em plantas trevo
branco ( T repens) transgénicas atmyb32::ipt. As trilhas de 1 a 11 sdoc amostras de 11
linhas transgénicas independentes com os correspondentes codigos de plantas como na
figura 4.8; a Trilha C, controle planta ndo transformada; Trilha P, plasmideo como
controle positivo. O RNA total foi isolado de tecidos de folha. O RNA total {13 ug) foi
usado para cada reacdo de transcricdo reversa e 1/5 do produto RT foi amplificado por
PCR. Os produtos DNA no gel & direita foram amplificados por 2x 30 ciclos de PCR
intensiva. Nenhuma transcriptase reversa foi adicionada a reacdo RT-PCR
correspondente carregada em trilhas alternadas.

- a figura 14 mostra um biocensaio de envelhecimento de folhas extirpadas de
plantas trevo branco (7. repens) transgénicas atmyb32::ipt Pelo menos 30 folhas foram
coletadas de cada linha a partir de posigbes similares em estoldes de linhas de planta.
A. O nuimero de folhas amarelando como uma fracdo do numero total de folhas
extirpadas. B. Aparéncia tipica de folhas mantidas em agua sob luz por duas semanas.
Chave para as linhas de plantas: HC, IC e Hmg, Img, nao transformada e plantas
transgénicas atmyb32::gusA (cv. Haifa e Irrigacao) respectivamente; 01 e 08, linhas
Haifa transgénicas atmyb32::ipt Hmi0l e HmI08, respectivamente; 11, 12, 16 e 18
linhas Irrigacdo transgénicas atmyb32::pt Imill, Imil2, Imile e Imil8§,
respectivamente.

- afigura 15 mostra A) morfologia geral da planta, B) desenvolvimento normal
de broto, e C) desenvolvimento normal de raiz em plantas (direita) trevo branco (7
repens) transgénicas atmyb32:jpt em comparagdo com plantas de controle (esquerda).

- a figura 16 mostra detalhes do vetor para pBMVKAIMYB32-900::ipf [Gene:
isopentil transferase (/pf); vetor: pBMVKAEMYB32-900:ipt-nos (espinha dorsal
pPZPRCS2); marcador selecionavel: spec; cartucho marcador selecionavel de planta:
355::kan::355T; promotor gene: AtMYE32-900, terminador gene: nos].

- a figura 17 mostra a seqliiéncia de nucleotideos do vetor pBMVKALMYB32-
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900. ipt-nos (1D de seqliéncia no. 11).

- a figura 18 mostra detalhes do vetor pBMVKRAIMYB32xs. ypt-nos [Gene:
isopentil  transferase  (ipf); wvetor:  pBMVKAIMYB32XS:pt-nos (espinha dorsal
pPZPRCS2); marcador selecionavel: spec; cartucho marcador selecionavel de planta:
355::kan::355T; promotor gene: AtMYB32-xs, terminador gene: nos].

- a figura 19 mostra a segliéncia de nucleotideos do vetor
PBMVKAtMYB32XS: :ipt-rnos (ID de seqléncia no. 12).

- a figura 20 mostra detalhes do vetor para pBMVAAtMYB32-900. ipt-nos
[Gene: isopentil transferase (/pf); vetor: pBMVAAIMYB32-900. ipt-nos (espinha dorsal
pPZPRCS2); marcador selecionavel: spec; cartucho marcador selecionavel de planta:
355::hph;:355T; promotor gene; AIMYE32-50¢ terminador gene: nos).

- a figura 21 mostra a seqiiéncia de nucleotideos do vetor pBMIBAMYB32-
900: ipt-nos (1D de seqliéncia no. 13).

- a figura 22 mostra detalhes do vetor para pBMVAAIMYB32xs: ipt-nos [Gene:
isopentil  transferase (ipf);, vetor: pBMVARAIMYB32XS::ipt-nos (espinha dorsal
pPZPRCS2);, marcador selecionavel: spec; cartucho marcador selecionavel de planta:
355::hph::35ST; promotor gene: AtMYB32-xs, terminador gene: nos)].

- a figura 23 mostra a seqgléncia de nucleotideos do vetor
PEMVBALMYB32xs. ipt-nos (ID de seqiéncia no. 14).

- a figura 24 mostra detalhes do vetor para pBSubn-AtMYEB32-900. . pt-nos
[Gene: isopentil transferase (jpf); vetor: pBSubn-AtMYB32-200: ipt-nos (espinha dorsal
pPZPRCS2); marcador selecionavel: spec; cartucho marcador selecionavel de planta:
Ubii:bar::nos; promotor gene: AtMYB32-900, terminador gene: nos].

- a figura 25 mostra a seqliéncia de nucleotideos do vetor pBSubn-AtMYB32-
900::ipt-nos (1D de seqiiéncia no. 15).

- a figura 26 mostra geragdo de «canola transgénica contendo o©
PBMVRAIMYB32-900: ipt-nos e o pBMVBAIMYB32xs. ipt-nos. A. Sementes de canola sao
germinadas in vitro; B. Secdes hipocotilo sdo extirpadas das plantas novas de 7 dias de
idade e inoculadas com uma suspensao de Agrobacterium; C & D. Regeneracao a partir

das secBes hipocdtilo inoculadas sob selecdo higromicina; E-). Plantas de canola
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transgénica Tp portando os vetores pPBMVhAtMYB32-900::pt-nos e o0
PBMVhAIMYB32xs::[pt-nos.

- afigura 27 mostra um processo para transformacao biolistica de trigo.

- a figura 28 mostra a transformacdo biolistica do trigo ( 7riticum aestivum L.
MPB Bobwhite 26). Producdo de planta doadora (A & B); isolamento de embrido
zigético (C & D); Regeneracao sob selecao glufosinato (E - G); Formacao de raiz sob
selecao (H); plantas Ty crescendo sob condicdes de estufa de contencdo para
recuperacao de descendéncia transgénica (I).

- a figura 29 mostra teste de campo contido de plantas trevo branco
transgénico expressando genes quiméricos Atmyb32::ipt.

- a figura 30 mostra a avaliagdo comparativa de taxas de crescimento e
dinamica de crescimento de plantas trevo branco transgénicas expressando genes
quiméricos Atmyb32::ipt com plantas de controle trevo branco ndo transgénicas. A)
Taxas de crescimento B) Dindmica de crescimento C) caracteristicas de crescimento
(ap0s 45 dias)

o Trevo branco transgénico m Trevo branco ndo transgénico
(claro) (escuro)

- a figura 31 mostra a intensidade de florescimento (i.e. 0 nimero de folhas
maduras por m?) de plantas trevo branco transgénicas expressando genes quiméricos
Atmyb32::ipt (i.e. LXR 12, LXR 18 e LXR 11) e plantas de controle trevo branco ndo
transgénicas (i.e. WT) sob condi¢oes de campo contido.

- a figura 32 mostra o peso das sementes (i.e. 0 peso de mil sementes, em
gramas) de plantas trevo branco transgénicas expressando os genes quiméricos
Atmyb32::ipt (i.e. LXR 12, LXR 18 e LXR 11) e plantas de controle trevo branco ndo
transgénicas (i.e. WT) sob condigbes de campo contido.

- a figura 33 mostra o rendimento de sementes por flor (em miligramas) de
plantas trevo branco transgénicas expressando os genes quiméricos Atmyb32::ipt (i.e.
LXR 12, LXR 18 e LXR 11) e plantas de controle trevo branco ndo transgénicas (i.e. WT)
sob condigbes de campo contido.

- a figura 35 mostra a geracao de plantas transgénicas de alfafa contendo os
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genes quimeéricos pBMVKATMYB3-900::ipt-nos e  pBMVKATMYB32xs::ipt-nos  A.
Explantes de peciolo de clones de alfafa C2-3, C2-4 e 19-17 s30 usados para inoculagdo
com uma suspensdo de Agrobacterium e levam & produgdo de calos embriogénicos
transformados apds selego em presenca de kanamicina; B-D. Regeneracdo de
pléntulas transgénicas de alfafa portanto genes quiméricos de vetores pBMVKkATMYB3-
900::ipt-nos e pBMVKATMYB32xs: ipt-nos, a partir de embrides somaticos crescidos /i
vitro.

- a figura 36 mostra a analise PCR de plantas transgénicas de canola (plantas
de canola T1 LXR Linha 4). O DNA gendmico foi isolado a partir de plantas transgénicas
diferentes de canola de linhas T, LXR04 e submetido a PCR usando preparadores
especificos para A. o marcador selecionavel {Ap#) ou B. o gene candidato de interesse
(IPT).

- a figura 37 mostra a andlise de expressdao do gene JPT em plantas
transgénicas T, de canola (T1 LXR canola com relagdo a expressdo de IPT na folha).

- a figura 38 mostra canola transgénica exibindo atraso no envelhecimento de
cotilédone destacado em comparacdo com cotiléedones de controle do tipo selvagem 7
dias apos o destacamento.

- a figura 39 mostra a classificagdo de envelhecimento de cotilédones de

canola transgénica T, em 7 dias apos o destacamento.
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- a figura 40 mostra canola transgénica exibindo atraso no envelhecimento de
folhas juvenis destacadas em comparacdo com cotilédones de controle do tipo
selvagem 14 dias apos o destacamento.

- a figura 41 mostra a classificacao de envelhecimento das primeiras folhas
juvenis de canola transgénica T; em 14 dias apos o destacamento.
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- a figura 42 mostra o ensaio de hibridizacdo de linhas de trigo transgénicas.
As trilhas incluem: MW - peso molecular; WT - tipo selvagem; linhas transgénicas de
trigo LXR3, LXR4, LXR13, LXR16 e controles positivos plasmideo contendo 10 e 20 pg.

- a figura 43 mostra a andlise de expressao de linhas de trigo transgénicas T;
independentes (expressao quantitativa de IPT em trigo). Os valores de transcricao
quantitativa foram determinados em femtomoles (fmol) por micrograma de RNA usando
uma curva padrdao derivada do DNA do plasmideo contendo a seqiiéncia alvo. As
amostras representam classes de expressao alta, média e baixa para o gene candidato
IPT.

- a figura 44 mostra a variacdo fenotipica de plantas de trigo transgénico T
crescidas em estufa. A. plantas de trigo T; LXR 13 exibindo fendtipo normal se
comparadas as plantas de trigo de controle. B. plantas de trigo T; LXR 04 exibindo
fenotipo atrofiado e nimero de folhas de bandeira aumentado em comparacdo com
plantas de trigo de controle.

- a figura 45 mostra trigo transgénico exibindo atraso de envelhecimento de
folhas se comparado com folhas de controle nulas 7 dias apds o destacamento.

Exemplos

Exemplo 1

Segiiéncia de promotor Atmyb32 e variantes de seqiiéncia de promotor

[060] A seqliéncia do promotor Atmyb32 e suas variantes sdao mostrados nas figuras
de 1 a 4.

Exemplo 2

Genes da biossintese de citoquinina

[061] Exemplos de genes da biossintese de citoquinina adequados para uso no
presente invento, sdo mostrados nas figuras 6, 8 e 10. Os genes adequados também
incluem aqueles que codificam o polipeptideo mostrado nas figuras 7, 9 e 11.

Exemplo 3

Producao de plantas trevo branco transgénicas

[062] As plantas trevo branco (7rifolium repens cv. Haifa e Irrigacdo) transgénicas

foram produzidas por transformacdao mediada por Agrobacterium usando um vetor binario
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carregando o gene quimérico atmyb32::ipt (Figura 12a). As plantas transgénicas foram
rastreadas por PCR usando preparadores iof e nptlf (Figura 12b). Amostras de DNA
gendmico digerido por HindlIl submetidas a analise de hibridizagdo de DNA Southern
mostraram que os fragmentos de DNA maiores que 4.4 kb foram detectados em todas as
trilhas por ambas sondas Jjpf e nptl, demonstrando a presenga e integracao do T-DNA de
comprimento total no genoma do trevo branco (Figura 12). As linhas transgénicas Hmi01,
Imi06, Imill e Imil8 (Trilhas 1, 3, 5, 8 e 12, respectivamente) pareciam ter uma copia
unica do T-DNA de comprimento total no genoma. Outras linhas transgénicas tinham
multiplas cdpias do transgene afmyb32:.ipt.
Exemplo 4
Expressao do gene IPTem plantas trevo branco transgénicas
[063] A expressdao do transgene atmyb32::ipt em plantas trevo branco transgénicas
(7 repens) foi avaliada por RT-PCR. O mRNA ipf foi detectado em tecidos de folhas de
todas as plantas trevo branco transgénicas atmyb32::jpt examinadas, com niveis variados
de produtos PCR detectados (Figura 13).
Exemplo 5
Envelhecimento retardado de folhas destacadas em plantas trevo branco
transgénicas

[064] Foram realizados experimentos para avaliar o envelhecimento de folhas
destacadas de plantas transgénicas atmyb32::ipt O amarelamento rapido foi observado
em folhas destacadas de plantas trevo branco ndo transformadas e transgénicas
atmyb32::gusd de ambos os cultivares dentro de uma semana. As linhas transgénicas
Hmi01, HmMiO8, Imile e Imil8 mostraram envelhecimento retardado enguanto Imill e
Imi12 mostraram nenhum sinal de amarelamento ao fim de 7 dias. Apos duas semanas,
as folhas de todas as plantas transgénicas atmyb32!:ipt estavam muito mais verdes que
aquelas das plantas de controle ndo transformadas e transgénicas atmyb32::gusA (figura
14). O grau de envelhecimento nas folhas extirpadas foi na ordem HC, Hmg > Hmi01 >
HmiO8 para o cv. Haifa, e IC e Img > Imi16 > Imil8 > Imill e Imil2 para o cv Irrigagao.
HC & o controle Haifa ndo transformado, Hmg € o controle Haifa atrmyb32::gusA, 1IC € o

controle Irrigacdo ndo transformado, Img é o controle Irrigacdo afmyb32:.gusA. Hmi0l,
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Hmi08, Imil6, Imil18, Imill e Imil2 sdo plantas trevo branco transgénicas afmyb32:ipt
independentes, dos cultivares Haifa (H) e Irrigacdo (1), respectivamente.
Exemplo 6
Morfologia de plantas e desenvolvimento de raiz em plantas trevo branco
transgénicas
[065] Uma morfologia normal de planta, bem como desenvolvimento normal de broto
e de raiz foram observados nas plantas trevo branco transgénicas atmyb32::ipt (figura 6),
indicando assim que a expressac regulada do gene ipt sob controle do promotor atmyb32
nao afetaram negativamente nem a raiz nem o dominio apical das plantas trevo branco

transgénicas (Tabela 1).

Tabela 1
Transformante Cultivar Construgao Nﬂ d% Fenotipo
copias ipt

Hmio1 Haifa Atmyb32::ipt 1 Normal
HmMI08 Haifa Atmyb32::ipt >3 | Normal
ImioG Irrigacao Atmyb32:ipt 1 MNormal
ImiQ7 Irrigagao Atmyb32::ipt 3 Normal
Imi0g Irrigagac Atmyb32:ipt >3 Mormal
Imi10 Irrigagaoc Atmyb32::ipt >3 Normal
Imi11 Irrigacao Atmyb32:ipt | 1 | MNormal
Imit12 Irrigacao Atmyb32:ipt 2 Mormal
Imi16 Irrigacéo Atmyb32::ipt 2 Normal
Imi18 Irrigacéo Atmyb32:ipt 1 Mormal

[066] Uma morfologia normal de planta e raizes normais foram observados em 10
linhas analisadas de trevo branco transgénico atmyb32::iot independentes. E mostrado o

nimero de cdpias do gene jpf nas 10 linhas de trevo branco transgénico atmyb32::ipt

independentes.
Exemplo 7
Geracao de vetores para a transformacao da planta
[067] Quatro vetores binarios foram gerados para transformacdo de plantas mediada

por Agrobacterium (figuras de 16 a 19). Cada vetor tem uma dorsal de vetor pPZP200
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(Hajdukiewicz et al, 1994) e contém ou Atmyb32-900.:jpt-nos ou Atmyb32-xs:.ipt-nos
quiméricos, com ou sem cartuchos marcadores selecionaveis 355::ntpl/-35st ou
358::hph::35st quiméricos.
[068] Um vetor de transformacao foi construido para transformacao biolistica (figuras
20 e 21). O vetor de transformacdo contém Atmyb32-900.:jpt-35st com um cartucho
marcador selecionavel Ubi::bar-nos quimérico.
[069] O promotor Aimyb32, a variante de promotor Atmyb32xs, o gene isopentil
transferase e os terminadores 35st e nos foram amplificados por PCR usando
preparadores adaptados Gateway™ (Invitrogen) e clonado em um vetor de entrada
pDONR221. Estes foram subseglientemente clonados usando recombinacdo nos vetores
de destino contendo os cartuchos marcadores selecionaveis convencionalmente clonados.
Todos os vetores foram completamente seqlienciados seguindo protocolos estritos de
garantia de qualidade.
Exemplo 8

Transformacao de canola (Brassica napus) mediada por Agrobacterium
[070] Vetores binarios PBMVhATMYB3-900: :jpt-nos (figura 20) e
DPBMVhATMYB32xs:.:jpt-nos (figura 22) contendo genes jpt quiméricos sob controle do
promotor Atmyb32 (figura 1) e seqiiéncia de variante de promotor Atmyb32xs com motifs
especificos de raiz excluidos (figura 2) foram usados para a transformacdao mediada por
Agrobacterium de segmentos hipocotilo de Brassica napus (figura 26).
[071] As sementes de Brassica napus foram esterilizadas na superficie em etanol 70%
por 2 minutos, lavando 3 vezes com agua esterilizada e entdo esterilizadas adicionalmente
na superficie numa solugdo contendo 1% (p/v) de hipoclorito de calcio e 0,1% (v/v) de
Tween 20 por 30 minutos. As sementes foram lavadas 3 vezes numa agua esterilizada e
plantadas em vasos de cultura de 120 mL contendo um meio de germinagao solidificada
contendo 1x macronutrientes Murashige e Skoog (Murashige e Skoog, Physiol. Plant. 15,
473, 497, 1962), 1x micronutrientes e vitaminas organicas B5 suplementadas com 500
mg/L de MES, 2% (p/v) de sacarose a pH 5,8 com a adicdo de 4 g/L de Gelrite. Os vasos
sao incubados a 25°C sob 16h/18h de condicbes escuras por 7 dias para encorajar a

germinagao.
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[072] Apés 7 dias, as sementes de Brassica napus (todas as sementes) sdo
transferidas para um meio liquido contendo de 1 x Murashige e Skoog macronutrientes, 1x
micronutrientes e vitaminas organicas B5, suplementado com 500 mg/L de MES, 3% de
sacarose {p/v) a pH 5.8. As sementes s3ao agrupadas entre si e as raizes e os cotilédones
sao removidos antes de cortar os hipocétilos em segbes de 7 a 10 mm e plantar em discos
de petri de 9 x 1,5. contendo um meio precondicionante consistindo de 1x Murashige e
Skoog macronutrientes, 1x micronutrientes e vitaminas organicas B5, suplementada com
500 mL de MES 3% (w/v) de sacarose em pH 5.8 solidificado com 6,4 g/l de Bacto-Agar.
[073] Os hipocétilos sdao cultivados por 24 horas antes da inoculagdo com a
suspensao ODspo = 0,2 por 30 minutos consistindo de 1x Murashige e Skoog
macronutrientes, 1x micronutrientes e vitaminas organicas B5, suplementada com 500 mL
de MES, 100 uM de Acetosiringona, 3% (w/v) de sacarose em pH 5.8

[074] Apods a inoculagdo, as segdes de hipocétilos sdo engarrafadas em toalhas de
papel esterilizadas e transferidas para discos de petri de 9 x 1,5 c¢cm contendo 1x
Murashige e Skoog, 1x micronutrientes e vitaminas organicas B5, suplementada com 500
mL 3% (w/v) de MES, 100 ug de Acetosiringona, 1 mg/L de 2,4-D, de sacarose em pH 5.8
solidificado como 8 g/l. Os explantes sdo incubados a 25°C sob 16 h de luz, 8h de
escuridao por 72 horas de co-cultivo.

[075] Seguinte ao co-cultivo, de 20 a 30 explantes de hipocétilo .sao transferidos para
discos de petri contendo um meio de reagao solidificado consistindo de 1x Murashige e
Skoog macronutrientes, 1x micronutrientes e vitaminas organicas B5, suplementada com
500 mL de MES, 1 mg/L de 2,4-D, 3% (p/v) de sacarose em pH 5.8 solidificado com 8 g/I
de Bacto-Agar, suplementado com 250 mg/L de timentina e 10 mg/L de higromicina para
selecionar os brotos resistentes a higromicina. Os pratos sao incubados a 25°C sob 16 h
de luz, 8h de escuridao.

[076] Ap6s 7 dias, os explantes hipocétilos sdo transferidos para placas de petri de 9
x 20 cm contendo um meio de regeneracao solidificado consistindo de 1x Murashige e
Skoog macronutrientes, 1x micronutrientes e vitaminas organicas B5, suplementada com
500 mL de MES, 1 mg/L de 2,4-D, 3% (p/v) de sacarose em pH 5.8 solidificado com 8 g/I
de Bacto-Agar, suplementado com 4 mg/L de BAP, 2 mg/L de Zeatina, 5 mg/L de nitrato
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de prata, 250 mg/L de timentina e 10 mg/L de higromicina. As placas sao incubadas sob
luz direta a 25°C sob condicdes de luz fluorescente (16 h de luz/ 8 h de fotoperiodo
escuro; 55 umol m™ sec™) por 4 semanas para encorajar o desenvolvimento de brotos.
[077] A regeneracao € monitorada semanalmente e os explantes de hipocétilo sao
transferidos para novas placas de petri limpas 9 x 2,0 cm contendo meio de regeneracao
solidificado, RM suplementado com 4 mg/L de benziladenina, 2 mg/L de zeatina, 5 mg/L
de nitrato de prata, 250 mg/L de trimetina e 10% de higromicina durante 6 a 8 semanas
para estimular o desenvolvimento de brotos.
[078] Brotos resistentes a higromicina (Hyg') sdo transferidos para vasos de 120 mL
contendo meio de inducao de raiz solidificada, RIM1, consistindo de 1x Murashige e Skoog
macronutrientes, 1x micronutrientes e vitaminas organicas B5, suplementada com 500 mL
de MES, 1 mg/L de 2,4-D, 1% (p/v) de sacarose em pH 5.8 solidificado com 8 g/l de
Bacto-Agar suplementado com 250 mg/L de timentina. Os brotos sdo incubados sob luz
fluorescente direta a 25°C (fotoperiodo de 16 h de luz/ 8 h de escuriddo; 55 pumol m™ sec
1y para encorajar o alongamento do broto e o desenvolvimento de raiz por de 4 a 5
semanas. Todos os brotos de Hyg" com sistemas de broto e raiz desenvolvidos sdo
transferidos para o solo e crescidos sob condicoes de estufa.
Exemplo 9
Transformacao biolistica de trigo ( 7riticum aestivumL.)
[079] Os vetores de transformagao contendo os genes quiméricos jpt sob controle do
promotor Atmyb32 (figura 1) e da seqiiéncia promotora variante Atmyb32 com motifs
especificos de raiz excluidos (figura 2), foram usados para a transformacgao biolistica de
trigo ( 7Hiticum aestivo L. MPB Bobwhite 26). Um vetor representativo € mostrado na figura
24. Um esquema do procedimento para a transformacao biolistica de trigo é delineado na
figura 27. O procedimento de transformacgao inclui as seguintes etapas:
Etapa 1 (producao da planta doadora)
[080] A semente do T7riticum aestivum (Bobwhite 26) é usada para a producdo do
material da planta doadora. As plantas de trigo crescem num misto de viveiro consistindo
de um fundo de pinho composto, perlita e vermiculita, com 5 plantas por pote até um

tamanho maximo de 20 cm. As plantas sdo mantidas sob condi¢gdes de estufa em
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aproximadamente de 22 a 24°C por de 12 a 16 semanas (figura 28A). Uma vez que o
primeiro espigao emirja da folha em bandeira, as plantas sao rotuladas e sao coletados
embrides das cabecas mais altas 12 a 15 dias apds antese.

Etapa 2 (dia 1)
[081] Os espigoes no estagio desejado de desenvolvimento sdo colhidos (figura 28B).
As cariopses sao removidas dos espigoes e a superficie é esterilizada por 20 minutos em
uma solugcdao de NaOCl 0,8% (v/v) de solugao MaOCl e lavados pelo menos quatro vezes
em agua destilada estéril. Embrides com até 10 mm de comprimento sdo assepticamente
extirpados de cada cariopse (removendo o eixo) usando um microscépio de dissecagdo e 0
lado axial cultivado é mergulhado num meio osmético (E3 maltose) consistindo de 2x
Murashige e Skoog (1962) macronutrientes, 2x micronutrientes, 1 x micronutrientes e
vitaminas organicas, 40 mg/L de tiamina, 150 mg/L de L-asparagina, suplementado com
15% (p/v) de maltose, 0,8% (p/v) de agar Sigma e 2,5 mg/L de 2,4-D (figura 28 C & D).
Os embrides sao cultivados em placas de petri de polipropileno transparente de 60 mm x
15 mm com 15 mL de média. As placas de cultura s3o incubadas a 24°C no escuro por 4
horas antes do bombardeio. Os embrides sao bombardeados usando uma pistola de gene
BioRad PDS 1000 a 900 psi e a 6 cm com 1 ug de vetor DNA de plasmideo precipitado
sobre 0,6 um de particulas de ouro. Apés o bombardeio, os embrides sdo incubados de
um dia para o outro no escuro em meio osmatico.

Etapa 3 (dia 2):
[082] Os embrides sdo transferidos para um meio de indugao de calo (E3calli)
consistindo de 2x Murashige e Skoog (1962) macronutrientes e 1x micronutrientes e
vitaminas organicas, 40 mg/L de tiamina, 150 mg/L de L-asparagina, suplementada com
6% (p/v) de sacarose, 0,8% (p/v) de agar Sigma e 2,5 mg/L de 2,4-D. Os embrides foram
cultivados por duas semanas a 24°C no escuro.

Etapa 4 (dia 15):
[083] Apdés 2 semanas de cultura em E3calli, os embrides produziram calos
embriogénicos e sao subcultivados em um meio de selegao (E3Select) consistindo de 2x
Murashige e Skoog (1962) macronutrientes e 1x micronutrientes e vitaminas organicas, 40

mg/L de tiamina, 150 mg/L de L-asparagina, suplementado com 2% (p/v) de sacarose,
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0,8% (p/v) de agar Sigma, 5 mg/L de D,L-fosfinotricina (PPT) e nenhum regulador de
crescimento de planta (figura 28E-G). As culturas foram incubadas por mais 14 dias em
E3Select a 24°C na luz e num fotoperiodo de 12 horas.

Etapa 5 (dia 30)
[084] Apds 14 dias de cultura em E3Select, o calo embriogénico é subcultivado em
meio E3Select fresco por mais 14 dias (Figuras de 28E a 28).

Etapa 6 (dia 44)
[085] Apods cerca de 4 semanas em E3Select, as plantulas sdao extirpadas da massa
dos calos embribnicos e crescem por mais trés semanas em vasos de cultura de tecido de
policarbonato de 65 x 80 mm ou de 65 x 150 mm contendo meio de indugao de raiz (RM).
O meio de inducdo de raiz consiste de 1x Murashige e Skoog (1962) macronutrientes,
micronutrientes e vitaminas organicas, 40 mg/L de tiamina, 150 mg/L de L-asparagina,
suplementados com 2% (p/v) de sacarose, 0,8% (p/v) de agar Sigma e 5 mg/L de PPT
(figura 28H). O calo embriogénico remanescente é subcultivado em E3Select por mais 14
dias.

Etapa 7 (dia 65+)
[086] As plantulas regeneradas que sobreviveram mais de 3 semanas em RM com
formacao saudavel de raiz sdo colocadas num misto de viveiro consistindo de turfa e areia
(1:1) e mantidos a de 22 a 24°C com elevada umidade sob um sistema de camara de
umidade de viveiro (figura 28). Apés duas semanas, as plantas sao removidas da camara
de umidade e lavadas a m3o e alimentadas com Aquasol™ liquido semanalmente até a
maturidade. As plantas Ty s3o amostradas para DNA genOmico e analise molecular. A
semente T; é coletada e plantada para uma analise Q-PCR de alta saida (Figura 281).

Exemplo 10
Desempenho agrondmico de plantas trevo branco transgénicas

[087] O desempenho agronémico de plantas trevo branco (7rfolium repens)
transgénicas atmyb32::jpt, com relacdo as plantas de controle trevo branco ndo
transgénicas, foi avaliado sob condicdes de camara de crescimento ambientalmente
controlado e em testes de campo contido (figura 29).

[088] As plantas trevo branco transgénicas expressando os genes Atmyb32::ipt
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quiméricos avaliadas sob condicdes de camara de crescimento controlado revelaram uma
acumulagao de biomassa significativamente intensificada e redugdes nas manifestagoes de
envelhecimento, quando comparados com as plantas de controle trevo branco nao
transgénicas (figura 30). As plantas trevo branco transgénicas expressando os genes
Atmyb32::ipt quiméricos exibiram uma area de folhagem total intensificada, area de
folhagem cumulativa aumentada, maior dinamica de crescimento de folhas (i.e., nimero
de folhas pelo tempo), maior comprimento de estoldao e % de plantas florescendo
aumentado bem como envelhecimento e morte reduzidos do estolao em comparacao com
as plantas de controle trevo branco ndo transgénicas (figura 30A a C).
[089] O desempenho de producdo de sementes de 3 plantas trevo branco
transgénicas independentes expressando o gene atmyb32::ipt (i.e. LXR 12, LXR 18 e LXR
11) também foi comparativamente avaliado com plantas de controle ndo transgénicas (i.e.,
do tipo selvagem, WT) sob condicbes de campo contido. Duas plantas trevo branco
transgénicas independentes expressando o gene atmyb32::ipt (i.e. LXR 12 e LXR 18) com
intensidade de florescimento indistinta (i.e., numero de flores maduras por m?) com
relagdo a planta de controle ndo transgénica (i.e. WT) foram escolhidos para avaliacao de
campo (figura 31).
[090] Enquanto o peso das sementes (i.e., 0 peso de mil sementes) de plantas trevo
branco transgénicas, expressando os genes quiméricos Atmyb32::ipt (i.e., LXR 12, LXR 18
e LXR 11) foi indistinto das plantas de controle trevo branco ndo transgénicas (i.e., WT)
(figura 32), a produtividade total de sementes expressa com base em cada flor (figura
33), e por area (figura 34) foi o dobro nas plantas trevo branco transgénicas,
expressando os genes quiméricos Atmyb32::ipt (i.e., LXR 12 e LXR 18) quando comparada
com plantas de controle trevo branco ndo transgénicas de intensidade de florescimento
equivalente (i.e., WT).
Exemplo 11

Transformacao de alfafa (Medicago sativa) mediada por Agrobacterium
[091] O vetor binario pBMVKATMYB32xs::jpt-nos (figura 18) contendo os genes
quiméricos jpt sob controle da seqiiéncia promotora variante Atmyb32xs com motifs

especificos de raiz excluidos (Figura 2) foi usado para transformacdo mediada por
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Agrobacterium de explantes de peciclo de Medicago Sativa a partir de clones de alfafa
altamente regeneravel (M. sativa) C2-3, C2-4 e 19-15 (figura 35).
[092] Apés o co-cultivo com a cepa LBA 4404 de Agrobacterium tumefaciens
guardando o vetor bindrio pBMKATMBY32xs::ipt-nos, os explantes de alfafa foram
lavados com meio contendo cefotaxime e usados para inducdo de calo embriogénico sob
meio seletivo contendo 25 mg/L de kanamicina. Os calos de alfafa transgénica
embriogénica foram recuperados e permitiu regenerar os brotos de alfafa transgénica, que
foram transferidos para o meio de raiz levando a recuperagdo de plantas alfafa
transgénicas expressando 0s genes quiméricos /ot sob controle do promotor variante
Atmyb32sx (figura 35).
[093] Deve ser entendido que o invento descrito e definido no presente relatério
descritivo se estende a todas as combinagBes alternativas de duas ou mais das
caracteristicas individuais mencionadas ou evidentes a partir do texto ou dos desenhos.
Todas estas combinagdes diferentes constituem varios aspectos alternativos do presente
invento.
Exemplo 12

Producdo de plantas transgénicas de canola
[094] As plantas transgénicas de canola (Brassica napus) foram produzidas por
transformacao mediada por Agrobacteriurmn usando vetores binarios (figuras 20 e 22)
portando o gene quimérico atmyb32::ipt. A modificacdo genética foi caracterizada pela
presenca do gene candidato (7P7) ou do marcador selecionavel (Ap/M usando PCR na
geracdo T, (figura 36).
[095] A figura 36 ilustra a andlise PCR de plantas transgénicas de canola. O DNA
gendmico foi isolado de diferentes plantas transgénicas de canola de linhas T, LXR04 e
submetido a PCR usando preparadores especificos para o marcador selecionavel (gene
Apf ou o gene candidato de interesse (/P7). Na figura 36A foram usados preparadores
especificos para Aph para amplificar um produto a partir do DNA gendmico & eram
visualizados num gel de agarose. A figura 36B demonstra o uso de preparadores
especificos para IPT para amplificar o DMA gendmico usando um método PCR

fluorescente. Os preparadores sdo especificos para a seqiéncia alvo gque resulta em
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fluorescéncia detectavel que é inversamente proporcional a quantidade de PCR
acumulado.

Exemplo 13

Expressao do gene IPT em plantas transgénicas de canola

[096] A expressdao do transgene atmyb32::pt em canola transgénica foi avaliada
usando um método RT-PCR fluorescente especifico para a seqiiéncia alvo (figura 37). O
mRNA JPT foi detectado em tecidos e os niveis de expressao relativa foram comparados
entre linhas e com controles nulos. Os controles nulos sdo linhas de descendéncia que
sofreram o processo de transformacdo mas ndo contém as seqiiéncias alvo apds
cruzamento.

Exemplo 14

Envelhecimento retardado de folhas destacadas em plantas transgénicas de
canola

[097] Foram realizados experimentos para avaliar o envelhecimento de folhas
destacadas de plantas transgénicas atmyb32::ipt. As figuras de 38 a 41 indicam os dados
de ensaio de envelhecimento destacado associados com a expressao do gene candidato
em canola. Os ensaios para cotilédones destacados e folhas foram conduzidos para induzir
envelhecimento e avaliar o fendtipo envelhecimento de canola transformada em
comparagao com controles do tipo selvagem. Nos dias 7 e 14 dos ensaios de
envelhecimento destacado, o progresso do envelhecimento foi qualitativamente
classificado para cada amostra de tecido como sendo 0 - nenhum sinal possivel de
envelhecimento; 1 - primeiros sinais visiveis de envelhecimento com um empalidecimento
da cor verde; 2 - progressao adicional do envelhecimento com amarelamento da cor
tornando-se notavel; 3 - o tecido estava principalmente amarelo, entretanto permanecia
evidente uma cor verde palida; 4 - progressao para cor completamente amarela; 5 -
amarelo na cor com algum descoramento e trechos de necrose (figuras 39 e 41).

Exemplo 15

Producao de plantas de trigo transgénico

[098] A transformacao genética do trigo foi baseada na transformacdo biolistica de

embrides zigéticos da linhagem de trigo 7riticumn aestivum L Bobwhite 26 como delineado
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nas figuras 27 e 28.
[099] O gene quimérico atmyb32::pt foi inserido no genoma do trigo por
bombardeamento de particula usando plasmideos inteiros, entdo seqiiéncias de espinha
dorsal de vetor também podem ser incorporadas no genoma (figura 24).
[0100] O vetor de transformacgao foi completamente seqiienciado (figura 25). A
modificacdo genética foi caracterizada pela presenca do gene candidato por analise
Southern na geragao T, (figura 42).
[0101] A figura 42 ilustra a analise de hibridizacao Southern de plantas transgénicas de
trigo. O DNA genoOmico foi isolado de diferentes linhas T; de plantas transgénicas de trigo
e digerido com uma enzima de restricdo para determinar o nimero de cdpias do gene
candidato. O controle é o trigo ndo transformado do tipo selvagem T7riticum aestivum
"Bobwhite 26". O material digerido sofreu eletroforese, foi transferido para uma
membrana de nylon e sondado com um gene IPT7 rotulado com DIG de tamanho integral,
como uma sonda. Uma faixa de nimero de cdpias foi observada.
Exemplo 16

Expressao do gene IPT em plantas transgénicas de trigo
[0102] O RNA foi extraido de tecido de folha jovem de plantas de trigo T; transgénicas
crescidas em estufa contendo o gene IPT acionado pelo promotor AtMYB32 e a primeira
fita cDNA foi preparada.
[0103] A expressao quantitativa do transgene foi determinada usando uma sonda
baseada no método qRT-PCR para a seqiiéncia alvo. Exemplos representativos de linhas
de expressao alta, média e baixa para cada uma das construcbes estdo presentes na
figura 43. Um conjunto preparador/sonda projetado para o gene enddgeno da sintase de
sacarose também foi usado como controle. Todos os graficos de amplificacdo do gene de
controle comegaram em um ciclo de cada outro indicando que as diferengas no nivel de
deteccao dos GMOs ¢é devida a variagdo em expressao.
[0104] Ambos iniciador e sonda PCR s3o especificos para a seqiiéncia alvo o que
resulta em fluorescéncia detectdvel que é proporcional a quantidade de produto PCR
acumulado. O DNA do plasmideo diluido serialmente contendo a seqiiéncia alvo em

deteccao foi empregado para criar uma curva padrao de quantificagao.
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Exemplo 17
Morfologia de planta em plantas transgénicas de trigo
[0105] As diferengas nas caracteristicas de crescimento foram observadas na estufa
dentro e entre as linhas de trigo transgénicas. Os fendtipos predominantemente
observados entre plantas de trigo T; incluem altura de planta atrofiada, intensidade de
perfilamento, numero de folhas, bem como biomassa vegetativa (figura 44).
Exemplo 18
Retardo no envelhecimento de folha destacada em plantas de trigo
transgénicas
[0106] Um ensaio de folha destacada foi usado para avaliar o envelhecimento induzido
e o fendtipo de envelhecimento de folhas de trigo transformado em comparacdo com
controles nulos (figura 45). Os controles nulos sao linhas de descendéncia que sofreram o
processo de transformagdao mas nao contém seqiiéncias alvo apds cruzamento.
[0107] Deve também ser entendido que o termo "compreende" (ou suas variantes
gramaticais) como aqui usado é equivalente ao termo "inclui" e ndo deve ser tomado
como excluindo a presenca de outros elementos ou caracteristicas.
[0108] Os documentos citados na presente descricdo sao somente para fins de
referéncia e sua inclusdo nao € um reconhecimento de que eles forma parte de um
conhecimento geral comum no estado da técnica.
[0109] Finalmente, deve ser entendido que as varias alteragbes, modificagbes e/ou

adicbes podem ser feitas sem fugir ao espirito do presente invento, como aqui delineado.



1/2

Reivindicacoes

1. Método de manipular o envelhecimento ou intensificar a biomassa numa
planta, caracterizado pelo fato de incluir introduzir em dita planta uma construcao
genética incluindo um promotor gene myb32 de Arabidopsis modificado incluindo uma
sequéncia de nucleotideo selecionado a partir do grupo da SEQ ID NO 2, 3 e 4,
operacionalmente ligado a um gene que codifica uma enzima envolvida na biossintese de
uma citoquinina em que dito gene é um gene isopentenil transferase (jpf) ou um gene
sho, em que um ou mais /motifs especificos de raiz efou motifs especificos de pdlen sdo
excluidos ou desativados em dito promotor gene my#b modificado.

2. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato que um
ou mais motifs especificos de raiz sao excluidos ou desativados e que cada um de ditos
motifs especificos de raiz inclui uma seqiiéncia de consenso ATATT ou AATAT.

3. Método, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, caracterizado pelo fato que
um ou mais motifs especificos de pdlen sao excluidos ou desativados e que cada um de
ditos motifs especificos de pdlen inclui uma seqiiéncia de consenso TTCT ou AGAA.

4. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes de 1 a 3,
caracterizado pelo fato que dito gene que codifica uma enzima envolvida na biossintese
de uma citoquinina € de um género escolhido dentre o grupo que consiste de
Agrobacterium, Lotus e Petunia.

5. Método, de acordo com a reivindicacdo 4, caracterizado pelo fato de que
dito gene que codifica uma enzima envolvida na biossintese de uma citoquinina inclui uma
seqliéncia de nucleotideos escolhida dentre o grupo que consiste das SEQ ID Nos: 5, 7 e
9, e as seqliéncias que codificam os polipeptideos tendo uma seqiiéncia de SEQ ID NOs:
6, 8 e 10.

6. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes de 1 a 5,
caracterizado pelo fato de que dita construgdo genética é introduzida em dita planta por
transformagao mediada por Agrobacterium ou biolistica das células da planta.

7. Método, de acordo com a reivindicagao 6, caracterizado pelo fato de que as
células da planta que incorporam a construcdo genética sdo selecionadas e entdo

cultivadas para regenerar plantas transformadas.
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8. Vetor capaz de manipular o envelhecimento ou intensificar a biomassa numa
planta, caracterizado pelo fato de que dito vetor inclui um promotor do gene myb32 de
Arabidopsis modificado incluindo uma sequéncia de nuclectideo selecionado a partir do
grupo consistindo de SEQ ID NO 2, 3 e 4, operacionalmente ligado a um gene que
codifica uma enzima envolvida na biossintese de uma citoguinina, em que dito gene é um
gene isopentenil transferase (/pf) ou um gene sho, em que um ou mais motifs especificos
de raiz efou motifs especificos de polen sdo excluidos ou desativados em dito promotor
gene myH modificado.

9, Vetor, de acordo com a reivindicacdo 8, caracterizado pelo fato de
adicionalmente incluir um terminador; dito promotor, gene e terminador estando
operacionalmente ligados.

10. Vetor, de acordo com a reivindicagdo 8 ou 9, caracterizado pelo fato de
que um ou mais /motifs especificos de raiz sao excluidos ou desativados em dito promotor
gene myb e que cada um de ditos mofifs especificos de raiz inclui uma seqiéncia de
consenso ATATT ou AATAT.

11. Vetor, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes de 8 a 10,
caracterizado pelo fato de que um ou mais mofifs especificos de polen sdo excluidos ou
desativados em dito promotor gene b e que cada um de ditos motifs especificos de
polen inclui uma seqiéncia de consenso TTCT ou AGAA.

12. Vetor, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes de 8 a 11,
caracterizado pelo fato de dito gene que codifica uma enzima envolvida na biossintese
de uma citoguinina é de um género escolhido dentre o grupo que consiste de
Agrobacterium, Lotus e Petunia.

13. Vetor, de acordo com a reivindicacdo 12, caracterizado pelo fato de que
dito gene que codifica uma enzima envolvida na biossintese de uma citoquinina inclui uma
seqiiéncia de nucleotideos escolhida dentre o grupo que consiste de SEQ ID Nos: 5,7 e §,
e as seqléncias que codificam os polipeptideos tendo uma seqiiéncia de SEQ ID Nos: 6, 8

e 10.
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agaagaagaa

Figura 1

ccaaaaaaat
tctttatacet

LA
accaaactca
gaattaaatt
ctatttactt
atttattatt
ttattaatga

tacttaaata

8spl>
atattgatca

tatggttiaa
aatgtibgoayg
aaagasaaasn
tetagaaaca
tttcteaaac

é

XemI

tatcalaactal
gatttgaata
S>>
ctatggcaaa
cgttgcagta
taatgtaaat
tgcgataaaa
aactaaaata

taatatgatt

cagtttctat

cacctacaac

tLLctagttt
gagaacggag
aattaggcrt

catcteteca



61
121
181
241
30
361
421
481

541

61
121
181
241

301
361

421

1

61 tggtttcaca cctacaacta

121

181

aaaggaccat

gtttgtgtet
[gatgggggc
tacttaattt
tgtetattge
ctacaactag
aaagccatat
ctagttttga
aacggageoo
taggetteac

ctetecataa

tactbtanttt
tttetattoe
ctacarctay
aaagccatat
gtagttttga
ascggagocoe
taggetteac

ctoetecataa

atrtgateaca gtttctattg

tctagattaa
cttttttett
ggtcattiygg
taaaatcace
gctaataagt
agegttttcet
tacaaacaaa

acragecact
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tecteccaaac
tagaaattct
atgcecthta
aacaaaacgce
aaataagtag
cattgaaact
caaaracacs

cettcaaacy

cttcctcttE cachﬁctat

agococtaatt

ggteattbgy
tazaaatcace
getaataagt
agegttitet
tacaaacaaa

actagocact

tettcateac

Figura

atgoecaotota
aacaaaacge
aautaagtag
cattgaaact
caaaaacaca

cettoaaacy

attoctettle caacdtctet

agccocctaath tottcatcac

Cctaazatcac

ttttgattaa
aacgaattta
caacctectt
atgtcgccat
acaactagac
gcgaacacga
atttaatett
tgtcttacea

ctotototot

ccaaaaaaat
tettratact
accaaactca
tcataattat
tcaggttiga
tcgtgtgaat
agattaaaaa
actctertet

ctetottttt

aggaatcaga agaagasaa

2,

caacctcott
atgtcgecat
acaactagac
gegaacacga
atttaateott
tgtecttacca
ctetectotet

aagaatcag

Eu

Figura 3.

caacaaaacg

agaagaaa

tatcalaacta)
gatttgaata
ttgatcacag
ggtttcacac
aagaaccata
gttgcagttt
gaaaaaagag
agaaacaaat

cteaaaccat

accaaactca ttgatcacay
tcataattat ggtttcacac
tecaggtttga asaaaccata
tecgtgtgaat gtbgecagtit
agattaaass gaaasaaagayg
actotellel agaaacaaalt

ctetottttt ctcazaceat

catgtegeca ttcataatta

aaaagecata

ggctaataag
tagcgttttic

atacaaacaa

2&1

301

36l

tgttgeagtt
agaaaaaaga
tagaaacaaa

tcteaaacea

tctagtttityg
gaacggagec
ttaggettoa

teteteoecata

cactagooac
ccttectett

aagcoctaat

tazataagta
tecattgaaac
acaaaaacac
tcctteaaac
ccaacctetc

ttettcatca

Figura 4.

gacaactaga ctcaggtttyg
tgcgaacacy atcgtgtgaa
aatttaatct tagattaxaa
gtgtcttace aactetckte

tetctoteto totetctttt

caagaateag aagaagaaa



Atmyb32

Relativo a
Pélen

PolleniLELATSR u

61
121
181
241
301
3el
421
481
541
601
661
721

atggacctge
ettycccagce
ctatcaacey
cttgatgatc
atcgaggagg
tegttgatca
attegecaca
cagatgttoc
gaacctcgge
gcoctagecaga
aagttgatta
ttceccecaag

tag

Atmyb32xs

Relativo a

MYB
MYB1AT

MYBILEPR
MYasTY

MYBPZM

O 51Ty <h ST A

atctaatttt
agacagggct
gaageggacy
ggcctetggt
tgtataatca
actgcatgge
agttaccega
acceccgetyc
tgaggcecat
accagatcac
atgggatcge

ttaacgeagc

3144

Root Mot TAPGX1

Relativo a
Raiz

Figura S.

cggtecaact
tecagteott
accaacagty
ggagggtatc
tgaggccaag
gagaaacage
cecaagagacca
aggecattet
tctgaaagag
gocagatatyg
tcaggagtat
cgetttegac

Figura

tgeacaggaa
tegettgate
gaagaactga
atcgcagoca
ggegggetta
tattggagty
ttcatgaaay
attattcaag
atcgatggat
ctattgcage
tteatecatyg
ggattcgaag

agacgacgac
gggtecaaty
aaggaacgac
agoaagctca
ttcttgaggy
cagatttteyg
cggocaagyge
agttggttta
atcgatatge
tLitgacgcaaa
cgcgccaaca

gteatcegtt

cgogataget

ctgtootcan
gegtetetac
tcataggcolyg
aggatccace
ttggecatatt
cagagttaag
tctttggaat
catgttgttt
tatggaaggt
ggaacagaaa

cggaatgtat



61
121
181
241

61
121
NE: )
241
301
361
421
481
541
601
661
721
T8%
B4l
901
961

1 MSISMLMCRL RQPLINVPCS
61 INSDKIQIYD GLDIVTNKIS
121 DHLPIIAGGS NSYLEALIDD
181 EELRPFFNAN GDYSRGIRRA
241 RRQLGKIQRL RNVKRWEIHR
301 VNVVSGGFRV PAGSTESVMA

MDLHLIFGPT
LDDRPLVEGI
IRHKLPDQET

ASOQNQITADM
+

atgtecatet
ggcaaaaaac
acagggacag
atcaactceg
aaggaagaac
ttcacecgenyg
gaccacette
gacgactaca
ceggtgetgg
gaggagotga
attgggygtrc
aggaaattgr.
aggaggcaat
gttgatgcga
gtggtggcag
gtgaatgbbyg
geggegacgt

CTGKTTTAIA
TAAKQAHHRL
FMKAAKARVK
LLOLDANMEG

caatgetaat
tgagcatgag
gaaagktoana
acaagattca
aacgtggaat
gegattteay
cgatcatcgo
aattcegato
actcatacgt
gqacegttttt
ctgaattecga
tactggageyg
tggggaagat
cgeoggtgtt
agectagtge
tttctgacgg
gttag
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LAQQTGLPVL.
IEEVYNHEAN
QMLHPAAGHS
KLINGIAQEY

SLDRVQCCPQ
GGLILEGGST
IIQELVYLWN
FIHARQQEQK

Figura 7.

gtgcagacta
gcagattcaa
goteteecatt
aatctacgac
CCCCCaCCan
tgactgtteo
cggaggttey
gaggtacgac
ggcggegogt
caacgogaac
cgagtattte
ageggrgagy
tcagaggoty
ttggaagogt
tatgategta
ttteagagig

agacaaccet
aaggagaagyg
gacctegeta
ggectegaca
ctectoggaa
accgeogeca
aactcctace
ttetgetgee
gtggatcaga
ggcgactact
cggeggdaay
gagatgaagy
aggaatgtga
gg9g9g9aggagyg
gegeagtbte
ceggegggrt

Figuras.

Figura s.

LSTGSGRPTV
SLLNCMARNS
EPRLRPILKE
FPQVNAAAFD

taatanacgt
tagtgttyggt
catgttbcee
tegbecaccaa
ctcaaaacce
ttgacgcaat
tggaggogtt
tetgggtega
cgoteeggag
cgagaggaat
ggrtegeega
tgaacacgty
agaggtggga
ctgatgagge
tatataagge
caacgygagag

EELKGTTRLY
YWSADFRWHI
IDGYRYAMLF
GFEGHPFGMY

tecotgeagt
gatgggaget
cteagaaate
caaaatctee
taacacagac
cacaageoge
aategacgac
cgtggcaaty
cggaatggrg
cagaagagey
taaggaaacy
caagetegeyg
gattcaccogt
gtggcggaag
asagagtgat
tgttatggcy

GKKLSMRQI'Q KEKVVLVMGA TGTGKSKLSI DLATCFPSEI
KEEQRGIPHH LLGTQNPNTD FTAGDFSDCS TAAIDAITSR
DDYKFRSRYD FCCLWVDVAM PVLDSYVAAR VDQMLRSGMV
IGVPEFDEYF RREGFADEET RKLLLERAVR EMKVNTCKLA
VDATPVFWKR GEEADEAWRK VVAEPSAMIV AQFLYKAKSD
AATC*



61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
B4l
201
961

1021

1 MLIVVHIIST
61 IPGPTQKNKN
121 VPDRRGVVHH
181 RFDPDFNPDS
241 KENRFSDPGL
301 RLREAGWDLQ

atgttaattyg
aatcatctcce
cttacaaace
ataccecggec
tcaggaaaat
attaactccg
gtaceegace
ttttcteectt
cataaactac
cggtregace
cgetacaact
gataaacggg
aaagaaaaca
gcgatagggg
gtgagggaas
cggttgagag
gegatgagta
gtcaagattyg

TRITIFITLTH
KIIVIMGATG
LLGEIDPDFN
NPVHFISNEL
EPGRATGLRK
RVDATEAFVE

tagtacatat
atttececttat
cgaccacacg
ccacacaaaa
caaaactctc
acaaaatcca
gacgtggoegt
ctcattteeg
cattootogt
cggactttaa
gttgttttat
tegatgagat
ggttttegoa
taccggaaat
taaaagaaaa
aagcagggqry
ataagaagaa
tgaaccghol
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tattagcatc
gtttagatca
ggtactccga
aaacaaaaac
aatagacctc
aattaccaaa
agttcatcat
gtoaattget
tggtgggtcc
ccetgattoa
tLtggatcgat
gatgaacteog
tcegggtttyg
ggagaggtat
cacgtggcgy
ggacctacaa
aaagyggaatt
tttgttggac

acacgcatca
ttatcataca
agaaacatgt
aaaatcatag
gtcacacgtc
ggtttaaaca
ttactcggeyg
ggtcaacgea
aactcatata
aacceggtte
gtattaaacc
ggtatgtaty
gaaccgggte
tttaagaaga
ttagegaaga
agagtagaty
atttgggaan
tgs

Figura 10.

NHLMFLMERS LSYNHKHLKF
SGKSKLSIDL VTRHYPFSEL
FSPSHFRSIA GQRINSIINR
RYNCCFIWVD VLNPVLNEYL
AIGVPEMERY FKKSCTYEEA
AMSNKKEKGI IWEKQVVEPS

Figura 11.

tattcatecac
atcacaagca
cgtcateccac
taataatggg
actatgetit
taaccacaaa
agattgacee
ttaactecat
tctacgettt
attttatatce
cggtottgaa
aagaactgga
gggccacayy
getgtacgta
agragatgty
ccacggagge
aacaagragt

cttaaccaat
cctcazattc
tgtagtaaca
tgcaacaggt
ttecgaaate
caaaatcact
cgactttaac
tattaatcec
attaacaaac
caacgagtta
tgagtatitg
acagtttttt
gttgaggaaa
tgaggaagca
gaagalbccaa
atttotggag
ggaaceaagt

LTNPTTRVLR RNMSS5TVVT
INSDKIQITK GLNITTNKIT
HKLPFLVGGS NSYIYALLTN
DKRVDEMMNS GMYEELEQFF
VRETIKENTWR LAKKQMWKIOQ
VKIVNRFLLD *
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Figura 13.

A Genotwe| KC | tma | ot | o8 ¢ Jgenowoe | WC | Hma | 11 | 2 | & | s
i vieakt | oeap [ owmt | w0 | 028 0 | weeks | o | s | wse | wes | e | 1es
| ik | 200 | 1ams | oo | ame | vieany | tevan | oqsee | oama | ome | oymee | soe.

Figura 14.



8/44

Figura 1s.
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61
121
181
241
301
6k
42
481
541
601
661
721
781
841
90l
881

1021
1081
1141
12301
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
i98)
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
24€1
A82%
25832
2641
2701
2161
2821
2881

gtccegtate
tgaatecagas
atcaaaactce
agtgecggec
acgecagesa
argtacgcgg
Stascagagtr
cggtatyggaa
aacgggrggt
aacccccaag
gogeggagat
aacygcatcga
geasagaate
gogacgagea
geageateatb
tgatcogeta
coagtgtagte
agegataceyg
aqgtacteas
cotgecattog
guegeotagyl
gogaaaceoy
tecacagaagy
coggratogy
gatggttast
gtttoacogt
aggoggggca
catzogengy
anggLeanna
ttgggaaccyg
tgtzaghgac
ttattaasae
aagagcetgea
gteggantat
cagggegegyg
tgecetegege
gkcacagett
ggtgtrggcey
agtggettaa
aaataccgca
tcactgacte
cggaatacy
gccagcaaas
gecoocctga
gaclataaay
ccetgeeget
atagctcacg
tgcacgaacc
ccaaccoggh

acgcagcgcg
ceegagggey
atttgagtta
gtcecgaguge
tgaagcgggt
Lacgecaagy
anatgagcaa
aatcaagaac
tggccaggeg
ccocgacgaat
gggtgatgac
ggcagaagea
coggeaacey
accagattiy
ggacgtgaec
cgagettors
ggattacgac
ggasgggaasy
gttctgccgg
ghtaaacace
gacgygtabtoc
geggeeggag
caagaacooy
gugklttboee
¢aagacgate
guecaagobg
ggctygecey
ttoataatgt
aggtotetbt
gaaccocgtag
tgatatanas
tettaanase
aaaaguygeet
cgugescget
acaageeygey
gtttaggtga
gtetygtaage
ggtgteggag
¢tatgeggca
cagatgagta
gctecgorey
gttatccaca
ggcaaggaac
cgagcatead
ataccaggey
Laceggatac
ctotaggtak
couegtteay

zagacacgac
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tgagctaceo
acqgetgecey
atgaggtaaa
acgcageage
caactttcag
cragaccatt
atgaataaat
aacoaggeac
taagecggcty
cggcgtgacyg
ctggtggaga
cgcececyaty
ceggoageey
teogbrecoogn
grttheogte
gacgeycacy
ctggtectga
ggagacaago
cgagocgaty
acgoacghig
gaggglgaayg
tacatogaga
gacytactga
taccgectgy
tadgaacgca
atuggatoan
atocctagtea
acggaqgeaga
cetgbggata
attgggaace
gagaaaaaagy
cgectggect
accebtoggt
ggecgoteaa
ccgtegecac
Lgacggtgaa
ggatgecgey
cgcageaakyg
Lcagageaga
aggagaaant
grtogttegge
gaatcagggg
cghinaaigy
aaagatbegac
tttcecgccetg
ctgteegect
ctcagttegy
cecgaceget
ttategccac

aggeictgee
cgaggtecag
gagaaaatga
aaggetgcaa
ttgceggegg
acaegagetgc
gagtagatga
agacgaeegtg
ggttgtctec
gtecgoaaace
agttgaaggc
aategtggea
gtgegeegte
tgetctatge
tgtegaageg
tagaggLLre
tggeggthte
coggocacgt
goggaaagea
coatgeagey
cottgatrag
Logagotege
oggbbencce
cacgeogege
gtggeagege
atgacetgeo
tgogntaccoyg
tgotagggea
geacgtacat
caaggoogba
gogatttire
gtgrataact
cgatgegaeto
aaatggcetgg
tcgacegeny
aacetotyad
ageagacazyg
acccagheac
ttgtactygay
accgeatcag
tgeggegage
ataacgeagg
cageghtgat
getecangtea
gaagctecect
ttectoeotte
tgtaggtcegt
gegeettate
tgygeagecage

gecgooggea
goegatggecyg
geaafageac
cgttggeeayg
aggatcacac
tatctgaata
attttageyg
gaaktgeececa
cggceetgea
atocggeecg
cgogeaggen
agoggacget
gartaggaayg
cgtgggeace
tgaccgasya
cgeagggecy
coaketaace
ghltcegloca
gaaaganygac
tacgaagaayg
cegetacaayg
tgattogaty
cgattacttt
cgoaggraag
cggagagtbe
ggagtacgat
caacchgato
aartgooeta
toggaaccoa
cattaggaan
cgcctraaan
gtotggeoay
catacgooog
cctacyggoe

gegooeanat
acatgeaget
ceegteaygy
gtagegatag
agtgcacoat
gegetatboe
ggtateaget
aaagaacatyg
ggagtttote
guagtggega
cgtgcgctet
gggragegtg
tegetocaagy
cggtaactag
cactggtaac

caaccgttct
ctgaaattaa
zazcacgcta
ccteggragac
caagetgaay
catcgogerg
Ctaaaggugy
tgtatggagy
atggcactgg
gtacaasatceyg
goccagogge
gatcgaatoe
cegoecaaqy
cgegatagto
gergaegagy
geegguatgy
gaatocaltga
cacgtigegy
ctggtagaas
gecaasgaacy
atcgiasaga
tacogegaga
trgatcgase
gragaagoca
aagaagerot
ttgangoagy
gagggoaang
geaggggaaa
aagoogtaca
cyggtcacaca
tetttasaac
cgoacageay
goegygettege
ggcaatctac
casggraces
cacggagacy
cgcgtocageg
cggagtgtat
atgcggtgtg
grettoctege
cacteaaadgyg
tgagcaaaag
cataggetee
aacucygacag
cetgtteega
gagetttote
ctgygetgtyg
cgtcttyaglt
aggattagca



2541
3001
3061
3lz1
31l
1241
33C¢1
1361
3421
J4qe1
1541
iGcel
1661
1721
791
g4l
3901
3961
402%
4081
4141
4201
4261
4321
4381
444l
4501
4561
462
4681
4741
4801,
4861
94921
198,
5041
$101
5161
5221
5281
5343
5401
5461
5521
2561
5641
8701
5761
S8zl

gagcgaggta
¢tagaaggac
tcggtagete
agcagcagat
ggtctgacge
ctcceoaattt
gatagttigg
cgaagcggcyg
atctegeett
tetrottott
ggcaggeget
gogetgtace
ggcggegagt
accggatcaa
ttigtecagea
atgteattge
atgatgreet
gaggaageaey
clhbtacagtea
goeggagoegt
fackbacchioby
tthgttitag
dgacccangg
aaacatgtea
ggboaaggtt
avcganrcgag
tgtoategtt
gubttagttge
cggetetece
tgeagagety
agaaattgac
acgoogaatt
toctatetia
clLaaaacgac
tcecaaagat
gtottozaay
caagaatatc
ggtaatatcg
gacagtagaa
cgtTeaagat
cgtggaaaaa
cactgacgta
aggaagitca
gcasttacet
gecgeltggg
gatgecgecg
ctatecggtg
acgggcgtte
crattgggeqg

tgtaggceygt
agtatttggt
tkgatocgge
tacgcgeaga
tcagtyggaac
gtgtagggct
ctgtgagcsaa
teggettgaa
tcacgtagty
gtecaayata
ccattgeooa
asatgcggas
Lccatageat
agagtboctbe
agauagcdag
getgocatte
cgtgeadaan
aagtttecaa

sogtaaceag
acanatgrac
atagttgagt
gacyactyce
cgtaacgege
taacangaag
ctggaccagt
gettatghoo
acaateaaca
cgttettocg
getgavgoey
ceggtegggy
gotbagacaa
gmattectey
aggtagcgay
ggecagtgaa
ggaccocoan
caagtggatt
aaagatzcag
ggaaacctee
asggaaggtg
ccctetgeey
gaagacgtta
agggatgacyg
tctcatttgg
tatgcgeaac
togagaggcl
tgttcecgget
coctgaatga
clthygegeage
aagtgcogyyg
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getacagagt
atctgegote
azacanacea
aaaaaaggat
gaaaactcac
tattatgcac
ttatgtgett
caaatlttcta
gacaaalttet
agecktgtcta
gteggcageg
cascgtaage
taaggtttca
cgrogoetgga
ateaatgtog
tccaaattge
aatgghgact
aagygltegtty
caaatcpata
ggecagoaac
cgatacticey
cLgoteogna
ttgotgetty
ceatgaaaac
rgogtaadyy
actgggttey
tgctaccoote
aatagcateg
tocoggacty
agolattggo
cttaatvaaca
agtacgtagy
ctettaatia
ttatcaactt
ceacgaygygay
gatgtgataa
tetecagnaga
tcggatteca
gcacctacaa
acagtggtoe
caaccacgtc
cacaatccea
agaggacacy
ttetttacer
attcyggetag
gteagegeag
actgcageas
tgtgctegac
graggatets

tottgaagtg
tgctgaagee
ccgotggtag
ctcaagaaga
gttaagggat
gottaaazat
agtgcatecta
gotagacett
tceaactgat
gottcaagta
acsteoctiag
actacatttc
tttagogoct
cotaccaaqy
atogrtggoty
agtrogeget
tetacagege
atoasagote
tcactgtgty
gteggttega
gegatoacoy
agategttge
gatgccogay
cgecactgoy
cagtbacgot
tgeccgantt
cgegagatca
glaacarhgag
atgggetgee
tggctogtyg
cattgeggac
atccatttaa
atagggataa
tgratagaas
catcgtggaa
catggtggay
ccaaagggetl
Ltgcocaget
atgcrateat
caaagatoga
ttcaaagean
ctatcctlcy
ctgcasagttt
attbeegees
gactggagcac
gggegoecgg
gaggeagese
gttgtcactyg
ctgtcatcte

gtggcotaac
agttasctbe
cggtggrtt
tocttkgate
tttggtcaty
aatsaaagea
atagelbtgayg
atttgcegac
ctgegegoga
tgacgggety
gogegathtt
geteabogee
cRAEtAGALC
caaggetutg
getegaagat
tagohggata
ggagaatete
goegoegblgt
gettoagyoe
gatggogetc
cttoooccat
tgetocacaa
goatagactyg
cegttaccag
acttgoatta
gatcanagge
tecglgttbe
caaagtotgco
tetatogayt
caggatatas
gttrttaatyg
attotagagy
cagggtaaty
agttgoesetyg
agagnagacy
cacgacactc
attgagacth
atetgteact
tgcgataaag
cceccacceea
gtggattgat
caagaceckt
gtacaaaaaa
ggatccggge
aacagacaat
ttettitbgt
ggctakegtyg
dagegggaac
acettgctee

tacggctaca
ggadas&agayg
tttgtitges
tttictacygy
catgatatat
gacttgacct
ttaacgccgy
taccttggtyg
ggccaagega
atactgggee
gecggttact
ageccagtoy
crogtteagea
tbotelbget
acctgcaaga
sOgCCaQgga
getetetaca
ttoatecaage
gegatecact
gatgacgoea
gatgtttaac
catcaaacal
tacgocaaaa
cgotgoghne
cagertacyga
AgUaaCcygoere
appcecggoa
cgecoctLacaa
ggtgatttty
Lgtagtyglan
tactgaatta
cgogeagata
cggeeguaay
cogacagtag
ttecaageac
tegtetante
ttcaacaaayg
tcatcaaaag
gaaaggaetal
ngaggagrat
gteatatctc
ccrctatata
geaggetacg
aggttctceeg
cggetgctct
caagacegsc
gotggoeasy
ggactggceyg
tgecgagaaa
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ctatccacca
ttcgaccece
gbecgatcagg
aggcteaage
tgoogaata
ggtgtggeyy
gacygegaat
cgoatagact
tgsagthooge
gaataatbgtyg
gtgkigagea
asnatlbota
aattocacteg
cagggraata
ctaaccggtyg
acttttgatt
ctaacgaatt
tacaacchee
tgtccataat
aaatceottat
vagutcanac
ctttttetta
croctakocta
tagaaatgbky
goccatteats
tagactoagy
cacgategly
atekbagatt
taccaactet
tetobobete
tcagaagaag
gestectaate
glagacaggg
rggaagcygga
teggectotg
ggtgtataat
caagtgoaty
ocaeagttacce
goacdoeget
goigaggoed
gaaecagate
taatgygyatc
agttaacgca
cagetttoit
aatcectgthyg
gtaatastta
cogezattat
ttatcgagey

tcganctgeoa

tggebgatgs
aagcgasaca
atgatcktgga
cgcgeatgee
teatggtgga
accgctatea
gggctgacayg
tebstegeot
sazastcace
rgagtaghbe
cataagaaad
attecectazaa
ccgtgortat
gutaccttag
acaacLotyl
aaucaazaaa
tatettbata
ttaccaaact
ttgaattaar
aackabtbkbac
zaatttatte
cglktattaat
actacttaaa
aaatattgak
attatggrtl
titgaasaaaa
tganbtgtrgc
aaanagassa
ctbetagzaa
tttttetzaa
A@acaagLtt
teeggtooaa
chtocagtoe
dgaccaacag
gtogagggta
catgaggeca
grgcgaaasa
gaccasgaga
graggecatt
attctgzaag
acggcagata
gectocaggagt
gocgetkteg
gtacaaagty
vogghotbge
acabgtaatyg
aeatkbtaakta
cggtgteats
gtegetasch
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aatgeggegg
tLegecategayg
cgmagagceat
ogacggrygay
aastggocge
ggacatageg
ctiucotegty
tocetgacgag
agkteteteto
ceagrtaagyg
cebtagtaty
ccaaaateca
tucatggotyg
gacecgitata
atagaaaagh
attatcaaac
ctgatttgaa
cactatggea
toogttgeoag
tttzatgiaa
tttgcgataa
gaaactaaaa
tatastatga
cacagttbcek
vacacctaca
ceabaoaags
agtttotagt
azgagasegy
cazatbagge
accatotote
gtacaaaaaa
ctigcacagy
ctrogethga
tggaagaact
tcatcogeage
acggcgggct
gchabtggay
ccttocatgaz
ctattattes
agatagatgyg
tgotattgoa
acttcatcea
acggattcga
ggatogtitca
gatgattarc
vatgacgtia
cagcgatagaa
tatgttacta
taggacoget

ctgratacac
cgageacgta
caggggcetey
gatctoegtey
Lertectggat
ctggctaceo
atttacoggta

cretbotgaa
tacaaatota
gaattagggt
tatttgtatt
gbgacotocas
caggtegacg
gktacggeoa
tegtttgtgt
taacakgtbo
tatacttaat
satatatact
tacyaaasca
atatatceote
asaateatat
tatagaaaasa
ttaaatttgg
attgetaaas
acraggetaa
catatagegt
tttgatacaa
ageccactay
tteacctton
cataragece
goaggckias
saagacgacy
regggtecaz
Jaaaggaacg
caagceagot
tattoctgag
tgecagstttt
agegdgerasy
agagttaogtt
dtatcgatat
goettgacyges
tgcgegecad
agqgkcatcoy
zacatttggce
atatsattte
tttatgagat
aacaasatat
gatccaactt
atagttatgyg

ttgakeegye
cteocggataga
cgoeagoogs
tgaccocatog
tcategacty
gtgataktgo
tcgoogoto
cocagebite
Lototetata
tettataggg
tgtaamatac
ctttattaca
aatboaccgg
gtgoeattac
cttoctagatt
tectttttte
ttggtoattt
atcttecart
tooaacittyg
tuacttbkgtt
cgaacaaact
anczagatga
toasgttoga
tocagcaacaa
tLaaghbaaata
tttckocakty
acasacaaaa
coachosthe
tettocaace
taatttctte
tgcaaanaas
acogegatag
Tgekgtoota
scgngtotet
eakoatagge
ggaggatoca
cgttggeata
goragagtta
tatotthgga
gooatghigt
aatatygaay
caggaacaga
tteggaatgt
aataaagtih
tgkttgaatta
ggegtttitat
agcgcgoraa
tattetacat

caaacageta

tacctgeooa
ageeggteokl
actgttecgee
cgatgoohge
tggeeagoty
tgargagett
caattogeag
ttgtacaaay
Letbtobora
tttogetoat
ttcockatcaat
catagttgat
ttagggataa
cotgttatoo
aatcotocas
tttagasalk
ggatgeootl
gtaacataas
Lccaaasaca
tttacaacce
cgatgattth
accaaattrl
aaagtttett
aacgeatghe
agtagacaac
aaactgogsa
acacaattta
aaacghghot
Lotetetobe
ascacaagaa

tatggaceh
chettgenca
agctatezac
acettgakga
tgatcgagga
cckeoghtbget
ttaktecooca
aggsagatgtt
atgazccteyg
Ctgotageoa
gtaagtbtgat
aattecness

ttaggtace
cttaagsttg
cgttaageat
gattagagte
chaggataza
agtbgattey
ttakbgggtat
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taktggavggt
ggtacogeec
cocgoattoa
aaazgagogt
tcoattogbs
acoootooge
cgacatgteg
tthkteckkgteo
ttacgecaty
Ccgaocaggac
ticcgagany
cchacgrect
coatebantyg
agegeogrgyg
cattgoooay
cAaggoocogR
cguscgcaay
coLgocatcgo
gocoaggegy
cgooyaygaal
cogbttotoa
cogeoogage
Ragorggegg
aggtgatgty
tgagtaaata
aaggeggghe
gagocgabgt
tgeggoaaga
tgasggceat
tggetgcgie
acgacaktakyg
atggaagget
gtgagattgc

totbtatygeny
gggegtegac
gtitaaacta
ttattaganlt
tgtgratgee
cgotatagiy
crcaagtect
gogtgtteta
a&acasagagcg
ttgaccaace
atcaccggoa
ggogeoghty
gacattgoes
JCCgRCACCE
ttegagegtl
ggegtgaagt
ctgatcgaco
tcgaccoogt
cgoggtgeck
gaacgosany
ttaccgaaga
seqgbtctoaac
cocbggoogge
tattigagta
aacaaatacy
aggcaagacy
tekghtagte
tcaacegeta
cggceggege
cgogatuaay
ggocacoged
acaagogogos
cgagaogety
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gacactgacy
aggectaage
Loagkstttg
asoggatatt
aaccacsggyg
gagtogyeott
aagttacgeg
gtcgecataaa
ccgeegutgg
ancgggocga
craggeyoyd
Tgacagtgac
agocgoatooa
ccacgoegge
cockaateat
ntggcccccg
aggaaggecsg
accgogoact
Leogbgagga
aggaACAAGC
FRLCgEgICT
cgtgoggety
cayctLygoo
agacagethg
CAAGTTGARC
accakbcgecan
gatboogate
acegthgteyg
gacttcgtag
gtagoogack
gacckogtyy
Lttghegtgt
googgotacy

getttabtgoo
ttagettgeg
avaggatata
taaaaggacyg
Ltcceckbegg
atgacgitoa
agaggctgec
gtagaatact
cctactgggo
zctgroacgag
Tegcoeygayg
caggctagac
ggaggcogygc
cggoogoaty
fgasegeace
cootacooto
caccgtgasa
Tgagcgcagc
cgcattgace
stynancoge
gagatgatcyg
catgaaatee
golboaagana
cgteatgegg
grakgaaggt
copatclage
coccagggeag
gecategacey
tgatcgacgyg
tegtgctoat
agstggbtaa
cgegggogat
agetgeconat

Figura 17.

tgeaggroge
ckttggakcag
traggcgggt=
tgaraagglt
gatcaaagta
grocageegt
goostgooot
tgcgacktagz
tatgooecgoyg
goeggetgna
ctogooaggn
cgecctggooc
gogggcoctge
gtgttgacoy
cggagegoyc
BCCCogyoan
gaggeggcky
Jaggaagtga
gaggeegacyg
accaggaegy
cggocggota
tygoogghht
vegagagesyg
tcgotoogta
tatageckgta
cogugoecky
LgoCCgCgat
toogacgakt
agcqgoeccay
Lcocggtgeag
geagescakts
caaaggecacy

totkga

gagogatoyge
attgtogtht
aacchazygag
katocgttog
ctttgatcea
cttocbguaaa
cttocLggog
accggagaca
tcagecaccga
cepagetght
tgetbgmooca
gcagcaccog
gtagactgga
tgttegoegy
gegaggeege
agategegoa
cactgetteg
ageoosocga
ceoctggegge
craggscgaa
cgtgbtogag
gtckgatgoe
coghataaaa
tatgatgcga
cttaaccaga
caactogcog
Lgggeggecyg
gacogogacy
geggoggact
ccaaccoctt
gaggtcRosg

coaratoayoy
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gteecgtate
tgaatcagaa
atcaaaacte
agtgccggcec
acgeo agcca
atgtacgcgyg
ctaccagagt
cggeatgqgaa
aacygggeggt
aacceccaag
gegeggeget
aacgratogn
gcaaagaatc
gogangagea
geagrateat
tgatnoegekba
ccagtgtgty
acegatacey
acgtactcaa
cotgeatteyg
googeetgat
gogaaacegy
tocacagaagy
coggcategy
gatggtigbt
gttteaccat
aggcgggges
catcogoeay
aaggbogaas
ttyggaaccy
tgtaagtgac
ctatltaaaan
aagagcetgca
gt.oggectat
cagagegedy
tgcckegeac
gteacagett
ggtgttggeg
actygottaz
aaataccgca
tcéctgactc
cggtaatacg
gocageaaas
gocceectgs
gactataaag
ceutgroget
atagoteacy
tgoacgaace
Cccaagcceggt
gagcgaggte
ctagaaggac

acgeagegey
ccegagggeg
atttgagtta
gtcecgagegce
tgaagcgggt
tacgccaagy
aaatgagceas
aatcaagaac
tggccaggeg
cccgaggaat
gggkgatgac
gacagaagoa
cecggcaacey
accagatbtt
ggacgtggece
cgagotrecs
guatraceac
ggaagggaag
ghtergeeay
gttaaacace
gacggraceo
geggeeggayg
caaganceoy
cogttttete
caagacgahe
gogeaageny
ggetggeecy
tteotaatan
aggtctctih
qaagaegtac
tgatataaaa
totbtaanaco
aaaagegoot
cgoggeoget
acdgguogeyg
getbegglaa
gtetgtaage
gatgtegags
ctétgcggéa
cagatgcgta
gcotgegehog
gttatccaca
ggccaggaac
cgageatcoac
ataccnggey
taccggatac
ctgtaggrat
ceeogrtoag
aagacacgac
tataggcggt
agtatitggt
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tgagetacee
acgctgececyg
atgaggtaaa
acgcagcage
caactttcag
caagaccatt
atgaataaat
facenggeac
taagecggetg
cqacgtgacg
ctggtggaga
cgaceegygty
ceggeagooyg
ttegttecga
gttbtecgte
gacggacacy
ctggtactga
ggagacaage
cgageagaty
acgeacgitg
gagggtgang
tacateogaga
gacgrgetyga
taccgeelayg
tacgaacgca
atcggatona
atcctagooa
acggageaga
coctogtggata
attgguaacc
gagaanasay
cgeetggoes

accottoggt
ggoegotoaa
ceghowooac
tgacggtgaa
ggatygeeyygy
cgeagoeeaty
tcagageaga
aggagazaat
gtegttegge
gaatcaggagy
cgtaaaasgy
aaaaatcgac
tticeoocaty
ctgtcegect
cltcagttegy
ccocgaccgoy
ttatcgecac
gctacagaygt
getctgecgetce

aggesactgoe
cgaggtccag
gagaaaatga
aaggctgcaa
ttgccggegg
accgagetge
gagtagatga
gygasgecgty
ggttgtctge
gtogeaaanc
agttgaagge
aatogtggea
grgcgeeste
tgetetatga
tgtegaagey
tagaggtiee
tggeggbete
cocggcocgogt
grgganagen
ceatgcagey
cettgnttag
tecgagetage
Lyggtteacee
cacgocgoge
gtggeagegce
atgavoteon
tgcgotacey
Lgetagyoea
geacgtacat
caaagoogta
gegattiiee
gtgcataact
ogoetgogete
asatggctyggq
tegacegoeey
aacchotgac
agcagacaag
accecagtosc
ttgtactgag
accgocatcayg
tgcggcgagc
ataacgeagy
cocgegttgat
gotcaagtoa
gaagctccet
ttctececttc
tgtacgtcgt
gegecktdte
tggcagcage
tettgaagtyg
tgctgaagec

gtegecggca
gcgetggecg
graaaageac
cgttggccag
aggatcacac
tatctgaata
attttagecag
gaatygcecaa
cggcecetges
atcoggoeoag
cgcgoaggec
agcggooget
gattaggaaq
cgtgggeace
tgacegacga
cgcagggeey
coatotaace
grrocogteca
gaaagacygan
tacgaagaag
cogoebacasg
tgatcggacg
cgatbactth
cgragyeaag
aggagagtic
ggaghacgat
caacotgate
sattgeoets
tggaaneeca
cattgggaas
cgeeltaaaac
gtorggooay
aotadcgoocan
cotacggeoa
gogenrcacat
acakgeagekt
cceatecagey
gtagnogatag
agtgcaccat
gogcbcothen
ggtateagct
asagaacatg
ggeglttbie
gaggtggcga
cgtgcgetct
gggaagcqta
tcgcotocaag
cggtasctat
cactagtaac
gktggectaac
agttacoette

caaccgttet
ctgaaattaa
aaacacgcta
cctggcagac
czagetgaag
catcgegeag
ctaaagygagy
Letgtggasy
atggcactygyg
gtacaaatcg
gocecagsgse
gavcgaatec
cegeccaagyg
cgegatagte
getggedady
gecggeatgy
gaatcoatga
cacqgrrgogy
ctggtagaan
gocaagaacy
ataogtaaaga
taccgoagaga
ttgatcogate
goagaaneca
aagaagthot
ttgaaggagg
gagggegaay
gecaggggaas
aageegbaca
cggtearaca
totttaaaac
cecacagoos

geegettege
ggoonatotac
caaggeasee
ceuggagacy
cacgteagqoey
cggagtgtat
atgcggbgtg
gctteeltege
cactcaaagg
tgagcaaaay
cataggcetece
aacccgacag
cctgtlbecga
gegetticte
ctgggebgty
cetcttoagt
aggattagca
tacggctaca
ggaaaaagay
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ttggtagcte
agesgcagat
ggtctgacgce
ctecraaktt
gatagtttgg
cgadgeggceyg
atctcgeett
tettottett
ggcaggeget
gecgectgtacce
gacggeqgagt
accggatcaa
tttytcagea
atgtcattgc
atgatgtegt
ggggaagecyd
chbacggtoa
geggagoogh
actacctche
cttgritiag
cgacceacyg
agacatglLca
ggtcaaggtt
accgaacyay
tgtcatogtt
guktbagttge
cggetetooe
Lyecgagoety
agaaattgoc
argecgaatt
tectotetia
chbasaacgac
toccaaagat
gtetteaasg
caagaatate
ggtaatateyg
gacagagas
cgurcangat
cghggaaaaa
cagtgacgta
aggaagttca
geaattacct
geegettgge
gakgecgeceg
ckgteeggty
acgggeqtte
crattggeeg
gtatccatca
ttcgaccaca
gicgatcacy
aggckcaagg
ttgeccgaata

ttgatccgge
tacgcgeaga
Lecagtggaac
gtctagggct
ctgtgaycaa
tcggéttgaa
teacgtaghg
gtccaagata
crattgoeca
aaatgeggga
tecatagegt
agagttceote
agatagoerag
getgecatte
cgtgoacaac
aagtttecaa
cegtaacrag
acaaatytac
atagtteagt
gaegactgee
cgtaacgeyce
taacaagany
ctggaccagt
gettatgtee
acaateaaca
agtbettecy
gelygacgoey
cocggreggygy
gottagacaa
gaatteoteg
aggtagcgag
ggcoagtgas
ggacoTeoac
caagbayatt
aaagatacag
gganacnice
aeggaaggly
gectetgeey
gaagacgtte
agggatgacg
ttteatttgg
tatccgcaac
tggagaggcet
tgttcecgact
ccctgaatge
ctLgegeage
aagtgccggg
tggctgatge
aagegaaaca
atgatctgga
cgegeatgede
tcatggtgga
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daacsaacca
aaaaaaggat
gaaaactcac
tattatgcac
ttabtgtgett
cgaattteta
gacaaattct
agectgteta
gtcggcagcg
ceacgtaage
tsaggtttea
caoegelgyga
ateaatgtog
tecaaatbge
aatggtgacr
aaggtegtby
caantoaata
gyesngoaac
cgatacttog
ctgotgegta
thgetgetty
ccatgaaaac
tgegtgacgg
actgggttey
tgetacocete
aatageatog
teooggactyg
ggotgrogge
cttaakbaaca
agracgtayy
ctcttaatia
rtatcaadtl
coacgagyay
gatgtgataa
tercagasga
teggattooa
geagctacas
acagtggtece
casoracghe
cacaatccen
agaggacacg
ttetrcrtacat
atteggctat
gteagegeay
actgeaggac
tgtgetogac
gecaggatcte
satgcggegy
tegcatcgag
cgaagagcat
tgacggrygag
aaatggcage

ccgetggtay
ctcaagaaga
gttaagggat
gottanasat
agtgcateta
getagacatt
tccaacteat
gelkbeaagta
gcatectteg
actacattte
tttagegeet
setaccaagy
atcgrggety
agtbeogeoget
tetacagege
atcaaagete
ceactatgly
gteggtioga
gogataacaeg
acatcgttac
gatgeocgag
cgecacLyeg
cagttacget
tgeocgaatt
cgogagacea
gtaacatbygag
atgagotgee
rgqgorgetyy
cattgoagac
atocatttan
atagggatan
tgtatagaaa
catcgtggaa
catggtggag
coaasggget
togoocaget
atgoeatoat
caaagatgga
ttcaasgeasa
ctatcctteg
ctgcaagttt
atttecegece
gactgggcac
gggcgeacys
gaggceagege
gttatcacty
ctgtecatetc
ctgcatacge
cgagcacgta
caggggcteg
gatctogtay
tcttetggat

cggtggtttt
toctttgate
sttggtcatg
aataaaagea
atcgcttgag
atttgccgac
ctgcgegcega
tgacgggetyg
gcgegaketl
geteoategec
caaatagate
caacgetatyg
getagaagat
tagobggatra
ggagaatcehe
gecgegttagt
getbeaggan
gatggegeLe
chiocaeeoat
tgctooatas
geatagactyg
cegrhlhagcad
acttgeatta
gatcacagge
teogtaitte
caaagtotge
tgtatogagl
vaggatatat
glttttaaty
attctagegy
cagyggtaaty
agttgctety
cacgacacte
attgagactt
atctgtecact
tgcgataaag
agencacana
gtggattgat
caagaccctt
gracaanaay
ggateccgggce
aacagacaat
cteceettage
ggectategtyg
aagcgggaady
accttgetece
ttgatecegyge
cteggatyga
cgecagecga
Lgaccecatygy
teatcegactg

rtttgttigea
ttttetacgg
catgatacat
gacttgacct

taacgoegy
taccttaggtg
ggucaagcga
atactgascc
goeggttact
agccecagtey
ctgttcagga
cbctottgct
acctycaaga
acgeeargaa
getototeocs
tteatcaago
goeeatocact
qatgacgeea
gatgtttaac
cabtcaaacat
taccccaaaa
cygetgegtoo
cagottacga
agcaacgete
anacooggea
cgocbtacaa
aytgatitty
tgtggtgraa
tactgaatta
cgegeugata
CYYoOYrasy
Qogacaynyy
ttocaaccac
tegtotacte
ttocaacaasy
tcatcasaay
gaaaggctat
cgaggageat
gtgatabebo
cctctatata
gcaggctatg
aggttcteee
cggosgetet
caagiecgac
gectggecacyg
ggactggcty
tgecgagyaaa
tacctgcecs
agecggtott
actgticgec
cgatgeeige
tggeegoety
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ggtgrggegy
ggcggcgaat
cgcategeot
tggagtccgc
gaakaatgtyg
gtgttgagca
aaaattteta
aattcactgg
cagggraata
gtgasttate
ctttgattaa
aacgaabtlta
caacrteett
tgltegecatt
maactagact
ggaaracygat
tttaatctia
gtektaccaa
totewetete
agaatcagaa
accltgoatet
cooageagac
caacoggaay
atgatcggee
aggaggtgta
tgereracty
gocaceagtt
tgttgcaccen
cteggntgay
gneaganeos
tgattaatgy
cucaagttas
tacccagett
attgaatcat
geatgtaata
agtecegeas
tasatrarcg
taattcacta
aacggtecta
cggacactga
acaggcoctaa
tatcagrgtet
ataacggata
ccaaccacay
Lgeagtegge
ctaagttacyg
Lagtegrata
cgecgecget
coaacggyce
caccagygege
tgtgacaytg
cgagegeate

accgatatea
gggctgacey
tctategect
agaaatcacc
tgagtagitta
tataagaaac
attoctanaa
ccgtgottat
actataacgg
azcttbgtat
ccaaaaaaat
tettbatact
accaaaatat
cataattabg
caggbttgaa
cgtgtgaatyg
gattaaaaag
ctectetteta
toetebaettla
gRagaanacaa
aatttbeggh
agggebtoca
cggacgacca
tetggtggag
taatcatgag
ceLggegoga
accogaccaa
cgotgeagyc
geccattety
gatoacggca
gatcgotcag
cgeagoeeget
raeetgtacaa
gttgccggte
attaacabtyt
ttatacakttt
cgegegatyt
geagtegett
aggtagogat
cggctttaty
gcettageetg
tgacaggata
tttaaazggg
ggttocecte
ttctoacgtt
cgacagygety
aagtagaata
ggeetgatgg
gaactgcacy
gaccgesegyg
accaggctay
caggaggccyg

17744

ggacatageg
ctteocteatg
tcttgacgag
agtctectcte
ccagataagg
cettagtaty
ccazzateca
tecatggeky
tectaagata
agaasagtbg
tatcamacta
gattigaata
tgatcacagt
gttteacace
aaaaccataa
ttgeagttte
nasaBagaga
gaaacaaatt
tcaaaccabe
grrtgtacas
ccaanttgos
gtectttege
acagtggaag
ggtatcateg
geoaacggoy
nacagetatt
gagaccttoa
cattovatta
aaagagatey
gatatgotat
gagratttca
ttegacggat
agtgggateyq
ttgcgatgab
aatgeatgas
aatacgegal
crtetatgtt
sttoccatgge
ggcazacage
cetgeaggte
agcttggatc
tattggeyge
cgtgaaangq
gggatcaaag
cagtgcagcc
cegeectgee
cttgcgacta

-gctatgeceyg

cygeeggetyg
agetggucayg
accegeckggce
gogcgggect

ttggectacec
cthtacggta
ttcttetgaa
tacaaatcta
gaattagggt
tatttgtatt
gtgacctcaa
caggtcgacy
gcgageggec
gtitgtgtct
acatgtrecte
tacttaattt
trerattger
tacaactagy
aagecatata
tagttttgat
acgyagorea
aggetteace
tetecataan
aaaageagyge
caggaaagac
ttgatcggqt
aactgaaagy
cagecaagea
ggottatoet
ggagtgoaga
tgaaagcggce
tteaagagtt
atggatatey
tgeagettga
tecatyegoy
TCcoanggrcea
ttcanscatt
tatceatataa
gktattbaky
agaasaacasas
actagateea
tgeaggtega
tattatgggt
gegagegate
agattgtcgt
taaacctaag
tttatoegtt
tactttgate
gtctictgaa
cttttectgyg
gaacrggaga
cgtcagcacen
caccaagety
gatgettgac
ccgcagcace
gegtagectg

gtgatattge
Legecgetoo
cceaygeltre
tectetcteta
tcttataggg
tgtanaatac
ctttattata
agattracaoyy
geaagctaaa
tctagattaa
crrrrntoclt
ggteattigg
anaatcacoa
ctaataagta
gegtiitote
ACAAACARAC
ctagocacto
ttocretoee
gecotaalitt
ttastgoaaa
gacgacegoeg
ceaatgotgl
aacgacgegt
agaeheatoat
tgagggagga
ttthegttgg
caaggocaga
ggthtatett
atatgecaty
cgoanataty
crastaggun
teegttegga
tggnaataaa
cttecgtiga
agatgggbtt
atatagcyey
acttratktat
cgaatteace
attatggatg
geggtacege
trteeegecht
&gaaaagagc
cgtacatttg
caacacctoe
aacgacabgt
cgthttettyg
cattacgcea
gacgaccagg
ttttecgaga
cacctacgaec
cgcgacctac
qcagagecgt

tgaagagectt
cgattcygcag
ttgtacaaag
ttttteteeca
tttcgecteat
ttokateaat
catagttgat
ttagggataa
acgacgqgeca
tecrecaaac
tagaaattct
atgceecttta
acaanacgea
aataagtaga
attganacty
nagaacacasa
ctteaancglk
pacctetete
cttoatcaca
aaavttatgg
atageretty
ceteaactat
ctetaccttg
aggotgatog
tecacctogl
catattatte
gttaagcaga
tggaatgaac
ttgktebgeta
gaaggbaagt
CRgEaatiee
atgtatvagy
gtttotiaag
attaegttaa
ttatgatiag
Caaactagga
acatagtctga
ggttaactat
gttetttatyg
Legggegeeg
caglttaaac
gtttattaga
tatgtgeatg
getgotacag
cgcacaagtc
tegegtgntt
tgnacaagag
scttgaceaa
agateaccyg
ctgacgacgt
tggacattge
a9gCcCcgacac
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catracgecyg
ttccecrante
gtttggccce
ccaggaaggce
gtaccgegea
ctteecgbygag
agaggaacaa
gagatcgagg
accgtgegge
gooagottgg
taazacaget
cgoaagggga
cgaccatege
tegatteoga
taazegtbgt
gegactbeat
Agguagocga
cegacctygt
cekttgbegt
tggcegggea

gceggeogea
ategacagca
cgccctacce
cguaccdtya
cttgagegea
gacgcattga
guatgaaacc
cggagatgat
tgocatgaaat
ccgctgaaga
tgtyteatyge
acgcatgaag
aacceateta
tceccagage
¢ggratogac
agtgategac
cttogtgetyg
ggagergytt
gtegegggey
cgagelygeoe
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tggtgttuac
cceggagegyg
tcacceeyge
aagaggcggce
gcgaggaagt
cegaggcoga
geaccaggac
cgcggecggy
cctggcegst
aaccgageac
ggtcgetgeg
gttateogety
geecgegece
agtgoccgeyg
cgeccgacga
ggagegoeco
attooggtge
aageagaoygea
atcaaaggca
attetbga

cgtgttegec
gcgegaggec
acagategey
tgcactgctt
gasgeceane
cagccctggeg
ggccaggacy
tacgtgrteg
ttgtctgatg
cgecgbetaa
tatatgatge
tacttaacca
tgcaactoge
attgggaegge
ttgaccgega
aggeggegga
agocaageooo
ttgaggteac
cgogeatogy

Figura 1s.

ggcattgcbg
gcearggecec
gaggecegoy
ggcgtgcate
gaggeeaggce
gecgecgaga
aaccgtbitt
agengecage
ccaagctagce
aaaggtgatg
gatgagtaaa
Juaagycgygy
cggggecgat
cghtgogggsaa
cgtgaaggoce
cttggetgtyg
ttacgacata
ggatagaagy
cgglgagght

agttcgageyg
gaggogkgaa
agctgatcega
gutegaccet
ggcgegygtge
atgaacgeca
cattaccgaa
gcacgtcotea
ggcctggoeg
tgtatttgag
taaacaaata
Leaggoaaga
gttctgtrayg
gatcaaccge
atcggoogge
tecgegatea
Lgggeoaney
ctacaagegy
gaecgaggege
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gteccgtate
tgaatcagaa
atcaaaacte
agtgceggec
acgeoageca
atgtacgcgg
ctaccsgagt
cggecatyggad
Aacgggcgat
aacccccaay
gogeggeget
aacgeategs
geaaagaate
yogacgagos
geagecatcat
tgateogeta
ceagrygLgtyg
acogataccy
acgtacteaa
zobgecatiog
gacgeakbyyt
grgaaacegy
toacagaagy
cogycategy
gatgottytt
gtitcacogt
aggegggges
cateogoooy
aaggtogaan
thgygaacey
tgtaagtgan
ttattaaaac
asagagotgea
gtoggeotat
cagggcegegg
sgeoctogoge
gteacagett
ggtgttggces
actggcttaa
asatacegea
teactgactc
cggtaatacg
gocagcasaa
gecceectga
gactataaag
cectgoeget
atagcicacyg

tgcacgaaca

acgeagegey
ccegagggcey
atttgagtta
gteegagoge
tLgaagegggs
tacgccaagy
aaastgageaa
aatcaagaac
tggcecaggcy
cocraggaat
gggtgatgac
ggtagaagea
COggeancay
accagantht
ggacgtygco
cgagettoca
yaattasyas
ggaagggaay
atbtetgecgy
gttaaacace
gaaggtabeo
goageeggay
ceagaaccey
coghtttote
caagacgaLe
gugcaagoty
ggcltggecuy
ttecctaatgl
aggteketts
gaaccaogtag
tgatatasaa
tettaaaaca
saaagegeet
cgaggacget
acaagoeegeyg
gttteggtga
gtctgtaage
ggtgtcggyag
ctatgeggca
cagatqgogta
getgcgeicy
gttatecaca
ggccaggaac
cgagoatceac
ataccaggey
taccggatac
ccgtaggtat
ccoeghteag
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tgagcetacee
acgctgeeey
atgaggtaaa
aggecageage
cagctttcag
caagaccratt
atgaataaat
aaccaggoac
taagcggcty
cggegtogacg
ctagtugagn
cgeoecggty
coagoagasy
ttoegrrocga
gtrbtteogteo
gacgggceacy
ctggractga
ggagacaagse
cgageegaty
acgoacghbg
gagggtgaay
tacatocgaga

‘gacgtgctaa

taccgootgg
tacgaacgoa
atcgggroaa
atectaghca
acgangcagi
cetagtggata
attangaace
gagappaaay
cgectggeot
acocttogyt
ggecgetean
cegtogecac
tgacgytgas
ggatgcegyg
cgcageeatyg
tocagageaga
aggagaaaat
gtcgttcggs
gartcagggyg
cgtaanaagy
aasmatcgac
Ettc&ccctg
ctgteoegeel
cteagttegg
cocegaccgeot

aggcactgced
cgaggtecag
gagaaaatga
aaggcectgcaa
ttgccggege
acagagoetgc
gagtagatga
cgacgecgtyg
ggtrgtatge
gteogecaaace
agttgaaggc
aatogtagea
gtgegeegta
tgcbetatga
tgtagaagoy
Lagaggttte
Lggeggttte
cugguagegt
goggaaagcn
coabgeagey
centgattay
tocgagetage
caglbleacon
cacgoegego
gtggeagege
atgacotgoe
tgegetacoy
Lgctagggea
gecacgtacat
caaageogta
gegattttte
gtgestasct
egetgegata
aaatagcetyy
tegaccaccy
aacctetgac
agcagacaag
accecagtcace
ttgtactgag
accgeatcay
tecggegage
ataacgeagg
cegegtiget
gcticaagteca
gaagctccc;
tteteenite
tgtaggtagt
gegecktate

gecgocggea
gegectgyceg
gcaaaagcas
cgttggecag
aggatcacac
tatctgaata
atttitagcgg
gaatgoceea
cggroatgea
atocggoecy
cgegeaggee
agogyoaget
gattaggeag
cqgtgggeace
tgaccgacga
cgeaggancey
ceatotaace
gttocgtoca
goaangacgac
tacgzagasy
cegetacaay
tgatiggaty
cgattactoy
cgraggeaay
coggagaglbe
ggagtacgat
caacotgate
aatigeocota
tgggaacaeca
cattgggaac
cgeotaaaag
gretggecag
octacgecee
aetacggoos
gogaecacat
acatgeagoet
ceceghcaggyg
ghagugatag
agrgeaccat
gogetotboe
ggtatcagetl
maagaacatyg
ggogtbtttte
gaggtggega
cgtgegetet
gggaagegly
tcgotecaag
cggtaactat

caaccgttet
ctgeaattaa
aaacacgceta
ceciggeagac
caagelgaag
catcgcgeagy
ctaaaggagyg
tgtgtygagy
atggcactgg
gtacanateg
gocoagegye
gategaaten
ccgeccaagy
dygogatagtn
gectagegagg
gacggeatgy
gaataocatga
cacgtrgegy
ctgoctagaaa
gocaagascy
ateogtasaga
bLaccaogaga
ttgategatc
goagaagnca
aagangbbot
tigaaggagy
gagggogaay
gcaggggaau
aagoecgtaca
cggteacaca
tctitaaaac
CYCECRICOY
qeegettead
ggeaatctac
caaggeaces
ceegygagacy
cgegteageq
cggagtgtat
atgcggtgty
gothtostege
cactcaasgy
tgagcaaaag
cataggoetoe
aacccgacag
cctgttocga
gogettlote
ctgggctgtyg
cgtettgagt
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ceaacetays
gagcgaggta
cktagaaggac
ttagtagete
agcagaagat
agtetgacge
ctecceattl
gatagtttgg
cgaageggnyg
atctcgoztt
tcttctieet
ggcaggcgel
gugeLgtace
ggcggegagh
acoggateas
tttgtoagoa
atgteactge
atgatcbegt
ggggaageey
crtacggtea
geggageogt
actavotoby
rtttgrttbag
cgacceacyy
aapcatgrea
ggteaagyth
avcgaacyng
tgteatogit
gottagttoo
cggototece
tgregagety
acasattgac
aggeegastt
teetebotta
staaaacgac
rceeanagat
gtetioaasy
raagaatate
gataatatcg
gacaglagaa
cgitcaagat
cgtggaaaaa
cactgacgta
aggaagttes
cecggggggea
tgaktcgaaaa
gtgctttcag
atggtticta
cggaagtgct

aagacacgad
tgtaggeagt
agtatttggt
ttgatcegge
tacgcgcaga
tcagtggaac
gtgtaggget
ctgtgagceaa
teggoettcaa
tcacgtaghkyg
gtenaagata
ccattgecea
aaatgogyggan
tceatagege
agagtitecke
agatagcesy
gectgecache
oghgeacance
gagtitocaa
cograaccag
acgaatgtac
atagtigagt
gqyugacrgen
ogtaacgoge
Laacangasy
cltggaceagt
gotratgteo
acaakcanca
cghtebteoy
getgacgeoy
ceggteygyy
goettagacsa
gaatitootoy
asggtagegay
ggocagngaa
ggasccceac
caagtggatt
aaagatacay
ggaaacctee
@aggaaggtg
gectetgeeg
gaagacgttce
agygakgacg
ttteatttgg
atgagataty
gtlcgacage
cttegatgta
caaagatcgt
tgacatiggg
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ttategocac
gotacagagt
ateltgegete
asacaaacca
aaaaaaggat
gaaaactcac
tattatgcac
ttatgtgett
cgaatttcta
gacaaattot
agccrgieta

Toggaagey
caacgrrage
taagghtica
cgaegetgga
atcastghey
teraaatige
aatggtgact
aaggtogttyg
caaatcaata
ggeoageaac
cgabacticy
ctgetgogta
tbgetgothy
coatganasc
tgoegteanyg
actygattoy
tgctacccte
aatagoatog
teceggacty
agotgttgyge
cttaataaca
agtacgtagg
ctettaakbta
ttatcaactt
ccacgaggay
gatgtygatas
tetcagaaga
teggatteca
gracctacaa
acagtggicc
caaccaegte
cacaatccca
agadgacacy
aadaagectyg
gtekecgace
ggagggegtyg
tatgtttate
gaattcagcg

tggcagoage
tettygaagtg
tgetgaagocn
ccgckgalayg
ctcaagaaga
gtrtaagggat
gehtaaaaat
agtgeatota
getagacatt
tccaactgat
gettecaagta
acaccckteg
actacatbte
tttagegoot
ceraceaagy
atcetggery
agttogogek
totacagoge
atcaaagete
teactgtgly
gtoeggttega
gegatcacoy
acatcgttge
gatgocogay
sgocactgog
cagbtacget
tgeacgaath
cgogagatea
ghaacatgay
atggeetged
tggetgglagy
cattgeggac
akeoatttaa
atagygataa
tgtatagaaa
categtygaa
catgglggag
ccaaagggoet

tgceocaget
atgccatcat
caaagatgya
ttcaaageaa
ctategtteg
ctycaagttt
2ACLEACCYC
tgatgcaget
gatatgtecat
ggecactitge
agagcctgac

cactggtaac
gtggcctaac
agttacctta
cggtggtilt
toetttgate
tttggteatyg
aataaaagca
ategettgag
atttgocegac
ctgegegega
tgacgggety
gogrgattLt
geteategen
caaabagate
caacgotatyg
getogaagal
tayctygata
ggagaatetbo
geegegtigt
gortcaggee
gatggegeto
cbtoececeat
tgctocatas
gratagacty
sogttaceac
actegeatia
gateacayge
teogtgitte
casaghobge
tgtatogagt
caggatatat
gttkttaaty
attoragagy
cagygtasty
agttgetety
aaagaagacy
cacgacacte
attgagactt
atectgrecact
tgcgataaag
ceegcacoea
gtggattgat
caagaccent
gtacaaaaaa
gacgtstgte
cteggaggge
¢rggogtaaat
atcggeegeg
ctattgeate

aggatlagca
tacggctaca
fggaaaaagayg
tttgtttgea
ttttectacgg
catgatata:
gacttgacat
ttaacgcoay
tacctiggtg
ggccaagoga
atactygygce
geeggttact
agoocaglog
ctgrteagyga
A Rod Al Rided ol
acetgeaags
acgonacgga
goetateteca
creatcaage
gocatocact
gatgacgeca
gatgtbbaac
catcaascal
taccoouasa
acgotgegtte
cagattacya
agcaacgoho
aaacocggon
caocttacaa
gotgabbtty
tgtagbgtaa
tactgaatta
cgegneygala
ayglcycasy
cegacaglgy
ttoeaacoac
tegletacte
Ltcaacaaag
teatcaznaag
gnaaggcetat
cgaggagcat
gteatatete
cetctatata
gcaggotaga
gagaagttta
gaagastetks
agetgegooy
ctaeccgatte
tcecgoegty
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cacagggigt
tecgeggagge
cattoggacc
ctgatcoccs
cgcaggetcet
tgcacgecggaa
LLgactggag
ggaggecgte
agcttacagg
atcagagctt
caategtcooyg
coggeeglet
ageactegte
tetotacaaa
aagggaatta
tatgtatttg
tocagtgace
gotaeagygte
tatagttacg
aagttggbtt
aaacraacat
tgaatatact
ggecaaatata
gragtacygas
gtasatatat
araaaddate
aagatataga
atgattaaat
ttotattgeot
tacasctagy
aagoeatata
taghtttgat
acggagoooa
aggctteace
teotceoataas
aaaagoagee
caggaaagac

tgatcgget
aactgaaagq
cagcoaagea
gacttaktcet
ggagtgcaga
tgaargcggce
ttcasgagtt
atggatatcyg
tgcagettga
tcecatgegey
tcgaaggtea
Ltcaaacatt

cacgttgcaa
catggatgcg
gcaaggaabd
tgtgtatcac
cgatgagctg
tteeygetoe
cgaggcegatg
gtrggettgt
atcgecgeygg
ggttgacgge
atocggagoee
ggacagatgy
cggaccoage
tectatotebe
gggrteitar
tatbbygtaaa
teaactotat
gacgaattea
geeagtygaca
gtgtetbcta
ghteboottt
taatttegte
tackattite
acgatccaae
cctotactut
atatogaans
apaaancaay
Ltgotaaagt
adnatboaceon
ctaataagla
gogtkttote
acaaasanac
ctagecacte
thoetetton
gecctaattie
ttactgeaaa
gacgacegey
ccastgetgt
aacgacgegt
agctcatcat
tgagggagga
ctitegttgy
caaggccaga
ggtttatctt
atatgccatg
cgeaaatatg
ceaacaggad
tccgttegga
tggcaataaa
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gqacckgeaty
atecgetgegyg
ggtcaataca
tggcaaacty
atgectttggg
aacaatgtcc
ttecggggatt
atggageage
cteegygeyt
aatttcgatg
gggactgtey
ctgigtagaa
tttottgtac
totatttete
agguttioge
atacttetat
Ltatacatagt
ceggbtagyy
tracoctgti
gattaatect
tttetttaga
atttggatge
cattgtaaca
tttgtocana
cgtttttaca
aagtegatyga
atgaaccans
ttgaanagtt
acaasacgea
aataagtaga
attgaaagty
Jqaaaacacas
cttcaaacys
aacchetete
cttcatcaca
aascttatgy
atagetetty
cctcaactat
ctetacotta
aggctgateg
tccacctegt
catattatcce
gttaagcaga
tggaatgaac
ttgtttgecta
gaagytaagt
cagaaattee
atgtatiagyg
gtitettaag

aaaccgaact
ccgatottag
ctacaiggeyg
tgatagzaga
ccgaggacts
tgacggacaa
cecaatacga
agacgcgeta
atatgctoeg
atgcagettyg
gecgtacaca
gtactegecy
anaghggagt
tocagaataa
teatgtgttg
caatdaaatt
tgataattea
atuacayggght
atcectaace
ccaaacttti
aattetaacy
cetttacaac
tasatgtcca
aacaaaarce
accctageote
bttt
ttkteaccta
totbtagaas
vgtegecatt
vaagtagact
cgaasacaat
tttaatctea
gtettaccaa
tetetotete
agaatcrgas
acotygaeatet
cocagoagac
caacceggaag
atgatoggec
aggsggtgta
tgetcaactg
gccacaagtt
tgttgeacce
cteggetgag
geccagaacca
tgattaatgyg
ceeaagthaa
tacccagett
attgaatcct

gcececgetgtt
coagacgageo
toatttcata
caccgoeagt
cocogaagtc
tgaccgecata
ggbtegecaac
cttcgagegy
catiggtest
ggcgeagggt
satogoeege
atagbgyaas
ccgeaaaaat
tgtgbgagta
agcatataag
Lataatteon
ctggeegtgd
astogesace
ggtgacaact
gattaaccaa
aabttabott
ctoctracca
taatctgaat
vtataschat
anacaaattt
crtacgttat
tetaaclact
tgtgaaatat
cataattatyg
caggrtigaa
cgtgkgaate
gattaaaaayg
cteorcticta
tetottttte
gaagaaacaa
aatttteggt
agggetteca
cggacgacca
tctagtggag
taatecatgag
catgacgcua
accegaccaa
cgctyczgge
goeccattetg
gatcacggea
gatcgcteoag
cgcageeygel
tettgtacaa
gttgcecggte

ckgeagccyd
gggtteggee
tgcgcgattg
gegtacgteg
cggcacctcg
acageqgtea
atcttottet
aggcatccgg
gaccaactot
cgatgegacyg
agaRgogegy
cegacgeeos
caccagtete
gthoccagat
aaaccattag
adaaceaadaa
trattocaty
ttaggacogt
ttgtatagaa
paaaattate
tatactgatt
aactoeactkat
caaabtocatt
Ltactitaat
attatttgng
ceatanaast
tapatataat
tgataacagt
ghuiocacacs
dasaccataa
ttacaglite
Aaazaagaga
gaaacaaatt
tcaaaccate
gtttgtacaa
ccaantbgea
gtectrtege
acagtggaag
ggtatoalteg
gccaacggeg
aacagcktaktt
gagacctica
cattctatta
aaagagaicy
gatatgotat
gagtatttca
thegeoggat
agtgggatcg
ttgcgatgat
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tatcatataa
gttatttatyg
agaaaacaaa
actagatcca
cgttatagtt
gaacggertta
aagzottagel
tttgacagga
tatttaaaag
aggghtocen
goetbotgacy
cgogacagge
taaagtagaa
ctggeetget
cagaactgea
gogaccgooe
tgaccagget
tecaggagge
cggccggccg
Leabogacey
coogcootac
guogeanegt
cacttgagey
aggacgoatt
aagealtgaaa
ggcggagaty
gotycatgas
ggoogetgan
ctigegtcat
gaacgealtega
geaacccate
gateoocagy
gtcggcatay
gtaghgatcg
gactbtogige
gtggagctay
gtgtcgoeggyg
tacgagetge

tttctkgttga
agatgggttt
atatagecgcg
actttattat
atggcaaaca
tgoctgeagy
tgagcttgga
tatattggeg
ggcgraasaa
tegggatcaa
ttoagbaoay
tgecgeestg
tacttgegac
gggctatgee
cuogauaggs
goagctggec
agacogeoetg
£gqegeggyc
cabgobattg
CATCLYYRgT
coLoacocey
gaangagyoy
cagegayyasa
gancgagyge
cegeaceaayg
atcgeggery
atoctggroeg
gagacogags
geggtogety
aggttatege
cagecogege
geagtgreeg
agcgeargaao
aeggageges
tgattcoggt
ctaagcagég
cgatcaaagy
seattotiga
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attacgttaa
ttatgattag
caaactagga
acatagttga
gctattatgg
tegegagega
“cagattgte
ggtaaaccta
ggttrateccg
agtacttbtga
cogtottoty
ceettttoct
tagaacaegga
cgegteagea
tgeaccaage
aggatgetty
geoogoagen
ctgcgtageo
accgtgtteg
gygrgoangy
geacagatog
gotgeavtoo
gtgacgaeccea
gacgoeetay
acggecagga
ggtacgLgtt
gtttgtotga
googeogtot
cgtatatgat
tgtacttaac
cergoascte
cgattgggey
gattgaccge
ceaggeggeyg
gcagccaage
cattgaggtce
cacgcgeato

geatgtaata
agrcecgeaa
taaattateg
ttegtegace
gtattatggg
tecgoggtace
gtttecegeoe
agagaaaaga
ttcgteccatt
tccaaccoct
agaacgacal
ggogtttict
gacattacge
cogacgacca
tgttltoega
acoacctacyg
cangegacot
tggoagagee
coggeabtge
coguCasgygs
cgracgecey
ttggogtgea
cogRygocay
cgguegecyga
cgaacogtih
CHaAgeogoee
tgacaagctyg
aaaaaggtga
gegatgagta
cagaaaggeg
geaggggeeqy
geagtgegay
gacgtgaagg
gacttggety
ccthtacgaca
acggatggaa
ggcggtgagy

Figura 21.

attaacatgt
tzatacattt
cgcgeygglyt
tgcagteget
tggttottia
gcceggacgt
ttcagtttaa
gratbtatta
tgtatgtgca
coegoebgotat
glCegehroaay
tgtegoatgt
cakgancaayg
ggactbgacc
gaagatoacc
ceckggegac
sctggacatt
gtgggccgac
cgagttogag
cegagygugty
cgagctgate
tegotogaoe
geggegeggt
gaatgaacgoe
tteattaceyg
gogoacygLo
goggectgge
tabgtatityg
aataaacaaa
ggteaggoaa
atgreotgtl
gagatoaace
ceatoggreyg
tgrcegegat
tatgggccas
ggetacaagye
ttgcegagoe

aatgcatgac
aatazcgcgak
catctatgtt
accttaggaa
tgcggacact
cgacaggcct
actatcagtg
gaataucgga
tgccaaccac
agtgcagtey
tccLagguia
cttagtegnea
agegqeegeey
aaccascggy
ggcaceaggce
gttgtgacay
gocgagogon
accagecacygc
cgttecctan
sagthtggoc
gaccaggaay
ctgbacogey
geeticogby
caggsggaac
ragagatoga
caaccgtgcy
cggenagott
agtasnacay
tacgeaaggy
gacgaccate
agtegatiee
getascegtt
gogogactte
caaggcagee
cgeegacatyg
gaoottigte
getggeeggg
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gtcccatatce
tgaatcagaa
atcaaaactc
agkgceggee
acgcoagaca
atgtacgegyg
ctaccagagt
cggcatggaa
aacgggrgyt
aacccccaay
gegegguget

amcgearcga

. geaaagaato

gegaogagna
gcagcatoat
tgateegeta
ceaghgtyty
accgatbacey
acgtactcsaa
cutgeattey
goegeatgygt
gogaaaccyy
tcacagsacy
coggeatogy
gatgghtart
grrtcacegt
aggcgaggea
gatcegecgy
aaggregaas
Lhaggaacey
tgtaagtgac
ttattaaaac
aagagotges
gltieggeeta:
cagggeygcdyg
tgcectegege
gtcacagett
ggtgriggeg
actggcettas
azataccegoa
teactgacte
cggtaatacg
gccagtaaan
geceocchtga

gactataasg

acgcagcgeyg
ccecgagqggcyg
atttgagtca
gtccgagegce
tgaagcggyt
tacgccaagy
amatgageaa
aatcaagaac
tggccaggeg
ceegaggaat
ggyLeatgac
ggcagaagea
ceggraacey
aceagatttt
ggacgtgace
cgagetteca
ggatvaggac
g9aag9gaag
gthatgucag
gttaaacace
gacggtatcce
geggeceggay
caagaacceg
cogttbtete
cangacgate
gogeangety
ggctggeecyg
steptaatyl
aggtetotit
gaaccegtac
tgatataaaa
tettanaace
aasagoeygect
cgaggecge:
acaagecqeg
gttteggtga
gtctgtaage
ggtgtcgggg
ctatguggea
cagatgeghta
gctgcgctcg
gttatccaca
ggecaygaac
¢gagcateac
ataccaggey

251744

Lgagctacee
acgctgaeeey
atgaggtaaa
acgeagecaga
caactttcag
caagaccatt

tgaatasat
Raccaggcac
taagecggetg
cggegrgacy
chggtggaga
cgeececeggty
scggcagecyg
thagtteega
gtttteegte
gacgggeacy
arggbaccga
guagaaaage
cgagccgaty
acgeacgtiy
gayggtgaag
tucatogaga
gacgtgutga
tacogoohgg
tacgaacgoa
atcggylLona
atcotagtoa
acegagraga
cotgtggata
attgggnace
gagaaaaaagy
cgectggoet
accotteqgt
ggregotead
cegtegecas
tgacggtgaa
ggatgeeggy
cgeageraty
tcagagecaga
aggagaaaat
gtegttegge
gaatcagygg
cgtaaasagyg
aaaaatcgac

trreceecety

aggcactgee
cgaggtccag
gagaaaatga
aaggetgeaa
ttgcagyeygg
agcgagetge
gagtagatga
agacgecgtyg
ggttgretgc
gtcgcaaace
agttgazggon
aatcgtggca
gtgegeegte
tgectotatga
tgtegaageg
Lagaggttte
tgguggtLte
coggoegege
gogganagos
ccatgcagey
cettgubbhag
tegagaetage
cggtbeacen
cacgeoygogy
gtagoagoqe
atgacctgeo
tgecgotacug
tgetagggoa
geacglacat
caapgcogha
gegatttioe
gtgeatanct
cgeteegete
aaatggctag
tegaccgecy
aacctergac
agcagacaag
acccagtcac
ttgtactaag
accgeataag
tgcggegage
ataacgcagg
ccgeghtget
gctoaagtea
gaageteect

gcegeegyca
gegetggecg
geaaaagcac
cgttggecag
aggatcarac
tatctgsata
atibttagcgy
gaatgceocca
cggeoctygca
atccggoeey
cgcgoaggee
ageggeegot
gatbaggaag
cgtaggoact
tgaccgacga
cgraggyeeyg
ceatetaane
grreogtoea
gaaagacgac
tacgaagaag
cogetacaag
tgattggatg
cgattacttt
cgcaggcaay
cggagagbhc
gqgagtacgat
gagccrgate
eathtygcectsa
cguegaaccees
cattgoganc
¢gectasaac
gtcetgyecag
cotacgeece
cehacggeca
gcgeacacat
acatgcagct
cacgleagyyg
glagegatag
agtgcaccat
gegetottoe
ggtatcaget
aaagaacatg
ggeatitite
gaggtggaga
cgtgegctet

caaccgttcet
ctgaaattaa
aaacacgeta
cctggoagald
caagctoaayg
catcqgcgeag
ttaaaggagyg
tghgtggays
atggcactgg
gtacaaatcyg
decoagegyge
gatcgaatee
cegeccaagg
cgogatagee
getggegagy
gecggeatgyg
gaatccatyga
cacgrigeay
ctggtagaaa
gecaagaany
atcgtaazga
raccgegaga
ttgategate
goagaageca
aagaagttot
trgnaggagg
gagygogany
geaggggaasa
aageegtacs
cygteacaca
tototasaac
cgeacageey
goegattege
ggcaatctac
caaggcaccec
ccegyagacyg
cgcgteageyg
cggagtgtat
atgeggtakg
gctkcetege
cactcaaagyy
togagcaaaag
cataggectee
aacceguacay
cutgtteoga



ccctgeeget
atagetcacg
tgcacgaace
ccaacccggt
gagcgaggta
ctagaaggac
ttygtagete
agcagcagat
ggtctgacyge
cboccaattt
gatagtittyg
coasgeggcy
atoteogeett
Tetbeteott
ggcaggeget
gegetgtace
ggcggcgagr
accggateaa
Lhtgleaygea
atgteattge
acgatgtcgt
ggggasgecy
ctracggLea
goggaygnogt
actacctoty
trtgtbtbay
cgaceeacyy
anacatgton
gutcaaggts
accgaacygag
tgteategtt
gottagttge
cggetereee
tgeegaycty
acaaaitgac
acgccgaatt
tectebetta
ctaaaacgac
tcccaaagat
gtcttcaaay
caagaatste
ggtaatatcg
gacagragaa
cgttcaagat

cgtggaaaaa

taccggatac
ctgtaggtat
cccecgttcag
aagacacgac
tgtaggoggh
agtatttggt
ttgatccgge
tacqgcgcaga
teagtyggaac
gtgtaggges
ctgtgagcas
Tcggettgas
cecacgtagta
grecaagata
coattgooca
aaatgoggga
tccatagegt
agagttecte
ggatagocny
getgecacte
cogtgoacaag
aagtbttcoaan
cegtaaceay
acaaacgtac
aragttgagt
ggugactges
cgtaacgege
taacaagaay
ctggaccoagt
gattatgteo
acaatcaaca
cgttcttooy
gekgacgeey
ccggtecgaegy
gocttagacaa
gaalkiccteg
aggtagcgag
ggccagtgaa
ggaceoooan
caagtggatt
saagatacag
ggaaacctce
aaggaaggtyg
goctetgeeg

gaagacgtte
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ctgteegect
ctezgtteyyg
cocgaccget
ttategecas
getacagagt
atctgegcte
saacaaacea
azaasaggat
gamaactcoac
tattacgeac
tratgtgett
cgaattiota
guoaanattot
agectgtota
gteggeageg
caacgtaage
taagghttca
cgeegetygga
atcaatgroy
tocaaattge
aatgotgact
aaggbcgttyg
caaateaata
gaccagoaan
cgatacttog
ctgrtgogta
ttgetgotty
ceatgaaaad
tgegtgacyg
actgggticyg
tgctaccoote
aatagcatly
teceggactyg
agctgttgge
cttaataaua
agtacgtagyg
ctctbaatta
ttatcaactt
ccacgaggag
gatgtgataa
tetcagaaga
tcggatleca
geacctacaa
acagtggtce

caaccaogtc

tcetoectta
tgtaggtegt
gogeettate
tggcagcagce
tettaaagtg
tgctgaagee
cegetggtag
ctcaagaaga
gttaagggat
gottaaazat
agtgcateta
getagacatt
tecaactcat
goettoaagta
acatcetteg
actacattta
titagogeot
cotaccaags
ategrtgyety
agttegeget
tetacagoge
atcaaagete
teactgbgty
gteggttega
gogatcacoy
acatoglogs
gatgeeegag
ggecactgey
cagttacget
tgocagaatt
sgegagatoa
gtaacatgay
atggocobgee
tggatggigg
cattgcggac
atccatbban
atagggataa
tgtatagaaa
categtqgas
catggtggag
ccazagggct
ttgeceaget
atgecatoat
caaagatgga

ttcanaageaa

gggaagcgtg
tegetccaag
cggtaactat
cactggtaac
gtgacctaac
agtracette
cggtggtttt
tcectttgate
Lttggteatg
aataaaagoa
atocgetbtgag
attTgoogac
ctycgegega
tgacgggoty
gegrgatttt
geteategeco
caaatagate
caacgoetabky
gctegaagat
tagctggata
ggagaatote
goegogitgt
gotteaggoe
gatggegote
ctrucccost
tygctecataa
geatagacty
cogttaccac
acttgcatba
gatcacaggoe
beogrgrete
caaagretge
tgtatcgagt
caggaktatat
gtttttaatg
attetagagg
caygggtaatg
agtryctety
aaagaagacy
cacgacactc
attgagactt
atctgtocact
tgcgeataaay
ccececaccca

gtggattgat

agcgetttcte
ctgggetgtg
cgtettygagh
acgattagca
tacggetaca
ggaaaaagay
tttgttigea
tttectacgg
catgatatat
gacitgacet
crLascgeeeyg
taccttggty
ggoecaagega
atactgggece
goeggitact
agceoagtoy
ctgrteagga
ttetotiget
acctgoaaga
aogoocangga
gobetoteca
Ttoatcaayc
geoatceoaet
gakyacgeos
gatgrttaac
catcaaacat
tacoccaaaa
cgetyegtte
cagetracga
agcaacgate
pancooggoa
cgecttacaa
gatgatzety
tgtyggtgtaa
tactgaatta
cgogecgata
Qggccgcaag
ccgacagteq
tteooanceas
tegtetacte
ttcaacaaay
tcatcaaaag
gaaaggetat
cgaggagcat
gtgatatecte
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cactgacgta
aggaagttea
ccggggggea
tgatcgaaae
gtgctktteag
atggktitcta
cggaagtgct
cacagggtgt
tageggagace
catteggace
ctgakcecena
cgcaggetetr
tgecacgeaan
ttgactggayg
ggaggecgtyg
agetogeagy
atcagageut
caatogreey
ceggeeghot
ageachegte
reroracaan
aangyggaatta
tatgtatityg
tccagtgacce
gotgeagyte
ggtagogage
gttyggtirgt
actaacarygl
aatatactta
cagtttotat
cacctacaac
atasaagoeca
thhcbagtte
gagaacggag
aattaggctt
catctereea
acaaaaaagc
tgcacaggaa
tegottgate
gaagaactga
atcgeageca
ggcgggetta
tattggagtqg
tteakganag

attaticaag

agggatgacyg
thtcaktigy
atgagatatg
gttecgacagc
chtegatgta
caaagatcgt
tgacattggy
cacgttgcaa
catagatgeg
geaagyaatc
tgtgtatcac
cgatgagety
crteggereco
cgagygegatg
gitggetigt
atcoecgogy
ggLtgacgge
atceqgagec
ggacegatgy
cggacceayge
Letatctere
gygttotbat
tatttgtaaa
tcaacttat
gacgaattea
ggeogoaayge
gtettetaga
tetoocttert
atbttggtoat
tgotassate
taggetaata
ratagegutt
tgatacaaad
cccactagcc
cacctteebe
tasagascha
aggcttactg
agacgacgac
gggtccaalky
aaggaacgac
agaaagerea
ttcttgagyg
cagatttteg
cyygccaagge
agttagttta
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cacagtcceca
agaggacaty
aaaaagcctyg
gtckbccgacc
ggagggegty
tatgtttate
gaattcagcg
gaccrtgeekg
atcgetacqy
ggtaaataca
tggeaascty
atgetttggg
aacaatgtee
troeggggatt.
atggagoage
ctecgaacgt
aatticgaty
gggactatey
ctytgtagaa
tttettotac
roctatcLtee
agggtttege
atacttctat
tatacatagt
veggktaggy
tasaacgacy
ttaatecteo
tetttagaaa
ttggatgeue
accasvanaa
agtaaataag
teteattgaa
aaacaanaac
acteetteaa
tteceaccte
atttetteat
caaazaactt
cgegatagot
cbgtocteaa
gegtotetac
tcatzggctyg
aggatceacs
ttegecatatt
cagagttaayg
tctttggaat

ctatccttcg
ctyceaagttt
aactcacage
tgatgcagct
gatakgtect
ggcacttige
agagcecigac
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cegatettag
ctacatggcey
tgatggacqga
cecgaggacte
tgacggacaa
cecaatacga
agacgegeta
atatgeteeg
atgcagcltla
ggogtacaca
gtactogeeg
aaagtyggagct
tccagaataa
teabgtgtty
caatanaatt
tgataattoa
atascaggel
gecagtgast
aaacttttge
ttotaacgaa
tttacaacal
cgeatgtoge
tagacaacta
actygcgaaca
acaatttaaz
acgtgtetta
tetetebete
cagaagaatc
atggacctge
cttgoccage
ctatcaaccg
ctcgatgate
ategaggagy
tcgttgctcea
attegecaca
cagatgtige

gaacckteogge

caagaccctt
gtacaaaaas
gacgtetgte
ckcggaggge
gegggtaaat
atcggecgey
ctattgecatce
gcccgetgait
ccagacgage
tgatcteata
caccgteagt
ccocgaagtce
togeegeata
ggtogecaac
cttegagegy
cattggatett
gacgcagaygl
aakegosege
atagtggaaa
cocgcaaaaat
tgtgrgagta
ageatataag
tetaattoct
ctyggecgtygce
aataactatba
tatcaactbt
ttaaccaaaa
ccratottta
cettacoaaa
catteataat
gactcagguy
cgateghtyty
cttagattaa
ccaavictel
tetetokert
agaagaagaa
atctaattet
agacagggct
gaagcggacy
ggcetetggt
tgtataatca
actgeatgge
agttacccga
acceagetac

tgaggoccat

cctctatata
goaggetaga
gagaagtttc
gaagaakcte
agectgagecg
cbtreogatta
tcecegongtg
ctgeagoogs
gggttceggee
tgegegarty
geatoogteg
cggeacctcyg
acageggtea
atcttettet
aggeatcegyg
gaccaactol
cgatgegacy
agaageqegy
cegangeese
caccagtete
gteccrcagat
aaacceobbag
aasaccaaza
trattocaby
acgyteckan
gtatagaasa
aaattatona
tactgattty
atattgatoea
tatggtttea
tgaaaasace
aatgtlgtay
aaagazaaaa
totagaaaca
Lttetcaaac
acaagtbrgt
cggtccaact
tocagroott
agcaacagty
ggagggrate
tgaggocaac
gogaaacage
ccaagagacs
aggccattct

totgaaagag



8101
9162
83221
B261
B341
8401
B461
8521
8581
BE4i
B70.
876
482z
8881
8241
200%
906L
9233
5181
92431
9301
9382
9421
9481
9541
2601
9661
9721
9781
2841
$901
2961
=021
0081
1014l
0201
ip2e1
10321
10381
0441
20501
10561
i0621
10681

atcgatggat
ctattgcage
ttcatecatg
yyattcgaay
ategttcaaa
tgattateat
tgacgttatt
cgatagaana
tgttactaga
tggrigecagg
cagotatLat
qgragegage
gabtoagattyg
cgggtaagce
aaggrttate
aaagtastit
ageoghotto
tagoeekbbite
actagaaccqg
coegogteag
gorgeancaa
coaggatget
tggocCgeay
gectgogtay
tgacegtght
gegggegega
cageacagat
cggorycact
aagtygangoo
cegacgoect
dgacggceay
cgggracgty
cgghttatet
gegeegoegt
tgegtataty
getgtactta
gccctgéaac
cgcgattggg
acgattygace
ccecaggegyg
gtgcageccaa
agrattygagy
ggeacgrgea
ga

atcgatatge
ttgecgeaaa
cgcgccaaca
gtoatcegtt
catttggoaa
ataatttotg
tatgagatgg
canaakatag
tccaacttta
tcgacgaatt
gaggtattatg
gategeggta
tegbttenag
taagagaaaa
cgttegteca
gatecaacee
tgananaagac
ctggeetbtt
gagacattac
cacegacgac
gergretteo
tgaccaceta
CRCCCaoyan
cebyggeagag
pgoecygrath
ggcogoecaaq
cgogoacgee
getrggaegly
caccgagges
ggeggeegec
gocgaaccegt
ttegagenge
gatygcoaage
ctaaaaagygt
atgcgatgag
accagaaaqy
tcgecyggyge
cggcegbgeg
gegacgtgaa
cggactigyga
geeccttacga
tcacggatgg
tcggcggtaa
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catgttgbe
tatggaaggt
ggaacagaaa
cygaatytat
taaagtbtek
ttgaattacg
gtttttatga
cgegeaaact
ttatacatag
caccggttaa
ggoggttctt
cegacegyge
coctteagtit
gagegtttat
tteytatgty
ctoogetget
atgtogeaca
ctigtogogt
gecatgaaca
caggacttga
gagaagaven
cgecectyggey
ctactggaca
cegtygggeey
goegagthocy
gecegagygey
cgegagetga
categotega
aggeggegeyg
gagaatgaac
tttteattac
cogegeacgt
tggeggecty
gatgtgtatt
tasataaaca
cgyyteagge
cgatgetectyg
ggaagatcaa
ggecategge
tgtgtecgeg
catatogace
aaggctacaa

ggttgeegag

gctageccaga
aagttgatta
tteooecccaag
taggtacccs
taagattgaa
ttaagcatgt
ttagagtecc
aggataaaty
ttgataattc
ctataacggt
tatgecggaca
gtagacagge
aaactabtcay
tagaataacg
catgecaace
atagtgycagt
agtectaagt
gttttagtog
agagcgeoge
coaaccaacy
aaggoaceag
acgrtgtoac
ttgecgagey
BCaCCACTHT
agegtteoat
taasagtttag
togaccagga
aaetgtacry
gtygecktonyg
gocaagagga
cgaagagatc
ctoaacogtyg
geeggecage
tgagtaaaac
aatacgcaay
aagacgacca
ttagtogatt
ccgetaacey
cggcgcgact
atcaaggcag
accgecgace
geggectitg
gcgetggecg

Figura 2s.

accagatcac
atgggatege
ttaacgeage
gectorctigh
teorgtbgee
aataaktaac
gcaattatcac
ategegogey
actggeogte
cctaaggtag
ctgacggctt
ctangatray
tgtttgacag
gatattitaaa
acagggtoec
cggotictga
tacgegacag
cataasgtag
cgerggecty
ggccgaacty
gogegaceyge
agtgaccagy
catconggay
gecggoegge
aatcatogac
cceccgeoot
aggecgoacs
agracttygag
tgaggacgaa
écaaqeatga
gaggoyygaga
aggetgeatyg
ttggecgery
agettgeghe
gggaacygeat
tcgcaaccca
ccgateeesa
ttgteggcat
tcgtagtgar
cogacttegh
tggt.ggagch
tcgtakcgeq
ggtacgaget

ggcagakbatyg
tcaggagtat
cqctttegac
acunagtyygy
ggtectbgeoga
atgtaatgca
atttastacg
gtgteatota
gettattoca
cgatggraaa
tatgecetgea
ctrgagotry
gatatattgg
agygegtgaa
ccregggake
cqattoagtge
gatgeogers
aatacttgeg
ctgggetaty
cacgoggcag
cuggRgrrey
ctagacegoo
geoggogeay
cgcatgghgt
CHCRCCCIER
acccteacco
gtganagagy
cgcagegagy
ttgacogagy
aaccgoacea
tgastogogge
aaateetgge
aagaaaccgsa
atgoggteas
gaaggttate
tctagceege
gggcagtgcee
cgacageecy
<gacggagey
gctgattesg
ggtlaageay
ggcgatcaaa

gceccatrtett
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35S terminador

P
Isopentiltransferase

Bam HI (7185) p

AtMYB32-900

Pst] {5876) ~bla
SRl (5366);, ¥ PBSubn AtmyDb32:ipt-35st
Hindlll (5860)??{ 7863 bp
Pstl (5852)
h origem da replicagdo
ZmUbi promotor \ _ Il (2965)
Neol {4806) aB® . BcoRi (977)
EcoRI (4456) ’ \ N\ “hos
Pstl (3262)
\‘bar
BamHI (3843)

Pstl (3865)
Figura 2a.



61
121
181
241
30l
381
421
481
541
601
661
721
781
841
501
851

1021

1081

1141

1201

1246%

132

1381

1441

1503

1561

1621

1681

1742

18C)

1861

1921

1981

2841

21¢1

2162

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2582

2841

ttatacatag
ccaccgeggt
Laatcatggt
atzogagecy
ctaactgegt
taatgaatcg
tegeteoactyg
aaggcggtaa
aaaggecagc
creegeocee
acaggactat
cugaceonge
Lebeataget
batgtgcacy
gagtocaace
ageagagega
tacactagaa
agagtrgyla
tgcangeage
acggggtory
topaaangga
agtatataty
teagugakot
avgatacggy
teacogyoby
goteotacaa
agragttoge
toacgotoat
acatgatcoe
agaagtaagt
actgtoakge
Lgngaatagt
gaegocacata
cteteaagga
tgatctteay
aatgcogcaa
ttheaatatt
tgLatttaga
gacgegeecet
goetacacthg
acgttegoeg
agtgcittac
coategeect
ggactctigt
Laagggatct

trgataatte
ggagceteocag
catagctgrt
gaagcataaa
tgcgclteact
gocancgoge
actcgectecyg
tacggttate
aaanggreag
ctgacgagea
aaagatacea
agettacegy
cacgetgtag
aasceocoegt
cgglaagacs
ggtatgtagy
ggacaqtatt
gecertgate
agattacgeg
acgeteagta
terteacata
agtaaacttyg
gretatttoy
agggetraca
cagatttabe
ctttattege
cagtt&atag
cgtttggbal
veatgrtgty
tggcegeagt
catcegtang
gtatgcggey
goagaacttt
tettaccges
catcttttac
saaagggaat
attgaagecat
aaaataaaca
gtagcgeege
cocagegeect
gorttegceg
gggaceicga
gatagacggt
teceaanctygy
tgecgattte
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actggeegte
cttitigttce
tectgtgtga
gtgtaaageo
gececgettte
ggggagagyc
cteggteogtt
cacagaatca
gaacegtaas
tcacaaagat
ggegttbooe
atacctgbog
gtatcteoagt
tcagoeegac
cgactbtaccy
cggtgetaca
tggtatekge
cagcasacaa
cagazaaaaa
gaacgasaac
garectttta
gtotgacagt
trtoatecata
atctggecce
agcaataaac
ctonabccay
tttgegocaac
ggettecatte
caaaasagey
gttateagte
atgottttot
agegagstye
aasagtycto
gttaagatco
ttteaccaye
anggoogaca
trtateaggge
aatagygggtt
attazgegeg
agogeoesgot
tcaagetcta
ccecazaaaa
ttttegeoct
aacaacacte

ggcciattgy

gtgggggatc
ctttagtgay
aattgttate
tggggtaccl
cagtegggaa
ggtttgesta
cggctgcyge
ggggataacy
aaggecongt
cgacgetoaa
cutggaagol
geettboteo
toggtgtagy
cgctgegeot
cunctggray
gagtoottga
getetgelga
accacogoetyg
ggatctonag
teacgtlany
aattansaat
tacocaatgot
gttgoctgace
agtgclygoas
cagorageey
tetatbaatt
gttygttgeea
agetooggty
ctrtagatect
atggttatgy
gtgactggty
tettoooogy
atcattggaa
agttecgatygt
gtttetgggt
cggaaatgtt
tattgtctca
cogegecacat
gegegtgtag
cattbogett
aatcggggge
cttgattagyg
trgacgttagy
aaccctatet

ttaanaastyg

cactagttat
gyttaatttc
cgeloacaat
aatgagtgag
acctgtcegtg
trgggegete
gagcggtatce
caggaragas
tgctggegtt
greagaggtg
woutegtgey
ottogggaag
tcgttogekco
tatecggtaa
cagecactgy
agtggtggec
agecagilac
gtageggtgy
asgatcobtt
ggattitggt
gaagttbtaa
taatcagbga
tececcgtogt
tgatactgey
gaagggceoga
gttgoeggga
ttgotacagg
cccaacgate
togykestoe
cagsactgea
agtacicase
cgtcaatacy
anggttette
zaceoacteg
gagcasuaac
gastactcat
tgagcggata
Ltoccoegaasn
tggttacgeg
tetteoectte
Ecoctttagy
gtgatggtte
agtccacgtt
cggtctatic
agekgattta

agageggeesg
gagcttageg
tecacacaac
ctaacatcaga
ccagekgcat
tbeegettec
agetcactca
catgtgagesa
totecatagg
gegaaagocy
ctatectgrt
cgtagegett
caagceLggyge
ctateghett
caacaggart
taactacgge
cLtCyganas
peettttatt
gatotttbet
catgagatta
arcaatotas
gyuacctarce
gtagataaet
agacooacgs
gogeagaayl
agctagagta
categbygby
aaggogagtt
gatogttgte
taattotett
caagteatte
gestaatace
ggggegaany
tgcacecaac
aggaaggcad
actclioutt
catatttgaa
agtgocacct
cagegbgace
ctetebegece
gttecgatrt
acgtagtgye
ctrtaatagt
crtkgattta

acaazaattt



2701
2761
2821
23861
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3181
3421
Jam
541
3601
3681
3721
318l
3841
3901
3961
4021
4082
4147
4201
4261
4321
4381
4441
4501
45461
5621
1681
4741
4801
4861
£921
4981
50492
5101
5161
5221
5281
5341

aacgcgaatt
actgttggga
gatgtgetge
aaacgacggc
cectegaggt
ateyggatcta
atttrgteet
ctcataaata
aattatatga
caaatygtttg
ggggcggtac
getbgaagec
geacgotegy
ccagggactt
gggagangta
cogegtagyoc
coogeagacy
tgaccgtget
cyybggeacy
bygatectot
agaaacagta
gergetgeat
tttattatea
catgratatyg
catccatetb
atagatacac
JooUascTac
gtazaaceey
attcgtaact
aglagtttge
cacaaccaayg
ttgaaatana
teoatoaayt
aagtitageaa
scggatctaa
ctaaccatyg
qagygegtace
gtaitgegete
tacggeggge
ggtaccgtge
cgeaatttet
ggtcocagagy
getggtitoge
cltactegaaa
aatttttagt

ttaacaaaat
agggcgatay
uaggcgatia
cagtgaatty
cgacggtatce
gtaacakaga
ctatcgegta
acgtcatgca
taatcatcge
apcgatetge
cggcagyntyg
ggacgoeage
gtegrtggge
cageaggtgy
cacggtagas
gatgcoggeg
gacgaggicy
tgbcoegaty
geggakgtog
agagtegace
coaageaaat
atgccateat
tagataggta
catorgtasa
aaactcgtas
caggtagttt
accacateat
catcaacaty
abtgaatatgt
aacagaatto
aCaaaaaBng
ggaaaaggge
ctgeggaacy
tcagaacgty
cacazacacyg
acCggaacys
ttyasgeqgga
cgaacaatyc
gaggaaggga
gaggaggagy
ggatgccgac
cagcgacaga
tggttggtgt
caagaaaaat
cackbtatbt
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attaacgett
gtgegegect
agttgggtaa
taatacgact
gataagcteg
tgacaccacy
ttaaatgtat
ttacatgtta
aagaccggea
aggtcgacyy
sagtcocaget
ageatgeoge
ageeecgatga
ghtygtagagey
reggeegee
accregeogt
teogtecact
tagtggrtga
gecgggcyta
tgcagaagta
saatagoygta
ccaagtatat
ctoaagghba
accrauatca
ctatgaagat
gasacagtat
cacaaccaay
tatacctate
atggcacaca
tactecogate
gcatgaaaag
faaaccaaace
getagageea
totgacgtae
gatctaacac
cgatctagag
ggtgcocgaey
gaggttgggg
aagcegaagga
aggeegecty
ageggageasa
gatgccgbge
cegttagact
gtttecttag
tattetattt

acaatticca
cttcgetatt
cgecaggett
cactatagsg
atatcgaatt
cgegataatt
aattgeggga
attattacat
acaggattca
atcagatctc
gECAGEAACS
gyggggcata
cagegaccac
tggagcocay
agtegtagge
cracctLogan
cotgeggtte
cgatggbgea
gttoetgagel
acaccaaacs
tganggcagy
caagatcaaa
gagcatatya
acatgltatac
gtatgacacsa
totactocyga
cgancanaad
ctagabogat
catacagate
tagaacgacc
atgaccogac
ctatgeaacy
teccaggatt
aggtegeate
anacatgaac
aaggtagaga
ggtggatity
aasgaggyuty
geggtoggas
cegtgeogqe
gtecaasgyt
cgtotgettce
cgtcgacggc
tttttttaat
tatatctana

ttegecattc
acgccagetyg
tteccagtea
cgaattgggqt
ctcatghtty
tatcctagtt
atectaatcat
gcttaacgta
atcttaagaa
ggtgacgyge
caggteatge
tecgagegod
getettgaag
taccghecge
grtgogbgee
gacgagecay
ctgoggctoeg
gacogeegge
gatggitact
acagggLgagy
gctaaaanas
ataattataa
atagatgcoy
ctatcctaga
cacalagagt
tetagaacga
geatctotat
attbocatoe
canaattaat
geeccaaceay
agacaagtae
aaacaaanag
ceceanagag
cgbatacgas
sgaagragaa
9999899999
ggggagatet
tagagggggt
aggaatcoae
tcacgtolge
ggagcggaac
gettggocey
gttEaacayg
ttcttaaagg
ttattaaata

aggctacgea
gcganaggyyg
¢gacgttgta
accaggcecc
acagcttate
tgcgegotat
aaabacarat
attcaacaga
acttcattge
aggaccggac
cagthbouegt
cagrgoatge
cectgtacet
tggtggcagy
ttecayggage
ggatageget
gtacggaagt
atgteocagoct
teQtantoga
caktogacasa
tccacatata
aacatacttyg
catatgoeat
tegatatote
tecaaaatta
atgaacgaca
atatgcatoa
atcattrtea
adatecacca
accacateat
acggeatata
patcatygaaa
aaacactgge
cgctageage
ctaceyggyco
gggaggacga
ggttatytgt
gtotatbtat
cgtagetgcece
cgctecgeca
tetegagagy
scgegacget
ctggeattat
gtatbbgitt

aazaaactaa



5401
5161
5521
5581
5641
5701
5761
5321
5841
5941
6501
€051
6l2:
8L81L
6241
6301
6361
6421
6481
6541
GE01
BGE
6721
6781
€841
€301
G963
7021
708l
7342
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7521
7681

774%

7801
7851

aatagagttt
zaaktagtct
gargtattat
gataaanactyg
gticatttat
cgtagagtaa
acaaaaaaaa
gaggggecacg
geoeaagetat
crrthgatea
Laacgaatlt
acaacetect
gtecataatbt
aatecttata
agchcagaca
tttttortac
acotatolaa
agaaatgtgs
cealibeataa
agactoaggt
acgatogbgt
tectbtagatta
ancaactote
ctebctetaot
cagaagaags
catctaattt
caygacaguge
ggaagcygac
eyygeetebgy
gtghatasto

‘aactgcatyg

aagtinceey
cacceogoty
ctgaggoooa
aaccagatca
aatgagatcyg
gttaacgcag
agetttotty
ctecteatatkt
tatagggttt
daaatactre
ta

tagttttcet
ataaaaacca
aktaggtgaay
tagagtectyg
atgattetct
agtttaaata
tatgtgotaa
acegggteac
gaactttgta
accaaasaaa
atctttatac
Taccanacte
tgaattaaat
actetttact
aattcacttat
gttattaaty
ctactlbazat
aatattgate
ttatggtite
ttganaaaac
gaatgttyca
assagaasas
ttctagaaac
ttttotouas
aacaagtttyg
Loggtooaac
thﬁcagtﬁét
gacoaacagt
tggagggtat
atgaggccaa
cgogaaacag
accasgagac
caggecattc
ttetgaaaga
cggcagatal
ctecaggagta
cegetttega
tacgaagtqy
ttotccagaa
cgeteatgeg
tatcaatana
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aatttagagy
ttaaccctaa
ctatttgeaa
ttgteosasat
agaacactga
tabgtatraaas
ttttttataa
getgoactge
tagaaaagtt
tbatcaaact
tgatttgaat
actatggeaa
tagttgeagt
ttastgtaaa
ttgegataas
asactaaast
ataatatgat
acagittcta
acacctacaa
cataasagec
gtttotagtt
agagaacygga
azattagget
ceatetétee
tacaaaaaay
LEgoacagya
ttogotiygat
ggaagaacty
catogoageo
cggrgggett
ctattggagt
cttostgaaa
tattattcaa
gatcgatygga
gectattgoag
tttecatccat
cggattcgaa
agbccgcoaaa
taatgtgtga
tbgageatat
atttctaatt

ctaaaataga
accctaaatyg
aaaasaagga
actesattgt
tattattgta
gatagataaa
ctltagacatyg
aggeatgcaa
getrratgte
gacatgtbet
atacttaati
atatatacta
acgaaacoat
tatatcoctet
agatoatate
abagaaaafa
tnaatttgat
Ltgctaaaat
ctaggetaat
atatagegtt
ttgatacasa
goccactage
tecaccticct
ataaageocot
caggertact
asgacgacyn
cgggtoeaat
dangoaacya
aagcaggetc
attettgagy
geagatttic
geggecangy
gagttggttt
tategatatyg
crtgacgeaa
gegegeeaac
ggtcatengt
aatcaccagt
gtagttecea
aagaaacoct

cctaszaacce

Figura 25.

atamaataga
gatgtactaa
gaacacatge
cctttagaco
gtactataga
ctgcacttea
caatgctocaz
gettgaattc
ttctagatta
cctitttbct
tggteattiy
ttttocattyg
ceaacttogh
acttttghtt
gancaascho
d¢aagatgas
aaagttigaa
caccaacaan
aagtaaataa
ttevcattga
caaachaanas
cactecttos
cttegaaccot
aatttctica
gcaaagaact
cegegabage
getgteotea
cgegbotcta
atcatagget
gagyatocac
gttggeatat
ccagagtiaa
atctttggaa
ccatgttgtt
atatggaagyg
aggaacagaa
tcggaatgtu
ctectetotan
gataagggaa
tagtatgtat

aaateocaglg

Tgtactaaaa
taaaatggat
acactaaaaa
atgtctaact
Ctatattatt
aacaagtgtyg
tatctctaga
ctgcagoree
atccteczaa
ttagaaatte
gatgcaottt
taacataaat
cuaaaaacan
ttacaacect
gatgattott
cagatttbe
aagttictbt
acgeatgteg
gtagacaact
aactgegaac
cacaattiaa
aacgtgtett
atotoTetel
tcacangaat
tatggaccty
tetbgeecay
actatoaace
cettygatgak
gakegaggag
acggttgete
tatteqecac
gecagatotty
tgaacctogg
tgctagecag
taagttgatt
aktEcccccaa
ttaggtaccc
aastetatet
ttagggtter
ttgtatttgt

acotcaactt
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Produgio da Planta Doadora

U g POV S P o S

ETAPA 1

Isolamento de EmbriZo & Bombardeamento
Cciher gzpigs de rige

Esrerfizar superfcie 8 sclar embrides

ETAPA 2 ) Fré-raamenc ceméice (4 horas)

Bombardeat embrides

Transferit ambrides para meio de indugdo de calo

Regeneragdo e Selegdo
ETAPA 3 14 digz pbs bombardesmano - ransiarir pars Meio de Selecae

ETAPA 4 + 14 digs - Suboutura 1
ETAPA § |« 14 digs - Subcuiura 2
+ 14 dias - Subcuturs 3

ETAPA 6 B . ‘
Remover bicios pars Meio de Indugdo de R

{For pelo mencs 3 semanas)

B R TR

T RECAITES

ular

—

{;‘,' P

Transferéncia para estufa & Anélise Molec

s b

ETAPA 7 Translerir To puigive para esuls

w o+ 21 gigs - sndfie PCRinidside Tg

3

Semerzs de Ty ocleisdss

i

Tempo

12.16 SEMANAS

24 HORAS

2 SEMANAS

7-8 SEMANAS

3 SEMANAS

B-7 SEMANAS

TOTAL= 4.5 MESES

Figura 27.
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Figura 29.
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