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Relatdrio Descritivo da Patente de Invengdo para "SEMENTE E
PLANTAS DE MILHO REALCADAS PARA ASPARAGINA E PROTEINA".
ANTECEDENTES DA INVENCAQO

Este pedido reivindica a prioridade do Pedido Provisério dos Es-
tados Unidos Série N° 60/681.348 depositado em 16 de maio de 2005, a

descri¢ao total do qual esta aqui incorporada por referéncia.

1. Campo da Invencao

A presente invencéo refere-se de modo geral ao campo de bio-
tecnologia de planta e mais especificamente ao realce de asparagina e pro-
teina em plantas e semente de milho. '

2. Descricdo da Técnica Relacionada

Os fazendeiros e consumidores desejam plantas de colheita com
caracteristicas agrondémicas melhoradas tal como produgdo aumentada, pro-
ducao de proteina de semente aumentada, e composigcdo nutricional melho-
rada. Os componentes nutricionais desejaveis de plantas de colheita inclu-
em, entre outros, fibra, antioxidantes tal como Vitamina E, selénio, ferro,
magnésio, zinco, vitaminas B, lignans, acidos fendlicos, aminoacidos essen- -
ciais, e fitoestrogénios. Embora esforgos consideraveis em reprodugdo de
planta tenham fornecido alguns ganhos nestas caracteristicas desejadas, a
capacidade de introduzir DNA ndo hospedeiro especifico em um genoma de
planta fornece outras oportunidades de geracao de plantas com estas carac-
teristicas. Em particular, ao mesmo tempo em que a produgéo de mitho con-
vencional aumentou continuamente durante os anos, ndo houve um aumen-
to similar na capacidade de plantas de milho assimilar nitrogénio mais efi-
cazmente ou aumentar o teor de proteina da semente.

- A disponibilidade de nitrogénio tem um impacto positivo signifi-
cante na produtividade de planta, biomassa, e produgao de colheita incluindo
a produgao de proteina de semente. Nas plantas, o nitrogénio inorganico é
assimilado do solo, reduzido & amonia, e incorporado em nitrogénio organico
na forma da asparagina de aminoacidos transportando nitrogénio, glutamina,
acido aspartico e acido glutdmico. A asparagina (Asn) é a molécula de

transporte de amida preferida por causa de sua relagdo elevada de nitrogé-
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nio para carbono (2N:4C versus 2N:5C) e porque ela ¢ relativamente inerte.
Asn e outros aminoacidos também sao empregados quando construindo
blocos para sintese de proteina.

Em plantas, Asn € sintetizada de glutamina, aspartato e ATP, em
uma reagao catalisada pela enzima asparagina sintetase (AsnS). O glutama-
to, AMP e pirofosfato sao formados como subprodutos. Duas formas de
AsnS foram descritas: uma forma dependente de glutamina e uma forma
dependente de aménia. A AsnS dependente de glutamina pode catalisar
ambas as reag¢bes dependentes de glutamine e dependentes de amédnia
embora a glutamina seja a fo_hte de nitrogénio preferida.

A concentragao elevada de proteina € considerada uma caracte-
ristica de qualidade importante para a maioria das colheitas principais, inclu-
indo soja, milho, e trigo. As variedades de milho, trigo, e soja com alto teor

de proteina, por exemplo, foram identificadas por reproducéo tradicional.

~ Entretanto, a maioria das linhagens de alto teor de proteina desenvolvida

deste modo produziu retardamento ou outras desvantagens agronémicas.

Seria desejavel se o conteudo de proteina de colheitas, especialmente mi-

- tho, pudesse  ser aumentado acima dos niveis atualmente disponiveis, tanto

para consumo humano quanto para uso do produto em alimentos de animal.

Isto ofereceria o beneficio de valor de nutriente grandemente realgado quan-

. do a colheita for empregada como comida e alimento para os seres huma-

Nnos e animais.
SUMARIO DA INVENCAQO

A presente invengao fornece um método e composicdes para

tratamento de colheitas e outros produtos de planta para aumentar o conte-

udo de proteina e aminoacido em plantas. O método e composi¢cées aumen-

- tam o nivel de proteina e aminoacidos livres em tecidos de milho, particular-

mente em sementes. Mais especificamente, uma semente e planta de mitho
transgénica sao fornecidas as quais contenham em seu genoma uma com-
posicao de DNA heterdlogo que expresse um produto de gene envolvido em
asparagina aumentada e biogénese de proteina aumentada. A expressao do

produto realg¢a o valor nutricional de fontes de milho de alimento e milho co-
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mestivel e produtos processados derivados da semente de milho transgéni-
ca ou partes desta.

Em um aspecto, a invengao fornece métodos para aumentar o
conteudo de proteina em uma planta de milho. Um constructo de DNA com-
preendendo uma sequéncia de polinucleotideo selecionada do grupo que
consiste em SEQID NOs 1, 3,5, 7,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, e 17 onde a
molécula de polinucleotideo codifica um polipeptideo de asparagina sinteta-
se ou polipeptideo tendo atividade de asparagina sintetase, também ¢ inclu-
ida.

Em uma modalidade, a presente invengdo compreende uma cé- -
lula de planta de milho transformada com a composi¢do de DNA heterdlogo
que codifica uma asparagina sintetase identificada como SEQ ID NO: 4.
Mais especificamente, a expressao da molécula de polinucleotideo de
AsnS2 de milho heterdlogo (isozima 2 de asparagina sintetase) na planta de
milho transgénica resulta em um nivel elevado de asparagina e proteina na
planta transgénica, por exemplo, nas sementes da planta de milho compara-
das a uma planta de milho da mesma variedade que ndo expressa a molécu-
la de polinucleotideo de AsnS2 de milho heterolélogo.

A presente invencao também refere-se ao alimento de animal
que compreende a semente acima mencionada com conteido de aminoaci-
do ou proteina aumentado, ou um produto processado de tal semente, por
exemplo, uma farinha. Conseqgilientemente, a presente invengcao também
abrange uma semente de milho que contém uma enzima de aspafagina sin-
tetase produzida por expressao de um constructo de DNA heterdlogo com-
preendendo uma molécula de DNA que codifica uma enzima de asparagina
sintetase de milho. Uma modalidade de tal semente é grao colhido, a pre-
sente invencdo também abrange farinha, gliten e outros brodufos de mitho
feitos de tal grao.

A presente invengao inclui sequéncias iniciadoras de acido nu-
cléico que compreendem uma ou mais das SEQ ID NOs 18-45, ou o com-
plemento disto. A presente invengao inclui um método para detectar ou iden-

tificar, no genoma de uma planta transformada ou progénie desta, uma mo-
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lécula de polinucleotideo heterdloga que codifica um polipeptideo de AsnS
de planta, ou um polipeptideo de planta que tem atividade de AsnS da pre-

sente invengao, compreendendo uma molécula de polinucleotideo selecio-

‘nada do grupo que consiste em SEQ ID NOs 18-45, onde a referida molécu-

la de polinucleotideo é empregada como um iniciador de DNA em um méto-
do de amplificacao de DNA.
BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

FIG. 1 ilustra 0 mapa de plasmideo de pMON79706.

FIG. 2 ilustra 0 mapa de plasmideo de pMONG66229.

FIG. 3 ilustra 0 mapa de plasmideo de pMONG66230.

FIG. 4 ilustra 0 mapa de plasmideo de pMON66231.

FIG. 5 ilustra 0 mapa de plasmideo de pMON66239.

FIG. 6 é a expressao de transgene em eventos de pMON79706.

As barras de erro representam 95% de intervalo de confianga, com n=5 para
eventos transgénicos e n=10 para controle congénito.

FIG. 7 é a expressao de transgene em eventos de pMON92870.'
As barras de erro representam 95% de intervalo de confianga, com n>3 de

. plantas para eventos transgénicos e n=8 de planta para controle congénito.

DESCRICAO DO ACIDO NUCLEICO E SEQUENCIAS DE POLIPEPTIDEO

SEQ ID NO: 1 é uma seqiiéncia de polinucleotideo que codifica

. um AsnS1 de Zea mays.

SEQ ID NO: 2 é um polipeptideo de AsnS1 de Zea mays.

SEQ ID NO: 3 é uma seqliéncia de polinucleotideo que codifica
um AsnS1 de Zea mays.

SEQ ID NO: 4 é um polipeptideo de AsnS2 de Zea mays.

SEQ ID NO: 5 é uma sequiéncia de polinucleotideo que codifica
um AsnS3 de Zea mays. '

SEQ ID NO: 6 é um polipeptideo de AsnS3 de Zea mays.

SEQ ID NO: 7 é uma sequéncia de polinucleotideo que codifica
um AsnS de Glycine max

SEQ ID NO: 8 é um polipeptideo de AsnS de Glycine max.

SEQ ID NO: 9 é uma sequéncia de polinucleotideo que codifica
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um AsnS de Xylella fastidiosa. ,

SEQ ID NO: 10 é uma sequéncia de polinucleotideo que codifica
um AsnS de Xanthomonas campestris.

SEQ ID NO: 11 é uma sequéncia de polinucleotideo que codifica
um AsnS de Bacilo halodurans. |

SEQ ID NO: 12 é uma seqliéncia de polinucleotideo que codifica
um AsnS de Oryza sativa.

SEQ ID NO: 13 é uma seqliéncia de polinucleotideo que codifica
um AsnS de Galdieria sulphuraria.

SEQ ID NO: 14 é uma sequéncia de polinucleotideo que codifica
um AsnS de Galdieria sulphuraria.

SEQ ID NO: 15 é uma sequéncia de polinucleotideo que codifica
um AsnS de Galdieria sulphuraria.

SEQ ID NO: 16 € uma sequéncia de polinucleotideo que codifica
um AsnS de Galdieria sulphuraria.

SEQID NO: 17 é Uma sequéncia de polinucleotideo que codifica
um AsnS CGPG3913 de Saccharomyces cerevisiae.

SEQ ID NO: 18 é uma seqléncia iniciadora de PCR de AsnS (f)
dianteira.

SEQ ID NO: 19 é uma sequéncia iniciadora de PCR de AsnS (f)
dianteira.

SEQ ID NOs 20-43, sao seqUéncias‘iniciadoras de PCR de AsnS
® reversas e (f) dianteiras primarias e secundarias empregadas em um pro-
cedimento de clonagem Gateway.

SEQ ID NO: 44, uma sequéncia iniciadora de PCR de AsnS (f)
dianteira. . | .

SEQ ID NO: 45, uma sequiéncia iniciadora de PCR de AsnS (f)
dianteira. | '

SEQ ID NO:46 iniciador de ZmAS de sentido.

SEQ ID NO:47 iniciador de ZmAS de ahti-sentido.

SEQ ID NO: 48 iniciador dianteiro AsnS3 de milho.

SEQ ID NO: 49 iniciador reverso de AsnS3 de milho.
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DESCRICAQ DETALHADA DA INVENCAO
O seguinte € uma descrigéo detalhada da inveng¢ao fornecida

para ajudar aqueles versados na técnica.na pratica da presente invengdo. A
menos que de outro modo definido aqui, os termos devem ser considerados
de acordo com uso convencional por aqueles de experiéncia ordinaria na
técnica relevante. As definicdes de termos comuns em biologia molecular
também podem ser encontradas em Rieger e outros, 1991; e Lewin, 1994. A
nomenclatura para bases de DNA apresentadas em 37 CFR § 1.822 é em-
pregada. A nomenclatura de uma e trés letras padrao para residuos de ami-
noacido € empregada. As modificagées e variagdes nas modalidades descri-
tas aqui podem ser feitas por aqueles de experiéncia ordinaria na técnica
sem afastar-se do espirito ou escopo da presente invengao.

A presente invengéo fornece um método para aumentar o conte-
udo de proteina em uma planta de milho introduzindo-se no genoma de uma
célula de planta de milho um polinucleotideo heterdlogo que expresse um
polipeptideo de AsnS na célula de planta transgénica. A presente invencao

fornece constructos de DNA que compreendem (compreende significa "inclu-

- indo, porém néo limitado a") moléculas de polinucleotideo, ou segmentos de

uma molécula de polinucleotideo que codificam um polipeptideo de AsnS,

opcionalmente operavelmente ligados a um peptideo de trénsito de cloro-

. plasto.

As moléculas de polinucleotideo que codificam um polipeptideo
de AsnS ou analdgico ou alelo deste, ou moléculas de polinucleotideo que
codificam um peptideo de transito ou gene marcador/reporter sdo " isoladas"
pelo fato de que elas foram pelo menos parcialmente preparadas in vitro, por
exemplo, isoladas de seu estado nativo, de uma célula, purificada, e amplifi-
cada, por exemplo, elas estdo em combinagcdo com elementos genéticos
heterélogos aqueles encontrados normalmente associados com eles em seu
estado nativo. Como empregado aqui, um constructo de DNA heterdlogo
compreendendo uma molécula de polinucleotideo codificando AsnS que foi
introduzida em uma célula hospedeira, ndo é preferivelmente idéntica a

qualquer molécula de polinucleotideo presente na célula em seu estado nati-
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vo, ndo transformado e é isolada quanto as outras moléculas de DNA que
ocorrem no genome da célula hospedeira.

Como empregado aqui, niveis "alterados ou aumentados" de
asparagina em uma planta, tecido de planta, ou célula de planta transforma-
da, sdo 0s niveis que sdo maiores do que os niveis encontrados na planta,
tecido de planta, ou células de planta correspondentes que nido contém o
constructo de DNA da presente invencgao.

Os agentes da presente invengdo também podem ser recombi-
nantes. Como empregado aqui, 0 termo recombinante significa qualquer a-
gente (por exemplo, DNA, peptideo, etc.), isto &, ou resulta, entretanto indire-
tamente, de manipulagao humana de uma molécula de polinucleotideo.

Como empregado aqui em um aspecto preferido, um aumento
na qualidade nutricional de uma semente, por exemplo, conteiido de protei-
na de semente aumentado, € determinado pela capacidade de uma planta
de produzir uma semente que tenha uma produg¢ao mais elevada de proteina
ou um componente nutricional do que uma semente sem tal aumento na

qualidade de proteina ou nutricional. Em um aspecto particularmente preferi- .

do da presente invengao, o aumento na qualidade nutricional € medido rela-

tivo a uma planta com uma base genética similar a planta nutricionalmente
realcada exceto que a planta da presente invengdo expresse ou superex-
presse uma proteina ou fragmento desta descrito nos constructos de DNA
heterdlogo aqui. '

Moléculas de Polinucleotideo

A presente invengao inclui e fornece sementes e plantas de mi-
lho transgénicas qué compreendem em seu genoma um transgene que
compreende uma molécula de DNA heterdloga que codifica uma enzima de
asparagina sintetase de milho (Zm.AsnS2), a molécula de DNA, por exem-
plo, que compreende SEQ ID NO: 3 e sequéncias que tém pelo menos 90%,
95%, ou 99% de identidade com tais seqUéncias com atividade de asparagi-
na sintetase funcional.

Um outro aspecto da invengdo é um método para aumenta a

proteina em uma planta de milho introduzindo-se em uma célula de milho um
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constructo de DNA que fornece uma molécula de pol_inucleotideo heteréloga,
por exemplo, SEQ ID NOs 1, 3, 5, 7, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 e 17 que
codificam uma enzima de asparagina sintetase. O polinucleotideo pode dife-
rir de quaisquer daqueles exemplos sem alterar o polipeptideo para o qual
codifica. Por exemplo, € compreendido que os cédons capazes de codificar
para tais substituicoes de aminoéacido conservadoras sao conhecidos na
técnica. Adicionalmente, a invengdo contempla que os polipeptideos em que
um ou mais aminoacidos foram deletados, substituidos, ou adicionados sem
alterar a fungdo de asparagina sintetase, podem ser empregados na inven-
¢ao.

Em um aspecto da presente invengao, o polinucleotideo da pre-
sente invengcao é referido ser moléculas de polinucleotideo introduzidas.
Uma molécula de polinucleotideo ¢ dita ser "introduzida" se for inserida em
uma célula ou organismo como um resultado de manipulagdo humana, de
qualquer forma indireta. Os exemplos de moléculas de polinucleotideo intro-
duzidas incluem, sem limitagao, polinucleotideos que foram introduzidos em

células por transformacao, transfeccao, injecao, e projecao, e aquelas que

. foram introduzidas em um organismo por conjugacao, endocitose, fagocito-

se, etc. Preferivelmente, o polinucleotideo € inserido no genoma da célula.

Um subgrupo das moléculas de polinucleotideo da presente in-

. vengao sao as moléculas de polinucleotideo de fragmento. As moléculas de

polinucleotideo de fragmento podem consistir em porgao(s) significante de,
ou realmente a maioria das moléculas de polinucleotideo da presente inven-

cao, tal como aquelas especificamente descritas. Alternativamente, os frag-

‘mentos podem compreender oligonucleotideos menores (tendo de cerca de

15 a cerca de 400 residuos de nucleotideo e mais preferivelmente, cerca de
15 a cerca de 30 residuos de nucleotideo, ou cerca de 50 a cerca de 100
residuos de nucleotideo, ou cerca de 100 a cerca de 200 residuos de nucle-
otideo, ou cerca de 200 a cerca de 400 residuos de nucleotideo, ou cerca de
275 a cerca de 350 residuos de nucleotideo). Um fragmento de uma ou mais
das moléculas de polinucleotideo da presente invengao pode ser uma sonda

e especificamente uma molécula iniciadora de PCR. Um iniciador de PCR é
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uma molecula de polinucleotideo capaz de iniciar uma atividade de polime-
rase ao mesmo tempo em que em uma estrutura de filamento duplo com
outro polinucleotideo. Varios métodos por determinar a estrutura de sondas
de PCR e técnicas de PCR existem na técnica.

Como empregado aqui, duas moléculas de polinucieotideo sao
ditas ser capazes de especificamente hibridizar a uma outra se as duas mo-
léculas sé@o capazes de formar uma estrutura de polinucleotideo antiparalela,
de filamento duplo.

Uma molécula de polinucleotideo é dita ser o "complemento" de
outra molécula de polinucleotideo se elas exibem complementaridade com-
pleta. Como empregado aqui, as moléculas séo ditas exibir "complementari-
dade completa” quando todo nucleotideo de uma das moléculas é comple-
mentar a um nucleotideo da outra. Duas moléculas sdo ditas ser "minima-
mente complementar” se eles podem hibridizar com uma outra com estabili-
dade suficiente para permitir que elas permanecam aneladas a uma outra
sob condi¢gdes de "baixa-severidade" pelo menos convencionais. Similar-
mente, as moléculas séo ditas serem “complementares" se elas podem hi-
bridizar com uma outra com estabilidade suficiente pa'ra permitir que elas
permaneg¢am aneladas a uma outra sob condigbes de "alta-severidade" con-
vencionais. As condigbes convencionais de severidade sido descritas pof
Sambrook e outros, (2001), e por Haymes e outros, (1985). As retiradas de
complementaridade completa sao entao permisSiveis, contanto que tais reti-
radas nao impegam completamente a capacidade das moléculas de formar
uma estrutura de filamento duplo. Desse modo, para uma molécula de poli-
nucleotideo servir como um iniciador ou sonda ela precisa somente ser sufi-
cientemente complementar em sequéncia para ser capaz de formar uma
estrutura de filamento duplo estavel sob o solvente particular e concentra-
coes de sal empregadas.

As condigbes de severidade apropriadas que promovem a hibri-
dagdo de DNA s&o, por exemplo, 6,0 X de cloreto de sédio/ citrato de sodio
(SSC) a cerca de 45°C, seguido por uma lavagem de 2,0 X de SSC a 20

25°C, sao conhecidas por aqueles versados na técnica ou podem ser encon-
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tradas em Ausubel, e outros, eds. (1989), se¢do 6.3.1 6.3.6. Por exemplo, a
concentragao de sal na etapa de lavagem pode ser selecionada de uma bai-
xa severidade de cerca de 2,0 X de SSC a 50°C a uma severidade elevada
de cerca de 0,2 X de SSC a 65°C. Além disso, a temperatura na etapa de
lavagem pode ser aumentada de condi¢des de severidade baixa a tempera-
tura ambiente, cerca de 22°C, a condicOes de severidade elevadas a cerca
de 65°C. Tanto a temperatura quanto o sal podem ser variados, ou a tempe-
ratura ou a concentragao de sal pode ser mantida constante tal que um &ci-
do nucléico especificamente hibridize com uma ou mais das moléculas de
polinucleotideo fornecidas adui, por exemplo, como apresentado nas: SEQ
IDNOs 1, 3,5,7,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 e 18-45 e complementos
destas, sob condicdes moderadamente severas, por exemplo em cerca de
2,0 X de SSC e cerca de 65°C.

" Em uma modalidade de um método da presente invengao,
guaisquer das sequéncias de polinucleotideo ou seqliéncias de polipeptideo,
ou fragmentos de qualquer uma das duas, da presente invengao podem ser

empregadas para pesquisar quanto as sequéncias relacionadas. Como em-

. pregado aqui, "pesquisa quanto as sequéncias relacionadas" significa qual-

quer meétodo.para determinar a relagdo entre duas sequéncias, incluindo, .

porém nao limitado a, pesquisas que comparam a homologia de seqiiéncia:

. por exemplo, uma pesquisa de PBLAST de um banco de dados para relagao

com uma unica sequéncia de polipeptideo. Outras pesquisas podem ser
conduzidas empregando métodos com base no perfil, tal como o HMM (mo-
delo Hidden Markov) META-MEME, que é mantido por South Dakota State
University, SD, e PSI -BLAST que sdo mantidas pelo Centro Nacional para
Informagao de Biotecnologia, Biblioteca Nacional de Medicina, Institutos Na-
cionais de Saude (NCBI). '

Uma molécula de polinucleotideo pode codificar para uma molé-
cula de polipeptideo substancialmente idéntica ou substancialmente homo-
loga. O grau de identidade ou homologia pode ser determinado por uso de
software de computador tal como o Programa de Abertura WISCONSIN
PACKAGE. O programa de Abemjra na versao 10.0-UNIX de WISCONSIN
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PACOTE de Genetics Computer Group, Inc. é com base no método de Nee-
dleman e Wunsch, 1970. Usando o programa TBLASTN no conjunto de
software BLAST 2.2.1 (Altschul e outros, (1997, ou empregando matriz
BLOSUMG2 (Henikoff e Henikoff, 1992). Uma molécula de polinucleotideo da
presente invengao também pode codificar um polipeptideo homologo. Como
empregado aqui, uma molécula de polipeptideo homéloga ou fragmento des-
ta € uma molécula de proteina de contraparte ou fragmento desta ou em
uma segunda espécie (por exemplo, subunidade pequena de rubisco de mi-
Iho € um homélogo da subunidade pequena de rubisco de Arabidopsis). Um
homologo também pode ser gérado por evolugdo molecular ou técnicas em-
baralhamento de DNA, de forma que a molécula retenha pelo menos uma
caracteristica de estrutura ou funcional do polipeptideo original (veja, por
exemplo, Patente dos Estados Unidos 5.811.238).

Em uma modalidade preferida, quaisquer das moléculas de poli-
nucleotideo da presente invengcdo podem ser operavelmente unidas a uma
regidao promotora que funciona em uma célula de planta para causar a pro-
ducao de uma molécula de mRNA, onde a molécula de polinucleotideo que
€ unida ao promotor é heterdéloga com respeito aquele promotor. Como em-.
pregado aqui, DNA "heterdlogo” é qualquer seqiéncia de DNA que nao é
naturalmente encontrada proximo ao DNA adjacente. "Nativo" se refere a
uma sequéncia de acido nucléico de ocorréncia natural. Sequéncia "hetero-
loga" geralmente se origina de uma fonte estrangeira ou espécies ou, se da
mesma fonte, € modificada de sua forma original e/ou local no genoma.

Como empregado aqui, os termos "proteina”, "molécula de pep-
tideo", ou "polipeptideo” incluem qualquer molécula que compreenda cinco
ou mais aminodacidos. Sabe-se na técnica que a proteina, peptideo, ou mo-
léculas de polipeptideo podem sofrer modificagao, incluindo modificagoes
pos-translacionais, tal como, porém nao limitado a, formagao de ligagao de
dissulfeto, glicosilagao, fosforilagdo ou oligomerizagao. Desse modo, como

empregado aqui, os termos "proteina”, "molécula de peptideo” ou "polipepti-

deo" incluem qualquer proteina que seja modificada por qualquer processo

biolégico ou nao biolégico. Os termos "aminoacido” e "aminoacidos” se refe-
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rem a todos os L-aminoé&cidos de ocorréncia natural. Esta definigao é signifi-
cada incluir norleucina, norvalina, ornitina, homocisteina, e homosserina.

Um "fragmento de proteina" é uma molécula de polipeptideo ou
peptideo cuja sequéncia de aminoacido compreende um subgrupo da se-
qliéncia de aminoacido daquela proteina. Uma proteina ou fragmento desta
que compreende uma ou mais regides de peptideo adicionais nao derivadas
daquela proteina € uma proteina de "fusao". Tais moléculas podem ser deri-
vadas para conter carboidrato ou outras por¢oes (tal como hemocianina de
lapa de buraco da fechadura). A proteina de fusdo ou moléculas de peptideo
da presente inven¢ado sao pfeferivelmente produzidas por meios recombi-
nantes.

Constructos de Planta e Transformantes de Planta

Uma ou mais dos constructos de DNA da presente invengao que

codificam para um asparagina sintetase podem ser empregadas na trans-

- formagao ou 'transfecgéo de planta. O material genético exégeno pode ser

transferido em uma célula de planta e a célula de planta regenerada em uma
planta inteira, fértil, ou esteril. O material genético exogeno é qualquer mate-
rial geneético, quer de ocorréncia natural ou de outro modo, de qUalquer fonte
que seja capaz de ser inserida em qualquer organismo.

Em um outro aspecto da presente invengado, as seqliéncias de

. polinucleotideo da presente invengédo também codificam os peptideos envol-

vidos na localizagao, exportagao, ou modificagcao pos-translacional intracelu-
lar, por exemplo, os peptideos de transito de cloroplasto.

Como usado nisto, o termo "gene" inclui uma molécula de &cido
nucléico que fornece a regulagao da transcricao que inclui um promotor que
funciona em plantas, moléculas 5' ndo transladadas, por exemplo, introns e
sequiéncias lideres, uma molécula de acido nucléico transcrito e uma molé-
cula de terminagao transcricional 3'.

As moléculas de acido polinucléico que codificam um polipepti-
deo da presente invengdo podem ser combinadas com outras seqiiéncias
heterologas ou nao nativas em uma variedade de modos. Por sequéncias

"heterdlogas" é entendida qualquer seqliiéncia que nao seja naturalmente
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encontrada unida a seqiéncia de nucleotideo que codifica o polipeptideo da
presente invengdo, incluindo, por exemplo, combinacdes de seqliéncias de
nucleotideo da mesma planta que ndo sdo naturalmente encontradas juntas,
ou as duas sequéncias originam de duas espécies diferentes. O termo "ope-
ravelmente unidas", como empregado em referéncia a disposigdo da fungdo
e fisica de moléculas de polinucleotideo reguladoras e estruturais que tor- -
nam a expressao regulada de uma molécula de polinucleotideo estrutural
operavelmente ligada.

A expressao de um constructo de DNA ou transgene significa a
transcrigdo e acumulagéo estavel de RNA de sentido ou anti-sentido ou pro-
teina derivada da molécula de polinuclecotideo da presente invengdo ou
translagao desta. RNA de "sentido" significa transcricao de RNA que inclui o
mRNA e assim pode ser transladado em polipeptideo ou proteina pela cela.
"RNA de anti-sentido" significa uma transcricao de RNA que é compiementar
a toda ou parte de uma transcri¢cao primaria alvo ou mRNA e que bloqueia a
expressao de um gene alvo (Patente dos Estados Unidos 5.107.065, incor-
porada aqui por referéncia). A complementaridade de um RNA de anti-
sentido pode ser com qualquer parte da transcricao de gene especifica, isto
€, na sequéncia de nao codificagao 5 ', sequéncia nao transladada 3', in-
trons, ou a sequéncia de codificagdo. "Transcricdo de RNA" significa 0 pro-
duto resultante de transcrigdo catalisada por RNA polimerase de uma se-
guéncia de DNA. Quando a transcrigao de RNA é uma copia complementar
perfeita da sequéncia de DNA, ela é referida como a transcricao primaria ou
pode ser uma sequéncia de RNA derivada de processamento pos-
transcricional da transcrigao primaria e é referido como o RNA maduro.

. Como empregado aqui, 0 termo cassetes de expressao de plan-
ta se refefe a um constructo compreendendo as moléculas reguladoras de
DNA necessarias operavelmente unidas a molécula alvo para fornecer ex-
pressao em uma célula de planta.

O constructo de DNA da presente invengao pode, em uma mo-
dalidade, conter um promotor que causa a superexpfesséo do polipeptideo

da presente invengao onde "superexpressao” significa a expressao de um
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polipeptideo ou ndo normalmente presente na célula hospedeira, ou presen-
te na referida célula hospedeira a um nivel mais elevado do que aquele nor-
malmente expressado do gene enddgeno .codificando o referido polipepti-
deo. Os promotores que podem causar a superexpressao do polipeptideo da
presente invengao sao geralmente conhecidos na técnica, os exemplos de
tais que fornecem padrédo de expressao constitutiva incluem promotor de
virus 19S mosdico de couve-flor e promotor de virus 35S mosaico de couve-
flor (Patente dos Estados Unidos n? 5.352.605), promotor de virus 35S mo-
saico de escrofularia (Patente dos Estados Unidos n? 6.051.753), promotor
de virus em forma de bacilo de cana-de-agucar (Patente dos Estados Unidos
n? 5.994.123), promotor de virus de commeliné yellow mottle (Medberry e
outros, 1992), subunidade pequena de promotor de ribulose-1,5-bisfosfato
carboxilase, promotor de triosefosfato citosélico isomerase de arroz, promo-

tor de fosforibosiltransferase de adenina, promotor de actina 1 de arroz (Pa-

" tente dos Estados Unidos 5.641.876), promotor de ubiquitina de milho, pro-

motor de manopina sintase e promotor de octopina sintase.
Tais constructos genéticos podem ser transferidos em plantas

- monocotiledéneas ou dicotiledéneas incluindo, porém nao limitado a alfafa,

maga, Arabidopsis, banana, Brassica campestris, 6leo de colza, feijao de .

ricino, café, milho, algodao, caroco de algodao, crisantemo, crambe, pepino,

. Dendrobium spp, Dioscorea spp., eucalipto, festuca, linho, gladiolo, liliacea,

linhaga, milho miudo, meldo almiscarado, mostarda, aveia, dendezeiro, 6leo

de semente de colza, amendoim, azevém perene, Phaseolus, semente de

~ colza, arroz, sorgo, feijao-soja, centeio, tritordeum, turfgrass, trigo, acafroa,

gergelim, beterraba-doce, cana-de-agucar, oxicoco, mamao, cartamo, e gi-

~ rassol (Christou, 1996). Em uma modalidade preferida, o material genético é

transferido em uma célula de milho.

A transferéncia de uma molécula de polinucleotideo que codifica
uma proteina pode resultar na expressao ou superexpressao daquele poli-
peptideo em uma célula transformada ou planta transgéniéa. Uma ou mais
das proteinas ou fragmentos destas codificadas por moléculas de polinucleo-

tideo da presente invengao podem ser superexpressadas em uma célula
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transformada ou planta transformada.

Em uma modalidade, os constructos de DNA da presente inven-
¢do incluem uma molécula de polinucleotideo que codifica uma sequéncia
de polipeptideo selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs 1, 3, 5,
7, 9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 e 17. A invencao fornece células de miiho
transformadas onde, relativo a uma planta de milho nao transformada sem
tal constructo de DNA, a célula tem um nivel de asparagina realgado.

Em outra modalidade, os constructos de DNA da presente in-
vencao incluem uma molécula de DNA heteréloga operavelmente unida a
uma asparagina sintetase de milho que codifica a sequéncia, por exemplo,
SEQ ID NOs 1, 3, ou 5, e o constructo de DNA é transformado em célula de
milho. Em uma modalidade preferida, os constructos de DNA da presente
invencao compreendendo SEQ ID NO: 3 sao fornecidas em uma célula de
milho transformada, e a expressao do constructo de DNA fornece um tecido
de planta de milho com asparagina aumentada ou uma semente de planta
de milho com proteina aumentada relativo a uma planta de mitho ndo trans-
formada com o constructo de DNA.

Em algumas modalidades, os niveis de um ou mais produtos do
AsnS podem ser aumentados em toda uma planta ou podem ser localizados
em um ou mais 6rgaos ou tecidos da planta especificos. Sem limitar o esc'o-‘
po da presente invencgao, varias sequéncias promotoras sao Uteis para ex-
pressar 0 gene da enzima acima. Por exempld, milho C4 tipo promotor de
PPDK (Glackin e outros, 1990), milho C4 tipo promotor de PEPC (Hudspeth
e Grula, 1989), promotor de subunidade pequena de arroz Rubisco (Kyozuka
e outros, 1993), e promotor de proteina de ligagdo a/b de clorofila de colheita
em  luz - (Sakamoto ve outros, 1991), o promotor .de P-FDA
(U820040216189A1, a sequéncia de polinucleotideo da qual esta aqui in-
corporada por referéncia), e promotor de P-RTBV (Patente dos Estados Uni-
dos 5.824.857, a sequéncia de polinucleotideo da qual esta aqui incorporada
por referéncia). Por exemplo, os niveis de asparagina ou proteina podem ser
aumentados em um ou mais dos tecidos e 6rgaos de uma planta que inclui

sem limitagao: raizes, tubérculos, talos, folhas, talos, fruta, bagas, nozes,
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cascas, casulos, sementes, e flores. Um 6rgdo preferido é uma semente.

Com o proposito de expressao em tecidos de fonte da planta, tal
como a folha, semente, raiz, ou talo, é preferido que os promotores utilizados
tenham expressao relativamente elevada nestes tecidos especificos. Ex-
pressao especifica de tecido de uma proteina da presente invengdo é uma
modalidade particularmente preferida.

Os constructos de DNA ou vetores também podem incluir, com a
regidao de codificagdo de interesse, uma seqiiéncia de polinucleotideo que
atua, em todo ou em parte, para terminar a transcricao daquela regiao. Va-
rias tais sequéncias foram isoladas, incluindo a regidao T-NOS 3' (Ingelbrecht
e outros, 1989; Bevan e outros, 1983). As regides de terminagao de transcri-
cao reguladora podem ser fornecidas em constructos de expressao de plan-
ta desta presente invengao também. As regides de terminagao de transcri-

¢cao podem ser fornecidas pela sequéncia de DNA que codifica 0 gene de

" interesse ou uma regido de terminagao de transcrigdo conveniente derivada

de uma fonte de gene diferente, por exemplo, a regiao de terminagéao de

transcricdo que € naturalmente associada com a regidao de iniciacao de

. transcrigdo. O técnico versado reconhecera que qualquer regidao de termina-

¢cao de transcricao conveniente que € capaz de terminar a transcricdo em

uma célula de planta pode ser empregada nos constructos da presente in-

. vengao.

Um vetor ou constructo também pode incluir elementos regula-
dores, tal como introns. Os exemplos de tais inciuem, o intron 1 Adh (Callis e
outros, 1987), o intron de sacarose sintase (Vasil e outros, 1989), intron de
hsp70 (Patente dos Estados Unidos 5.859.347), e o elemento de émega
TMV (Gallie e outros, 1989). Estes e outros elementos reguladores podem
ser incluidos quando apropriado. |

Um vetor ou constructo também pode incluir um marcador sele-
cionavel. Os marcadores selecionavéis também podem ser empregados pa-
ra selecionar quanto as plantas ou células de planta que contém o material
genético exogeno. Os exemplos de tais incluem, porém nao estao limitados:

um gene neo (Potrykus e outros, 1985), que codifica para resisténcia de ca-
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namicina e pode ser selecionado por empregar canamicina, nptll, G418, hpt,
etc.; um gene de barra, que codifica para resisténcia de bialafos; um gene de
EPSP sintase mutante (Hinchee e outros, 1988; Reynaerts e outros, 1988;
Jones e outros, 1987) que codifica resisténcia de glifosato; um gene de nitri-
lase que confere resisténcia & bromoxinila (Stalker e outros, 1988); um gene
de acetolactato sintase mutante (ALS) que confere resisténcia a imidazolino-
na ou sulfoniluréia (Patente dos Estados Unidos 4.761.373); D'Halluin e ou-
tros, 1992); e um gene DHFR resistente a metotrexato (Thillet e outros,
1988).

Transformacéo de Planta

Os métodos mais geralmente empregados para transformagéo
de células de planta é o processo de transferéncia de DNA mediado por A-
grobacterium e o processo mediado por bombardeio biolistico ou de micro-
projétil (isto €, pistola de gene). Tipicamente, a transformacao nuclear é de-
sejada, porém se é desejavel especificamente transformar os plastideos, tal
como cloroplastos ou amiloplastos, os plastideos de planta podem ser trans-
formados utilizando uma liberagao mediada por microprojétil do polinucleoti-
deo desejado.

Os métodos para introduzir transgenes em plantas por transfor-
mag¢ao mediada por Agrobacterium utilizam um T-DNA (DNA de transferén-

cia) que incorpora os elementos genéticos do transgene e transfere esses

- elementos genéticos no genoma de uma planta. Geralmente, o transgene(s)

limitado por uma molécula de DNA de borda direita (RB) e uma molécula de
DNA de borda esquerda (LB) é transferido no genoma de planta em um uni-
co lugar. A "molécula de T-DNA" se refere a uma molécula de DNA que inte-
rage em um genoma de planta por um método de fransformagéo mediado
por Agrobacterium. As extremidades da molécula de T-DNA sao definidas na
presente invengdo como sendo flanqueadas pelas 'regi()es de borda do T-
DNA de plasmideos de Ti de Agrobacterium. Estas regides de borda geral-
mente sao referidas como as regides de borda Direita (RB) e borda Esquer-
da (LB) e existem como variacdes em seqiiéncia de nucleotideo e o compri-

mento dependendo se elas sao derivadas de filamentos de produgao de no-
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palina ou octopina de Agrobacterium. As regides de borda geralmente em-
pregadas em constructos de DNA designadas para transferir transgenes em
plantas sao frequentemente vérias centenas de polinucleotideos em com-
primento e compreendem um sitio de corte onde uma endonuclease digere 6
DNA para fornecer um sitio para inser¢do no genoma de uma planta. As mo-
léculas de T-DNA geralmente contém um ou mais cassetes de expressao de
planta. '

Com respeito ao bombardeio de microprojétil (Patentes dos Es-
tados Unidos 5.550.318; 5.538.880; e 5.610.042; cada das quais especifica-
mente esta aqui incorporada por referéncia em sua totalidade), as particulas
sdo revestidas com polinucleotideos e liberadas em células por uma forga
propelente. As particulas exemplares incluem aquelas compreendidas de
tungsténio, platina, e preferivelmente, ouro. Um método util para liberar DNA

em células de planta por aceleracao de particula é o Sistema de Liberagcao

~ de Particula Biolistico (BioRad, Hercules, Califérnia), que pode ser empre-

gado para propelir as particulas revestidas com DNA ou células através de

uma tela, tal como uma tela de Nytex ou ago inoxidavel, sobre uma superfi-

. cie de filtro coberta com células de planta monocotileddneas cultivadas em

suspensao. As técnicas de bombardeio de microprojétil sao amplamente a- .

plicaveis, e podem ser empregadas para transformar virtualmente qualquer

. espécie de planta. Os exemplos de espécies que foram transformadas por

bombardeio de microprojétil incluem espécies monocotiledéneas tal como
milho (Publicagao PCT WO 95/06128), cevada, trigo (Patente dos Estados
Unidos 5.563.055, incorporada aqui por referéncia em sua totalidade), arroz,
aveia, centeio, cana-de-agucar, € sorgo; bem como varios dicotilédones in-
cluindo tabaco, soja (Patente dos estados Unidos 5.322.783, incorporada
aqui por referéncia em sua totalidade), girassol, amendoim, algodao, tomate,
e legumes em geral (Patente dos estados Unidos 5.563.055, incorporada
aqui por referéncia em sua totalidade).

Para selecionar ou classificar q'uanto as células de planta trans-
formadas independente da metodologia de transformagao, o DNA introduzi-

do na célula contém um gene que funciona em um tecido de planta regene-
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ravel para produzir um composto que concede no tecido da planta resistén-
cia a um composto de outro modo téxico. Os genes de interesse para uso
como um marcador selecionavel, avaliavel ou classificavel incluiriam, porém
ndo se limitariam a GUS, proteina vﬂuorescente verde (GFP), luciferase
(LUX), e genes de tolerancia antibiético ou herbicida. Os exemplos de genes
de resisténcia antibidtica incluem aqueles concedendo resisténcia a canami-
cina (e neomicina, G418), e bleomicina.

A regeneragao, desenvolvimento, e cultivo de plantas de varios
explantes transformados sdo bem documentados na técnica. Esta regenera-
¢cao e processo de crescimento tipicamenté incluem as etapas de selecionar
as células transformadas e cultivar aquelas células individualizadas através
dos estagios usuais de desenvolvimento embrionéario através do estagio de
plantinha arraigada. As sementes e embrides transgénicos similarmente re-
generados. Os brotos arraigados transgénicos resultantes sdo plantados
depois disso em um meio de crescimento de planta apropriado tal como ter-
ra. As celulas que sobrevivem a exposicdo ao agente seletivo, ou células
que foram classificadas positivas em um ensaio de avaliagdo, podem ser
cultivadas em meios que suportam a regeneragao de plantas. As plantinhas
em desenvolvimento séo transferidas para mistura de crescimento de planta
com menos terra, e endurecidas, antes da transferéncia para uma estufa ou
camara de crescimento para maturagao. '

A presente invengao pode ser empfegada com qualquer célula
ou tecido transformavel. Por transformavel como empregado aqui é signifi-
cada uma célula ou tecido que seja capaz de outra propagacgao para dar ori-
gem a uma planta. Aqueles de experiéncia na técnica reconhecem que va-
rias células ou tecidos de planta sao transformaveis nos quais apés a inser-
cao de DNA exdgeno e condigdes de cultura apropriadas, as células ou teci-
dos de planta podem se formar em uma planta diferenciada. O tecido ade-
quado para estes propositos pode incluir, porém ndo esta limitado a embri- -
oes imaturos, tecido scutellar, culturas de célula em suspensao, inflorescén-
cia imatura, meristem de disparo, explantes nodais, tecido de calo, tecido de

hipocotilédone, cotilédones, raizes, e folhas.
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Qualquer meio de cultura de planta adequado pode ser empre-
gado. Os exemplos de meios adéquados incluiriam, porém nédo estéo limita-
dos a meios com base em MS (Murashige e Skoog, 1962) ou meios com
base em N6 (Chu e outros, 18:659, 1975) suplementados com reguladores
de crescimento de planta adicionais que incluem, porém nao limitados a au-
xinas, citocininas, ABA, e giberelinas. Aqueles de experiéncia na técnica es-
tao familiarizados com a variedade de meios de cultura de tecido, que quan-
do suplementado adequadamente, suportam o crescimento e desenvolvi-
mento de tecido de planta e sao adequados para transformacgao e regenera-
¢ao de planta. Estes meios dé cultura de tecido podem ser comprados como
uma preparagcao comercial, ou preparados e modificados como costume.
Aqueles de experiéncia na técnica estao atentos que os meios e suplemen-
tos tal como nutrientes e reguladores de crescimento para uso na transfor-

macgao e regeneragao e outras condi¢des de cultura tal como intensidade de

" luz durante a incubagao, pH, e temperaturas de incubag¢ao que podem ser

otimizados para a variedade particular de interesse.
Quaisquer das moléculas de polinucleotideo da presente inven-

. ¢ao podem ser introduzidas em uma célula de planta de uma maneira per-

manente ou transitéria em combinagdo com outros elementos genéticos tal -

como vetores, promotores, realgadores, etc. Além disso, quaisquer das mo-

. léculas de polinucleotideo da presente invengao podem ser introduzidas em

uma éélula de planta de uma maneira que isso permita a expressao ou su-
perexpressao da proteina ou fragmento desta codificados pela molécula de
polinucleotideo.

A presente invengao também fornece partes das plantas, parti-
cularmente partes reprodutivas ou de armazenamento, da presente inven-
¢ao. As partes de planta, sem limitagao, incluem semente, endosperma, ovu-
lo, polen, ou tubérculos. Em uma modalidade particularmente preferida da
presente invengao, a parte de planta € uma semente de mitho. Em uma mo-
dalidade a semente de milho (ou grao) € um componente de alimento ani-

mal.
Em uma modalidade preferida, o alimento de milho ou farinha de
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milho ou proteina da semente de milho é designado para animais de gado
ou seres humanos, ou ambos. Os métodos para produzir alimento, farinha e
proteina, s@o conhecidos na técnica. Veja, por exemplo, as Patentes dos
Estados Unidos 4.957.748; 5.100.679; 5.219.596; 5.936.069; 6.005.076;
6.146.669; e 6.156.227. Em uma modalidade preferida, a preparagéo de pro-
teina € uma preparac¢éo de alto teor de proteina. Tal preparacao de alto teor -
de proteina preferivelmente tem um contetdo de proteina maior do que cer-
ca de 5% (peso/volume), mais preferivelmente 10% (peso/volume), e até
mesmo mais preferivelmente 15% (peso/volume).

As descricbes de métodos de reprodugdo que sdo geralmente
empregadas para colheitas e caracteristicas diferentes podem ser encontra-
das em um dos varios livros de referéncia (por exemplo, Hayward, 1993; Ri-
chards, 1997; Allard, 1999).

Qutros Organismos

Um polinucleotideo da presente invengdo pode ser introduzido
em qualquér célula ou organismo tal como uma célula de mamifero, mamife-
ro, ceélula de peixe, peixe, célula de passaro, passaro, célula de algas, algas,
célula de fungos, fungos, ou células bacterianas. Uma proteina da presente
inveng@o pode ser produzida em uma célula ou organismo apropriado. Os
hospedeiros e transformantes preferidos incluem: células de fungos tal como
Aspergillus, leveduras, mamiferos, particularmente bovina e porcina, insetos,
bactérias, e algas. As bactérias particularmente preferidas sdo Agrobacteri-
um tumefaciens e E. coli. |

Em um aspecto da presente invengéo, uma ou mais das molécu-
las de acido nucléico da presente invengao sao empregadas para determinar
o nivel de expressao (isto_ é, a concentragao de mRNA em uma amostra,
etc.) em uma planta (preferivelmente 6leo de colza, milho, Brassica campes-
tris, 6leo de semente de colza, semente de colza, soja, crambe, mostarda,
feijao de ricino, amendoim, gergelim, carogo de algodao, linhaga, acafroa, -
dendezeiro, linho ou girassol) ou padrao (isto €, os cinéticos de expressao,
taxa de decomposicao, perfil de estabilidade, etc.) da expressao de uma pro-

teina codificada em parte ou inteira por uma ou mais das moléculas de poli-
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nucleotideo da presente invencéo. Varios métodos podem ser empregados
para comparar a expressao entre duas ou mais amostras de células ou teci-
do. Estes métodos incluem ensaios de hibridagéo, tal como, ensaios de pro-
tecao de RNAase do norte, e hibridacao in situ. Alternativamente, os méto-
dos incluem ensaios tipo PCR. Em um método preferido, a expressio é ava-
liada hibridizando-se polinucleotideos das duas ou mais amostras para uma
disposi¢ao de polinucleotideos. A disposicdo contém uma pluralidade de se-
quéncias suspeitadas conhecidas ou suspeitas de estarem presentes em
células ou tecidos das amostras.

Os seguintes exemplos s80 incluidos para demonstrar os aspec-
tos da invengao, aqueles de experiéncia na técnica devem, levando em con-
ta a presente descricdo, apreciar que muitas alteragdes podem ser feitas nos
aspectos especificos que sao descrjtos e ainda obtém um resultado igual ou

semelhante sem afastar-se do espirito e escopo da invencao.

" EXEMPLOS

Aqueles de experiéncia na técnica apreciarao as muitas vanta-

gens dos métodos e composi¢cdes fornecidos pela presente invengédo. Os

. seguintes exemplos sao incluidos para demonstrar as modalidades preferi-

das da invengao. Deveria ser apreciado por aqueles de experiéncia na técni-

ca que as técnicas descritas nos exemplos que seguem representam as téc-

. nicas descritas pelos inventores para funcionar bem na pratica da invencao,

e desse modo podem ser consideradas constituir os modos preferidos para
sua pratica. Entretanto, aqueles de experiéncia na técnica devem, levando
em conta a presente descri¢cdo, apreciar que muitas alteragbes podem ser
feitas nas modalidades especificas que sao descritas e ainda obtém um re-
sultado igual ou similar sem afastar-se do espirito e escopo da invengao.
Todas as referéncias citadas aqui sdo incorporadas aQui por referéncia na
medida em que elas suplementam, explicam, fornecem um fundamento pa-
ra, ou ensinam a metodologia, técnicas, ou composi¢cdes empregadas aqui.

Exemplo 1
Constructo de bibliotecas gendmicas e cDNA de planta milho e soja.

Este exemplo descreve a produgao de bibliotecas de cDNA fei-
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tas de tecidos de planta de milho e soja dos quais as seqiiéncias de AsnS de
milho e polinucleotideo de soja da presente invengao foram isoladas. As bi-
bliotecas de cDNA foram geradas de tecido de Zea mays e Glycine max em-
pregando técnicas conhecidas na técnica, por exemplo, Alba, 2004. As bibli-
otecas de cDNA de milho foram feitas de dois tecidos diferentes. Uma biblio-
teca foi feita de carogos incipientes colhidos na fase demorada de linhagem
congénita 90DDD5. Uma segunda biblioteca de cDNA de milho foi feita de
tecido de seda no estagio de crescimento de seda de linha congénita de mi-
lho H99 e germinagdo de poélen germinando de linhagem congénita de milho
MO17. Paro constructo de uma biblioteca de cDNA de soja (Glycine max), o -
tecido meristematico e parte do tecido de hipocotiledénea foram excisados
de sementes de soja secas rehidratadas de variedade A3237 (Asgrow). Os
explantes foram preparados primeiro germinando-se as sementes esteriliza-
das na superficie em meios de cultura de tecido de sdélido durante 6 dias a
28 °C em 18 horas de luz / dia, e em seguida transferindo as sementes ger-
minadas a 4°C durante pelo menos 24 horas. Para o tecido empregado na
preparagao de biblioteca os cotiledéneas foram removidos para enriquecer
para o tecido especifico de interesse. 0,5 a 2 gramas de tecido foram em-
pregados para a preparagado de RNA total e poli A+ RNA. Para todas as bi-
bliotecas de cDNA, os tecidos de planta foram colhidos e imediatamente
congelados em nitrogénio liquido. O tecido colhido foi armazenado a -80°C
até a preparagao de RNA total. O RNA total foi purificado empregando rea-
gente Trizol de Invitrogen Corporation (Invitrogen Corporation, Carlsbad, Ca-
liférnia, E.U.A.), essencialmente como recomendado pelo fabricante. Poli A+
RNA (mRNA) foi purificado empregando contas de oligo dT magnéticas es-
sencialmente como recomendado pelo fabricante (Dynabeads, Dynal Biote-
ch, Oslo, Noruega). ' |

O constructo de bibliotecas de cDNA de planta € bem conhecida
na técnica e varias estratégias de clonagem existem. Varios kits de construc-
to de biblioteca de cDNA sao comercialmente disponiveis. As bibliotecas de
cDNA eram preparadas empregando o Sistema de Plasmideo Superscript®

para sintese de cDNA e Clonagem de Plasmideo (Invitrogen Corporation),
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como descrito no protocolo de sintese de biblioteca de cDNA de Sobrescrito
Il. As bibliotecas de cDNA foram verificadas para confirmar uma relagao de
insercao:vetor apropriada.

Uma biblioteca de DNA gendmico foi construida empregando
DNA gendmico isolado de Zea mays empregando um protocolo de isolamen-
to de DNA genémico modificado descrito abaixo (Dellaporta e outros, 1983).
As mudas de milho foram crescidas em solo ou em pladas Petri, foram colhi-
das, e mantidas congeladas em nitrogénio liquido até extragao. O tecido foi
moido para um po fino empregando um almofariz e pildo ao mesmo tempo
em que mantendo o tecido congelado com nitrogénio liquido. O tecido em pd
foi transferido para um liquidificador de Waring que contém 200 mL de tam-
pao de extracdo de DNA frio (0°C) (350 mM de sorbitol; 100 mM de Tris; 5
mM de EDTA, pH a 7,5 com HCI; bissulfito de sédio, 3,8 mg/mL) que foi adi-
cionado exatamente antes do uso, e homogeneizado em alta velocidade du-
rante 30-60 segundos. O homogeneizado foi filtrado através de uma camada
de tecido de algodao e coletado em uma garrafa centrifuga. As amostras

foram entao centrifugadas a 2500xg durante 20 minutos, e o sobrenadante e

. qualquer material verde solto, foi descartado. O pélete foi entdo ressuspenso

em 1,25 mL de tampao de extragao de DNA e transferido para um tubo de -

polipropileno de 50 mL. O tampao de lise de nucleos (1,75 mL contendo 200

. mM de Tris; 50 mM de EDTA; 2 M de NaCl; 2,0% (peso/volume) de CTAB;

pH ajustado a 7,5 com HCI) foi entdo adicionado, seguido por adigao de 0,6
mL de 5% (peso/volume) de sarcosila. Os tubos foram suavemente mistura-
dos, e as amostras foram incubadas a 65°C durante 20 minutos. Um volume
igual de cloroformio:alcool de isoamila (24:1) foi adicionado e os tubos foram
novamente suavemente misturados. Os tubos foram entao centrifugados a
2500xg durante 15 minutos, e o sobrenadante resultante foi transferido para
um tubo limpo. Um volume igual de isopropanol resfriado em gelo foi derra-
mado sobre a amostra, e a amostra foi invertida varias vezes até que um
precipitado se formasse. O precipitado foi removido da solugao empregando
uma pipeta de vidro e o alcool residual removido permitindo-se o precipitado

secar em ar durante 2-5 minutos. O precipitado era ressuspenso em 400 pL
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de tampéao TE (10mM de Tris-HCIl, 1 mM de EDTA, pH ajustado para 8,0).

Exemplo 2
Isolamento de sequéncias de polinucleotideo de AsnS por ligacdo indepen-

dente e métodos de clonagem de Gateway e transformacao de milho.

Este exemplo ilustra o isolamento de moléculas de polinucleoti-
deo que codificam AsnS empregando a ligagdo independente e métodos de
clonagem de Gateway® e a construgdo de constructos de DNA da presente
invengao que compreende as moléculas de polinucleotideo que codificam os
polipeptideos de AsnS isolados de varias plantas e fontes de microorganis-
mos como descrito na Tabela 1. As moléculas promotoras empregadas para
direcionar a expressao das moléculas de polinucleotideo de codificacdo de
AsnS unidas é o promotor de actina 1 de arroz, P-Os.Act1 (Patente dos Es-
tados Unidos n® 5.641.876, aqui incorporada por referéncia); o PPDK de Zea
mays (Matsuoka e outros, 1993), P-RTBV-1 (Patente dos Estados Unidos
5.824.857, aqui incorporada por referéncia), e o P-Zm.NAS (molécula pro-
motora da regido genémica que codifica para um polipeptideo de nicotiana-
mina sintase 2 de milho).

Tabela 1. Fonte de sequéncia de codificacdo de AsnS, promotor e construc-

tos de DNA
SEQ ID | Fonte de seqiiéncia de Promotor Constructo de DNA |
NO: codificacao exemplar
3 AsnS1 de Zea mays P-Os.Actt pMON79706
5 AsnS3 de Zea mays P-Os.Act1 pMONS2870
7 Glycine Max P-Os.Act1 pMON79700
17 Sacbharomyces cerevisi- P-Os.Act1 PMON79653
ae

- A clonagem independente de ligagéo foi desenvolvida para clo-
nar os produtos de PCR e com base no anelamento de extremidades de fi-
lamento unico ndo palindrémicas. LIC € um método de clonagem eficiente, |
que nao esta limitado por sitios de restricao ou pela necessidade de reagdes
de ligagao ou digestao de enzima de restricao e deixa jungdes sem costura
(Aslanidis e de Jong, 1990). |

Os segmentos de DNA de filamento unico terminais sao produ-
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zidos no vetor através do uso de uma "endonuclease de corte" e endonucle-
ase de restricdo. Uma endonuclease de corte é uma endonuclease que corta
um filamento do duplex de polinucleotideo para criar filas de filamento Unico
no vetor de clonagem. O vetor é primeiro linearizado com uma endonuclease
de restricao padrdo. Isto é seguido entdo por digestio com uma endonucle-
ase de corte. Apos tratamento térmico, segmentos de DNA de filamento uni-
co terminais sdo produzidos no vetor. Um conteudo de GC de asperamente
55% € recomendado para amplificacdo de PCR a jusante e anelamento efi-
ciente. O promotor, rétulo, ou outro elemento de seqiiéncia, podem ser adi-
cionados as extremidades de 5° e 3" do produto amplificado por PCR para
criar um constructo linear que pode ser empregada em aplicagdes a jusante.

O pMON92870 de constructo de DNA foi montado do vetor de
base, pMONB82060, e uma molécula de polinucleotideo de AsnS3 de milho
que codifica um polipeptideo de AsnS fornecido como SEQ ID NO 5. O

- pMON82060 de cadeia principal de plasmideo foi linearizado empregando a

endonuclease de restricdo, Hpal. A cadeia principal de plasmideo foi entdo

tratada com a endonuclease de corte, N.BbvC IA (New England Biolabs, Be-

. verly, MA). Apos a digestao, a reagdo foi aquecida a 65°C. Isto faz com que

os filamentos cortados de DNA se desassociem dos seus filamentos de DNA .

complementares. A cadeia principal de plasmideo linearizada resultante foi

. deixada com dois segmentos de DNA de filamento Gnico terminais disponi-

veis para montagem.
A reagao em cadeia de polimerase foi empregada para produzir
os segmentos de DNA de filamento unico terminais no AsnS de codificagao

de molécula de DNA. A sequiéncia de polinucleotideo de AsnS3 de milho

~ (SEQ ID NO: 5) codificando o polipeptideo de AsnS foi empregada para o

designio do iniciador de PCR dianteiro (SEQ ID NO: 48) e do iniciador de
PCR reverso (SEQ ID NO: 49) :

SEQ ID NO:48: GCAGTCGCTGTCGTTACCCGGCATCATGTGTGGCATC
SEQ ID NO:49: GCGAGTACCGCTGGGTTCTAACGTACTCTCGTCA-

GACCGCG
A amplificagdo de reag@o em cadeia de polimerase foi realizada
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empregando a polimerase térmica de alta fidelidade, a polimerase de DNA
de comego quente KOD (Novagen, Madison, WI). A rea¢cdo em cadeia de
polimerase foi realizada em um volume de 25 pL contendo, 1X de tampao de
polimerase de DNA de comego quente de KOD, 1M de betaina (Sigma, St.,
Louis, MO), 1mM de MgS04, 250 pM de dNTPs, 5 pmols de cada iniciador e
1 unidade de polimerase de DNA de comego quente de KOD. A reacdo em
cadeia de polimerase foi realizada em uma circulador térmico PTC-225 DNA
Engine Tetrad™ (MJ Researcho Inc., Waltham, MA) empregando os seguin-
tes parametros do circulador:

1. 94°C durante 2 minutos
. 94°C durante 15 segundos
. 70°C durante 30 segundos (-1°C por ciclo)
. 72°C durante 5 minutos
. Ir para a etapa 2, 9 vezes,
. 94°C durante 15 segundos
. 60°C durante 30 segundos

O N O s W N

. 72°C durante 5 minutos

9. Ir para a etapa 6, 24 vezes,

10. 72°C durante 10 minutos

11. 10°C mantido

12. fim

Uma segunda rodada de reagdo em cadeia de polimerase foi
realizada para introduzir os residuos de uridina na regido onde oé‘ segmen-
tos de DNA de filamento unico terminais foram produzidos. Muitas polimera-
ses de DNA sao incapazes de ler os residuos de uridina no filamento modelo
de DNA ou sao incapazes de polimerizar os filamentos empregando os resi-
duos de uridina. A reagao em cadeia de polimerase foi, portanto realizada
empregando uma enzima capaz de incorporar e ler as uridinas (Expand High
Fidelity® mais PCR System; Roche, Indianapolis, IN). A modificacdo deste -
método e uso de outros métodos que fornecem o resultado esperado é co-
nhecido por aqueles versados na técnica. ‘

O constructo de DNA montado foi transformado em células com-
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petentes de E. coli DH10B ElectroMAX® (Invitrogen, Carlsbad, CA). Uma
aliquota de 0,5uL (microlitro) da reacao de montagem foi misturada com 20
uL de células competentes DH10B ElectroMAX® em gelo e carregada em
uma cubeta de eletroporagao de 0,2 mm MicroPulser (Bio-Rad Laboratories
Inc., Hercules CA) para eletroporacdo. As células foram submetidas a ele-
troporacao em 1,8 kV empregando um Eletroporador 165-2100 MicroPulser
(Bio-Rad Laboratories Inc.). As células eletroporadas foram incubadas em
180 pL de meio SOC (Invitrogen Inc.) a 37°C durante 1 hora. As células fo-
ram entao semeadas em placas agar LB chapeia contendo espectinomiéina
(75 mg/L) e desenvolvidas durante a noite a 37°C. As colbnias foram sele-
cionadas e crescidas durante a noite em meio LB a 37°C. O constructo de
DNA de plasmideo foi isolado empregando o kit QlAprep® Spin Miniprep
(QlAgen Science, Valencia, CA). O sequenciamento de DNA foi realizado
em um Analisador de DNA ABI| 3730xl, empregando terminador BigDye®
(Applied Biosystems, Foster City, CA). ,

A clonagem de AsnS2 de milho, AsnS de soja, e AsnS1 de fer-

mento sequéncias de polinucleotideo de codificacao de AsnS foi concluida

~ empregando o "método de clonagem Gateway®" como descrito pelo fabri-

cante (Invitrogen Corp.). O objetivo do método de clonagem Gateway® é .

fazer um clone de expressao. Este processo de duas etapas envolve primei-

. 10, a clonagem do gene de interesse em um vetor de entrada, seguido por

subclonagem do gene de interesse do vetor de entrada em um vetor de des-
tino para produzir um vetor de expressao. A tecnologia de clonagem & com
base no sistema de recombinagao de sitio especifico empregado p'or fago
lambda para integrar seu DNA no cromossoma de E. coli.

Os constructos de DNA para uso em clonagem de recombinagao
subsequente, duas sequéncias de recombinac¢ao de attR ou attB foram clo-
nados em um vetor recombinante que flanqueia um gene de resisténcia de
epectinomicina/Etreptomicina (SPC/STR) e uma sequiéncia de polinucleoti-
deo de codificagao de AsnS. As sequéncias de polinucleotideo de codifica-
¢ao de AsnS foram isoladas de bibliotecas genémicas ou de cDNA feitas das

suas respectivas espeécies empregando as sequéncias iniciadoras primarias
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e secundarias (SEQ ID NOs 20-43). As sequéncias contiguas atiB1/R1, ge-
ne de SPC/STR, gene de AsnS, e seqliéncias de atiB2/R2 foram movidas
como uma unica molécula de polinucleotideo a um constructo recombinante
para a expressao em células de planté, os plasmideos de DNA de filamento
duplo designados pMON79706 (AsnS1 de Zea mays), pMON79700 (AsnS
de Glycine max) ou pMON79653 (AsnS de Saccharomyces cerevisiae). Es-
tes constructos de DNA compreendem as regiées da borda direita de Agro-
bacterium (O-OTH. - RB) e regides da borda esquerda (LB), e outras descri-
tas por Herrera-Estrella e outros, 1983; Bevan, 1984; Klee e outros, 1985, o
promotor €35S (P-CAMV.35S, real¢gador duplicado em série Patente dos Es-
tados Unidos 5.322.938), o elemento genético atB1/R1 (O-Lam.atB1/R1), o
gene de SPC/STR, a regiao de codificagdo de AsnS respectiva (CR), o ele-
mento genético de atiB2/R2 (O-Lam.atB2/R2), o terminador de inibidor Il de
protease de batata (St.Pis), o promotor de NOS de Agrobacterium (P-
AGRiu.. nos, Fraley e outros, 1983), a borda esquerda de Agrobacterium (O-
OTH. - LB), o gene de resisténcia de canamicina (CR-OTH. - Kan, Patente
dos Estados Unidos 6.255.560), e a origem de E. coli de replication
(Ec.ori.ColE).

Os constructos de DNA foram ampliados em células de Library

Efficiency® DB3.1™ (Invitrogen: Corporation) sob selegdo de cloranfenicol

- (25 pg/mL) e selecdo de canamicina (50 pg/mL) para pMON79706,

pMON79700 ou pMON79653. O DNA de vetor foi purificado a partir de cultu-
ras bacterianas empregando-se um kit de Plasmideo QIAGEN (QIAGEN
Inc.).

DNA para pMON79700, pMON79706, e pMON79653 foi introdu-
zido nos embridoes de milho como descrito na Patenté us N‘—’ 5.015.580, em-
pregando-se o dispositivo de liberagao de gene de aceleragao de particula
de descarga elétrica. Para bombardeio de microprojétil de embrides imaturos
pré-cultivados de LH59, 35% a 45% de voltagem maxima foi preferivelmente
empregada. Seguindo o bombardeio de microp‘rojétil, o tecido de milho foi
cultivado no escuro a 27°C. Métodos de transformagao e materiais para pre-

parar plantas transgénicas desta invengao, por exemplo, varios meios e cé-



10

15

20

25

30

30

lulas alvo de recipiente, transformacao de embric”)es_ imaturos e regeneracao
subsequente de plantas transgénicas férteis sdo descritos nas Patentes U.S.
6.194.636 e 6.232.526 e Publicacdo de Pedido de Patente U.S.
20040216189, que estao incorporados aqui por referéncia.

Plantas de milho transgénicas férteis foram produzidas a partir
de células de milho transformadas cultivando-se calo transformado nos mei-
0s de regeneracao apropriados para iniciar o desenvolvimento do broto e
formagao de plantinha. As plantinhas foram transferidas para o solo quando
elas estavam com o talo em torno de 7,62 cm e possuiam raizes (cerca de
quatro a 6 semanas depois da transferéncia para o meio). As plantas foram
mantidas durante duas semanas em uma camara de crescimento a 26°C,
seguido por duas semanas em uma bancada de névoa em uma estufa. As
plantas foram subseqlientemente transplantadas em potes de 18,93 litros (5
galdes) e cultivadas até a maturidade na estufa. Polinizagbes reciprocas fo-
ram feitas com a linhagem congénita de LH59 de milho. Semente foi coleta-
da a partir de plantas de milho e empregada para andlise de proteina e ou-

tras atividades de procriagao.

. Exemplo 3

Construcao de vetor e transformacao de milho com seqtiéncias de polinucle-

otideo de AsnS ‘ ,
O AsnS2 de milho (SEQ ID NO: 3, pMON79706, FIG. 1) foi am-

pliado por uso de PCR (reacao em cadeia de polimerase). As condigdes de

reacgao para a reagao de PCR seguiram o protocolo do fabricante (PE Appli-
ed Biossistems, Foster City, CA). Aproximadamente 100 ng de DNA de mi-
lho, preparado como descrito acima, foram ampliados empregando-se 30
nmols cada qual do iniciador dianteiro (f) (SEC ID NO: 32) e iniciador reverso
(r) (SEQ ID NO: 33) e 10 micromols cada de dATP, dCTP, dGTP e TTP, 2,5
unidades de TaKaRalLA Tag em 1X de Tampao de LA PCR Il (Takara Bio
INC, Shiga, o Japan). Depois da incubacao inicial a 94°C durante 1 minuto,
35 ciclos de PCR foram realizados a 94°C durante 45 segundos, seguido por
recozimento a 60°C durante 45 segundos, 72°C durante 1 minuto e 15 se-

gundos, seguido, por 1 ciclo de 72°C durante 7 minutos.
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Cinco constructos de DNA de AsnS2 foram feitos. O primeiro
constructo de AsnS2 de milho foi feita isolando-se um fragmento de AsnS2
de 1821 pares de base de pMON79706 por PCR, como descrito acima, se-
guido por digestao de restricdo com enzimas de restricio de Xbal e EcoRl.
O gene de AsnS2 resultante foi ligado em pMONG61560, que foi da mesma
forma digerido por Xbal e EcoRIl. O vetor de transporte (pMON66246) foi
digerido por Notl e a insergéo contendo o gene de AsnS2, em ligacdo opera-
vel com o promotor de PPDK e terminador de RGLUT1, foi ligada em
pMON30167, que foi da mesma forma digerida por Notl. O plasmideo
pMON30167, que contém o gene de EPSPS, fornece selecao com glifosato. -
O plasmideo final resultante foi designado pMON66230 (FIG. 3).

Um segundo constructo de AsnS2 foi feito empregando-se o ge-
ne de AsnS2 anteriofmente mencionado (PMON79706). O constructo foi feito
por inser¢ao do gene AsnS2 digerido por Xbal/EcoRl em pMON61562, que
da mesma forma foi digerido por Xbal e EcoRl, resultando no gene AsnS2
sendo em 'ﬁgagéo operavel com o promotor de NAS e o terminador de R-
GLUT1. O plasmideo resultante foi digerido por Notl e ligado no pMON30167 -
digerido por Notl. O plasmideo resultante foi designado pMON66229 (FIG.
2).

Um terceiro constructo de AsnS2 foi feito empregando-se o gene
AsnS2 anteriormente mencionado (pPMON79706). O promotor de P-FDA em-
pregado neste constructo foi isolado a partir de pMON78810 por digestao
com enzimas de restricao de Notl e Xbal. O promotor de P-FDA foi em se-
guida ligado em pMON66246, que foi previamente digerido por Notl e Xbal
para remover seu promotor de PPDK. O plasmideo resultante foi digerido
por Notl e ligado no pMON30167 digerido por Notl. O plasmideo resultante
foi designado pMONG6231 (FIG. 4).

Um quarto constructo de AsnS2 foi feito empregando-se o gene
AsnS2 anteriormente mencionado (pMON79706). O promotor de P-RTBV a -
ser empregado neste constructo foi gerado por PCR de pMON74576. O
fragmento de 721 bp foi digerido por Notl e Xbal e Iigado em pMONG66246,
que previamente foi digerido por Notl e Xbal. O plasmidéo resultante, con-
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tendo o gene AsnS2 em ligagao operavel com o promotor de P-RTBV e ter-
minador de RGLUT1 foi digerido por Notl e ligado no pMON30167 digerido
por Notl. O plasmideo resultante foi designado pMON66239 (FIG. 5).

Um quinto constructo de AsnS2 foi feito empregando-se o gene
AsnS2 anteriormente mencionado (pMON79706). Um par de iniciador de
ZmASsense,
5'TCCTAGACATGTCCGGCATACTTGCTG3' (SEQ ID NO:46) e ZmASanti-
sense,
5'TGCAGAATTCTATCCCTCGATGG; (SEQ ID NO:47),
foi empregado para ampliar AsnSZ de milho de pMONG66240. A organizagao
de PCR foi como segue: em um volume total de 50 ul de reac¢édo de PCR, 1
ul de 10 mM de cada iniciador de ZmASsense e ZmASantisense, 0,2 a 0,5
ug (1 ul) de DNA de plasmideo de pMON66240, 5 pl de Mistura de Reagéo
de 10X AccuPrime® Pfx, 1 ul de DNA Polimerase ACCuPrime® Pfx (Invitro-
gen), e 41 pl de agua destilada. A rea¢do de PCR foi realizada com os se-
guintes parametros de ciclo: 94°C durante 1 minuto, seguido por 30 ciclos de

94°C durante 15 segundos para desnaturacédo; 58°C durante 15 segundos

- de recozimento, e 68°C durante 4 minutos; seguido por 10 minutos de ex-

tensdo a 68°C. O produto de PCR foi purificado empregando-se um kit de
purificacdo de PCR de QIAGEN (QIAGEN Inc.). Uma aliquota do produto de

. AsnS2 de milho de PCR foi digerida com enzima de restrigao de Ncol e E-

coRl e outra aliquota do produto de PCR foi digerida com Afllll e Ncol. O
fragmento de Ncol e EcoRlI foi em seguida clonado em sitios de Ncol e Eco-
Rl de pMON94901. O fragmento de extremidade 5' de Afllll e Ncol de AsnS2

de milho foi clonado no Ncol e EcoRI do fragmento de AsnS2 de milho no

- sitio de Ncol. O plasmideo resultante (pPMON74940), contendo AsnS2 de

milho em ligagdo operavel com o promotor de 35S e o terminador de
Hsp17, foi digerido por Notl e ligado em pMON53616 digerido por Notl para
construir pMON74946.

Cado constructo descrito acima continha um cassete de expres-
sao para expressao de um EPSPS Tipo Il insensivel a glifosato como um

meio para selecionar eventos transgénicos (Patente U.S. 5.633.435). A se-
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quéncia de acido nucléico de cado constructo foi determinada empregando-
se metodologia padrdo como mencionado por termihador v.3.0 PE Applied
Biossistems (PE Applied Biossistems, Foster City, CA) e a integridade das
jungoes de cloneagem confirmada. Os vetores pMON66229, pMON66230,
PMON66231, pMON66239, e pMON74946 foram empregados na transfor-
macgao subsequente de células de milho e regeneragdo destas células em
plantas de milho intactas. Os constructos de interesse foram introduzidas em
embrides imaturos de linhagem de milho LH244 por um método de transfor-
magao mediado por Agrobacterium, por exemplo, como descrito no Pedido
de Patente Publicado U.S. 20050048624. '

Exemplo 4
Analise de proteina e aminoacido de amostras de semente de milho.

Este exemplo apresenta um método de analise de proteina e
aminodcido para selecionar semente da presente invencdo com proteina e
asparagina aumentada empregando-se HPLC e medidas de infravermelho
proximas. Para analise de proteina de semente, amostras de volume peque-
nas consistindo em 50 - 100 sementes para cada tratamento foram medidas .
empregando-se espectroscopia de transmitancia de infravermelho proxima
(Infratec modelo 1221, Tecator, Hoganas Sweden). Este procedimento foi
baseado na observag@o que uma relagio linear existe entre a absorgao de
radiagao infravermelha préxima e a quantidade de componentes quimicos
compreendida em uma amostra de semente tipica. Antes de analisar amos-
tras desconhecidas, dados espectrais foram coletados com amostras de ca-
libre que foram subsequentemente analisadas empregando-se uma técnica
de analise primaria. A técnica primaria empregada foi combustio de nitrogé-
nio (Murray e Williams, 1987). Um modelo multivariado foi desenvolvido em-
pregandd—se os dados espectrais do espectrdmetro e os dados primarios. No
presente caso, um modelo multivariado PLS 1 (Partial Least Squares Re-
gression Type |) foi construido empregando-se 152 amostras de calibre. Ca-
da amostra desconhecida foi varrida no espectréometro pelo menos cinco
vezes e seu teor de proteina pré-dito com cada varredura. Cada tempo que

a amostra foi varrida, foi adicionado outra vez a cubeta de amostra para for-
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necer uma representagao exata da amostra testada. Os valores de proteina
pre-ditos foram calculados para as varreduras multiplas e em seguida relata-
dos para cada amostra.

Anélise de aminodcido livre foi realizada em tecidos de milho por
HPLC. Para cada amostra, 20 - 50 mg de tecido de liofilizado foi extraido
com 1,5 mL de 10% de &cido tricloroacético em tubos de micréfogo de 2 mL.
Amostras foram exiraidas em temperatura ambiente durante a noite com
agitacao suave. Amostras extraidas foram clareadas por centrifugacdo e o
sobrenadante foi removido durante outra analise. Analise de aminoacido livre
foi realizada por HPLC em ufna HPLC Agilent Serie 1100 com um detector
de fluorescéncia e autoamostrador de placa de 96 cavidades equipado com
uma coluna Zorbax Eclipse AAA C18 (4,6 x 75 mm, 3,5 microns, Agilent Te-
chnologies, Palo Alto, CA) e coluna protetora analitica Zorbax Eclipse AAA
(4,6 x 12,5 mm, 5 microns). Amostras foram pré-derivatizadas com o-
ftalaldeido imediatamente antes da separagdo. Aminoacidos livres foram
resolvidos com um tampao de fosfato de 40 mM, pH 7,6 / gradiente de Me-

tanol/Acetonitrilo seguido por deteccao de fluorescéncia a 340 nm / 450 nm

. (excitag@o / emissao). Aminodcidos livres foram quantificados com base em

padroes de aminoacido externos e -picos foram integrados com software

ChemStation (Agilent). Desvios padrao relativos foram tipicamente menores

. do que 8%.

Exemplo 5 ‘
Avaliacdo de campo de niveis de asparagina e teor de proteina de grdo em

plantas de mitho transgénicas.

Este exemplo apresenta os resultados de uma avaliagdo de
campo dos efeitos do constructo de AsnS de milho (pMON79706 e
pMON92870) em asparagina e niveis de proteina em semente e plantas de
milho transformadas; e os efeitos dos constructos de AsnS de milho
(PMON79700 e pMON79653) sobre o teor de proteina de grao. A concentra-
¢ao relativa de asparagina livre em tecidos de milho foi obtida a partir de li-
nhagens inatas derivadas de plantas de milho R, transformadas com
pMON79706 ou pMON92870. Para pMON79706, transformantes de Rg fo-



10

15

20

25

30

35

ram cruzados reversivelmente ao inato origem, LH59, para criar semente de
BCi. A semente de BC; que segrega com o transgene, foi plantada em uma
sementeira de campo e plantas individuais foram marcadas quanto a pre-
senca do gene marcador de NPTII. O tecido da folha foi coletado para anali-
se de aminoacido livre de plantas positivas de transgene e negativas de
transgene para cada evento transgénico para andlise de aminoacido livre.
Aminoacidos livres de folha de plantas transgénicas de pMON79706 foram
comparados as plantas de isolina negativa dentro de cada evento e analisa-
dos estatisticamente pelo teste T de Student com o software JMP 5.1 (SAS
Institute, Cary, NC). Para pMON92870, transformantes de R, foram cruza-
dos reversivelmente ao inato de origem, LH244, para criar semente de BC;.
A semente de BC1 foi plantada em uma sementeira de campo e autopolini-
zada para criar a semente de BC1Ss, que subsequentemente foi plantada em
uma segunda sementeira congénita. Plantas positivas de transgene foram
identificadas para cada evento transgénico seguindo marcacdo quanto a
presenga do gene marcador de NPTII. Tecido de folha foi coletado a partir
de plantas de BCS; positivas de transgene e Iotes inatos parentais planta-
dos em intervalos regulares na sementeira. Aminoacidos livres de folha para
pMON92870 foram analisados estatisticamente realizando-se anélise de va-
riacao e comparando entradas transgénicas ao controle parenteral condu-
zindo-se teste T Student empregando-se software SAS 9.1. Para andlises de
aminoacido livre para ambos 0s constructos, tecido de folha foi coletado por
remogao de uma folha totalmente expandida superior em um antese seguido
por congelamento em gelo seco. Amostras de folha foram moidas congela-
das, liofilizadas, e medidas quanto ao teor de aminoacido livre por HPLC.

- Eventos transgénicos multiplos de pMON79706 e pMON92870
foram observados para mostrar aumentos significativos no teor de asparagi-
na na folha (Tabela 2). Quatro de sete eventos de pMON79706 testados
mostraram aumentos significantes na concentragao de asparagina na folha, -
como indicado por um valor de p de 0,05 ou menor. Em eventos transgéni-
cos de pMON92870, expressando um segundo gene' de asparagina sinteta-

se de mitho, quatro de cinco eventos mostraram aumentos significantes em
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niveis de asparagina na folha (Tabela 2). Estes dados mostram que expres-
sdo transgénica de AsnS2 de milho e AsnS3 de milho sob promotor de acti-
na de arroz em pMON79706 e pMON92870, respectivamente, pode resultar
em um aumento especifico em asparagina livre, que é consistente com a
superexpressao de asparagina sintetase ativa. _

A concentragdo relativa de proteina em semente de miltho foi
obtida a partir de linhagens inatas derivadas a partir de plantas de milho Ro
transformadas com pMON79706 ou pMON92870. Plantas transgénicas de
BC, de pMON79706 (descritas acima) foram autopolinizadas e o grdo de
BC1S; resultante foi cultivado até a maturidade e medido quanto ao teor de
proteina por espigas unicas. Proteina foi medida como uma porcentagem em
peso seco a 0% de umidade. Proteina de grao para plantas transgénicas de
pMON79706 foi comparada para plantas de isolina negativas dentro de cada

evento e estatisticamente analisadas pelo teste T de Student com software

- SAS 9.1. Para pMON98270, plantas de BC;S; foram autopolinizadas e culti-

vadas até a maturidade e medidas quanto ao teor de proteina por Unicas

espigas. Proteina de grdo para pMON92870 foi estatisticamente analisada

. com um método espacial desenvolvido de costume conduzindo-se uma ana-

lise por localizagao. A analise por localizagao é um processo de duas eta-

pas. A primeira etapa na andlise envolveu estimar a autocorrelacao espacial

. no campo ajustando-se um modelo de semivariograma esférico anisotrépico

empregando-se todos os lotes de teste espaciais que foram colocados sis-
tematicamente no campo (cada 6° lote). O segundo estagio de analise en-
volveu ajustar os valores das entradas transgénicas para a variabilidade es-
pacial empregando-se a estrutura de autocorrelagcao espacial estimada no
primeiro estagio da analise. Seguindo o ajuste para autocorrelagado espacial,
comparagao meédia foi realizada onde o valor médio de uma entrada trans-
génica foi comparado ao controle parental para testar a significagao estatis-
tica da diferenga entre um transgene e a média de controle.

Eventos multiplos de ambos pMON79706 e pMON92870 mostra-
ram aumentos significantes no teor de proteina de grao inato (Tabela 3).

Trés de cinco eventos de pMON79706 que foram estatisticamente analisa-
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dos mostraram aumentos significantes no teor de proteina de grao (p < 0,05)
e dois outros eventos mostraram tendéncias para aumentos significa'ntes (p
< 0,15). Dois eventos nao devolveram numeros suficientes de espigas para
uma analise estatistica. Trés de quatro eventos transgénicos de
pMON92870 mostraram aumentos significantes em teor de proteina de grao
(p < 0,1), com um evento nao testado devido aos numeros insuficientes de -
espigas para andlise. Estes dados confirmam que pMON79706 e
pMONS2870 produzem eventos transgénicos que aumentam teor de protei-
na de grao no mitho além do teor de asparagina na folha crescente.

Tabela 2. Concentracbes de asparagina na folha relativas em milho inato

transformado com gene AsnS2 de milho (pMON79706) ou gene AsnS3 de

milho (PMON92870).

Constructo®| Evento |Gera-| Média de Média de |Dife-| Valor
cao | Transgene- | Transgene- rengal de p
Plantas® posi-|Plantas nega-
tivas tivas

pMON79706| ZM_M50965 | BC, 16,3 10,7 5,6 | 0,319

ZM_M50973 | BC, 32,0 7,3 24,3 | 0,025

ZM_M50974 | BC; 25,0 5,3 19,8 0,014

ZM_M50980 | BC, 18,0 5,3 12,51 0,001
ZM_M50984 | BC; - 29,3 10,3 19,1 0,002 '

ZM_M50985 | BC; 15,7 6,3 9,51 0,278

ZM_M51011| BC, 15,0 7,3 7,7 | 0,191
pMON92870[ZM_M102252|BC,S; 22,5 0,0 22,5 1< 0,001
ZM_M103304/BC,S; 18,8 0,0 18,8 |< 0,001
ZM_M103315/BC,S; 30,6 0,0 30,6 |< 0,001

ZM_M103316|BC,S; 2,6 0,0 2,6 | 055
 1ZM_M103320|BC;S; 30,0 0,0 30,0 |< 0,001

& Asparagina na folha foi determinada em duas experiéncias separadas para

pMON79706 e pMON92870.
b Asparagina livre relativa medida como uma porcentagem de aminoacidos

livres totais no tecido da folha
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Tabela 3. Teor de proteina de grdo no milho inato transformado com gene
AsnS2 de milho ()MON79706) ou gene AsnS3 de milho (PMON92870).

Constructo® Evento |Geragcdo| Média de | Média de |Diferencga(Valor
Transgene-|Transgene- de p
Plantas? . | Plantas ne-
positivas gativas
pMON79706| ZM_M50965 | BC; nd® nd nd nd
ZM_M50973| BC; 15,1 11,6 3,5 10,024
ZM_M50974 | BC; nd nd nd nd
ZM_M50980| BC, 13,8 12,0 1,8 10,118
ZM_M50984 | BC; 15,1 11,4 3,7 (0,002
ZM_M50985| BC; 13,9 10,8 3,1 0,003
ZM_M51011{ BC; 13,5 11,4 2,2 10,08
pMON92870[ZM_M102252| BC,S; 13,3 11,9 1,4 10,096
ZM_M103304| BC1S; | 13,7 11,9 1,8 {0,042
ZM_M103315| BC,S; nd 11,9 nd nd
ZM_M103316| BC,S; 11,2 11,9 -0,7 10,373
ZM_M103320, BC+S; 14,2 11,9 2,3 10,003

@ Proteina de grao foi determinada em duas experiéncias separadas para

~ pMON79706 e pMON92870.

® Proteina de grao medida como uma porcentagem de composi¢gao de grao

total em uma base de umidade a 0%.

° nd; nao determinado.

A asparagina elevada e fenétipo de proteina de grao
pMON79706 foram confirmados em tecidos multiplos em uma segunda ex-

periéncia. Depois da geragao de BC,, cinco eventos de pMON79706 foram

~ autopolinizados em duas sementeiras seguintes para gerar a semente de

BC1S3 que foi homozigota para o transgene. A concentragao relativa de as-
paragina que é o resultado da expressao do constructo de pMON79706 foi
determinada em um estudo no estagio de crescimento V8 do milho compa-
rando-se as plantas BC1S; homozigotas € um controle de variedade de mi-
tho LH59 (Tabela 4). Controles e entradas transgénicos foram plantados em
um projeto de bloco completo aleatorizado com 5 blocos reproduzidos em

um lote de campo. As folhas completamente expandidas superiores e se-
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¢Oes de caule de duas plantas foram experimentadas e agrupadas, coloca-

das em gelo seco, moidas, liofilizadas, e medidas quanto ao teor de aminoa-

cido livre por HPLC. Os valores seguidos por " * " indicam uma diferenca

significante do controle de LH59 (teste de uma cauda de Dunnett; (SAS 9.1,

Cary, NC). Medidas de asparagina tiradas tanto no estagio.de crescimento

V8 quanto na geracdo de Ry mostraram que plantas de cinco eventos de

PMON79706 tiveram aumentos significantes em asparagina livre. Niveis de

asparagina livre relativos em tecido de folha de V8 foram aumentados até

13,9% quando comparados a 3,4% no controle de variedade de LH59, e as-

paragina no talo foi aumentada até 39% quando comparada a 9,6'no contro- -
le (Tabela 4). Para anélise de proteina de grao, 10 espigas foram experimen-

tadas por lote, debulhadas e analisadas quanto a concentragédo de proteina

de grao. Proteina de grao também foi aumentada significativamente nos cin-

co eventos de pMON79706 (Tabela 4). Os resultados mostram que, como
uma tendéncia geral, eventos que produzem um aumento significante em

asparagina também produzido como aumento significante na proteina da

semente (Tabelas2a4). ,

Tabela 4. Concentracdes de asparagina relativas em estagio de crescimento

V8 e concentracéo de proteina de grao na maturidade em plantas de milho
BC;S3 transformadas com o gene AsnS2 de mitho (pMON79706).

Folha Talo Grao

% de Asn|Asn (ppm)|% de Asn|Asn (ppm)| % de Proteina
Evento Média | Média | Média | Média Média
LH59 de controle | 3,54 389 9,6 2254 12,3
ZM_M50974 12,31 * | 1312* | 32,20* | 9179* 14,8~
ZM_M50980 10,20 * | 1058 * | 38,68 * | 12844 * 15,2 *
ZM_M50984 9,18 " 997* | 28,20* | 8062 * 14,4+
ZM_M50985 5,86 ™ 697 15,12* | 3404 145"
ZM_M51011 13,89 | 1740* | 37,05* | 11820 * 15,0~

* Significante em p<0,05
Aumentos significantes na proteina de grao hibrido foram obser-
vados por trés constructos diferentes QUe expressam genes de asparagina

sintetase sob o promotor de actina de arroz. Linhagens de milho inatas ho-
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mozigotas foram produzidas de eventos transgénicos de Ry de pMON79706
(AsnS2 de milho), pMON79700 (AsnS de soja), e pMON79653 (AsnS1 de
levedura) primeiro por cruzamento reversivel de eventos de R, & origem re-
petida, LH59, seguido por autopolinizagées de selegbes positivas de trans-
gene em duas sementeiras inatas subseqiientes empregando-se o marcador
selecionavel de NPTII para marcar quanto a zigosidade. Os eventos homo-
zigotos para cado constructo foram, em seguida, empregados como um do-
ador de pdlen macho em um cruzamento com uma linhagem inata fémea
para criar o hibrido de Fy. A semente hibrida de F; foi plantada em uma ex-
periéncia de multiplas localizagbes e eventos transgénicos para cado cons-
tructo foram analisados quanto a proteina de grédo final e comparados ao
controle hibrido de origem repetida periédica seguindo uma analise de cor-
recao espacial com base na proteina de grao em hibridos de controle que

foram plantados em intervalos regulares ao longo do campo. O gréo foi co-

~ Ihido de cada lote, debulhado e analisado quanto ao teor de proteina. Os

dados foram analisados empregando um método espacial desenvolvido de

costume conduzindo-se uma analise por localizagdo e uma de localizacédo

. em cruz. A analise por localizagdo € um processo de duas etapas. A primeira

etapa na analise envolveu estimar a autocorrelagdo espacial no campo ajus-

tando-se um modelo de semivariograma esférico anisotropico empregando-

. se todos os lotes de teste espaciais que foram colocados sistematicamente

no campo (cada 3¢ lote). O segundo estagio de analise envolveu ajustar os
valores das entradas transgénicas para a variabilidade espacial empregan-
do-se a estrutura de autocorrelagdo espacial estimada no primeiro estagio
da analise. Seguindo o ajuste para autocorrelagdo espacial em cada locali-
zagao separadamente, uma analise de localizagdo em cruz foi conduzida
onde o valor médio de uma entrada transgénica foi extraida comparado ao
controle parental para testar a significagdo estatistica (P=0,20) da diferenca
entre um transgene e o meio de controle. Todos 0s cinco eventos de
pMON79706 mostraram aumentos significantes em proteina de grao na ex-
periéncia hibrida, consistente com a observagédo que a proteina de grao foi

aumentada nas linhagens inatas de eventos transgénicos desto constructo
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(Tabela 5). Dois outros constructos de asparagina sintetase, pMON79700
(AsnS de soja) e pMON79653 (AsnS de levedura), também mostraram au-
mentos significantes em niveis de proteina de grao em dois de cinco eventos
e dois de dois eventos, respectivamente.

Tabela 5. Teor de proteina de grdo em miltho hibrido transformado com ge-

nes para asparagina sintetase de milho (Zea mays), soja (Glycine max), e -

levedura (Saccharomyces cerevisiae)®.

Constructo Gene Evento Média |Média de|Prote-| Valor
Transgéni- | Controle | ina | dep
ca de Pro- |de Prote-| Delta

teina ina
pMON79706| AsnS2de |ZM_M50974| 11,12 8,65 | 2,48 |0,000
Milho  {zm_M50980| 9,17 8,65 | 0,53 0,003
ZM_M50984| 9,56 8,65 | 0,91 {0,000
ZM_M50985| 9,71 8,65 | 1,07 |0,000|
ZM_M51011| 9,45 8,65 | 0,81 |0,000
pMON79700|AsnS de So-|ZM_M49436| 8,52 8,65 |-0,13|0,469

la ZM_M61615| 11,25 | 8,65 2,61 |10,000|
ZM_M62422| 13,30 8,65 4,65 | 0,000

ZM_M62428| 8,61 8,65 |-0,04|0,826

ZM_M64520| 8,76 8,65 | 0,11 |0,570|

pMON79653| AsnSide [ZM_M49883| 9,12 | 8,65 | 0,48 0,007
Levedura |zmM_M65281| 9,43 8,65 | 0,79 |0,000

@ Proteina de grdo medida como uma porcentagem de composicio de grao
total em uma base de umidade a 0%.
Exemplo 6 |
Avaliacao de _campo da expressao de transgene e atividade de enzima de
asparaqihé sintetase devido a pMON79706 e pMON92870 |

Expressao de transgene foi confirmada em eventos transgénicos
de pMON79706 e pMONS2870. Para pMON79706, tecido empregado para a

determinagao do teor de asparagina na folha na experiéncia de campo com
linhagens inatas homozigotas de BC,S; foi, da mesma forma, empregado
para determinagao da expressao de transgene com base na medida da ex-

pressao da sequéncia de terminador 3' (St.Pis4) de pMON79706 em antese.



10

15

20

25

30

42

Duas amostras de fotha foram colhidas e agrupadas de cada dentre 5 lotes
de réplica (10 para controle inato) e congeladas em gelo seco. Amostras de
folha foram, em seguida, moidas congeladas para andlise de expressao.
Para extragao de RNA, 50 mg de tecido congelado foram aliquotadas em
placas de 96 cavidades. Cada amostra foi extraida com 500 ul de tampao de
lise contendo uma solugdo de 1:1 de solugdo de lise de acido nucléico de
ABI (Applied Biosystems, Foster City, CA) para. 1X de PBS ph 7,4 (sem MgCl
ou CaCl). RNA foi extraido de amostras de tecido congeladas frescas em-
pregando-se placas de filtro para capturar acidos nucléico de lisados crus, e
50 wl de tampao de eluigao dé ABI foram empregados para eluir RNA ligado.
PCR quantitativa foi realizada empregando-se um padrao de RNA com 5 pl
com 5 ul de reagente de RT-PCR de uma etapa de ABI. As reagdes foram
realizadas durante 40 ciclos de PCR em um instrumento de PCR ABI Tag-
man 7900, com parametros de ciclégem de 48°C durante 30 minutos, 95°C
durante 10 minutos, 95°C durante 10 segundos, 60°C durante 1 minuto. Me-
didas fluorescentes foram tiradas de cada cavidade em cada dentre os 40

ciclos igualmente para a sequéncia de terminator derivada do inibidor de pro-

. tease de batata Il (St.Pis4) e o controle enddgeno (ubiquitina). Um subgrupo

de amostras foi conduzido sem transcriptase reversa para monitorar a con-

taminacao de DNA. As amostras foram marcadas quanto a expresséo relati-

. va subtraindo-se os valores limiares de ciclo para St.Pis4 do valor limiar de

ciclo do controle endogeno. O limiar de ciclo (Ct) foi determinado, e o Ct de
delta foi calculado de St.Pis4 menos o valor de controle endégeno. Um tipo
silvestre in situ foi criado calculando-se os sinais de controle endégeno mé-
dio e fixando-se o valor de sinal de St.Pis4 em 40. O Ct de delta das amos-
tras desconhecidas foi subtraido do Ct de delta do tipo silvestre in situ. Da-
dos finais foi relatado como expressao de pinll (St.Pis4) relativos ao tipo sil-
vestre. Andlise de RT-PCR quantitativa confirmou a superexpressao do
transgene de seis de seis eventos de pMON79706 (FIG. 6).

Expressao de transgene também foi confirmada em eventos ina-
tos que compreendem pMON92870. Expressao de RNA foi determinada do

tecido de folha em antese de plantas inatas cultivadas em uma sementeira
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de campo colhendo-se primeiro uma folha expandida superior de cada plan-
ta (4-8 plantas por evento) e congelando-se em gelo seco. Plantas positivas
de transgene foram previamente identificadas com base na presenca do ge-
ne marcador de NPTIl. Tecido de folha foi moido enquanto congelado, e
analisado quanto a expressdo da seqiéncia de terminador 3' (St.Pis4) de
pMON92870. Analise de RT-PCR quantitativa mostrou que cinco de seis
eventos que compreendem pMON92870 mostraram expressao de transgene
aumentada quando comparados a um controle inato (FIG. 7). A baixa ex-
press@o de RNA no evento de pMON92870 ZM_M103316 é consistente com
o baixo teor de asparagina na folha e teor de proteina de grao neste evento.
O efeito de expressédo de genes de asparagina sintetase sobre a
atividade de asparagina sintetase foi medido em eventos transgénicos de
pMON79706 e pMON92870. Tecido de folha moido, congelado foi aliquota-
do (200 - 400 mg) em cavidades de uma placa de 96 cavidades profundas
pré-resfriadas. Proteina foi extraida em Tampao A (100 mM de Hepes-OH,
pH 8,0, 0,1 mM de EDTA, 10 mM de MgCl,, 2 mM de aspartato, 0,5 mM de
DTT, 67 mM de mercaptoetanol, 20% (v/v) de glicerol, 0,1 mM de ATP, 1%
(v/v) de P9599 (Sigma Company), 256 mM de KCI). Uma quantidade pequena

de areia foi adicionada a cada cavidade. Tampao A foi, em seguida, adicio-

nado ao tecido da folha nas cavidades em uma relagdo de 4:1 (tam-

pao:tecido). As placas foram, em seguida, agitados em um agitador de pintu-
ra durante 2 minutos para misturar a amostra é, em seguida, centrifugadas
em 5000 x g durante 10 minutos. O sobrenadante (100 - 200 uL) foi dessali-
nizado em uma placa macro giratoria de 96 cavidades (SNS S025L, The
Nest Group Inc., Southboro, MA) equilibrada em tampdo A. O sobrenadante
foi, em seguida, analisado imediatamente ou congelado em nitrogénio liqui-
do e mantido a -80°C até empregado. Para analisar a atividade de asparagi-
na sintetase, extratos de proteina dessalinizados (10-50 uL) foram adiciona-
dos as cavidades contendo 100 uL de solugao de ensaio (100 mM de He-
pes, pH 8,0, 10 mM de MgCl,, 2 mM de aspartato, 5 mM de DTT, 10 mM de
ATP, 1 mM de acido amino(oxi)acético (inibidor de aSpartato amino transfe-

rase), 1 mM de semialdeido aspartico (inibidor de aéparaginase). Para
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comegcar a reagao, glutamina (concentragao final de 2 mM para ensaio pa-
dréo) foi adicionada & solugéo, que foi em seguida misturada. A mistura de
ensaio foi, em seguida, incubada durante 1 a 2 horas. A reacgao foi, em se-
guida, interrompida pela adicdo de um volume igual de 20% (p/v) de éacido
tricloroacético. A mistura foi, em seguida, filtrada para remover o precipitado
e asparagina foi medido por HPLC. Tamanho da amostra foi aumentado de
0,5 uL para 2,5 plL para HPLC, comprimento de onda de excitagdo foi redu-
zido de 340 nm para 235 nm, e o ganho de fluorimetro foi aumentado de 10
para 13. Isto resulta em uma sensibilidade de detecgao de 0,5 para 100 uM
de asparagina e permite a médida de niveis de atividade nos 100s microuni-
dades.

Para pMON79706, tecido empregado para a determinagdo da
atividade de enzima de asparagina sintetase na folha foi de uma experiéncia
de campo com linhagens inatas homozigotas de BC;S; colhidas no estagio
de crescimento de V7. Eventos de pMON79706 foram mostrados para exibir
atividade de asparagina sintetase de folha aumentada (Tabela 6). A ativida-

de de asparagina sintetase foi aumentada até 5 vezes sobre o controle de

. variedade inata. Atividade de enzima de asparagina sintetase também foi

determinada para eventos transgénicos de pMON92870 em uma sementeira .

de campo inato no momento de antese. Quatro de cinco eventos de

. pPMON92870 também mostraram atividade de enzima aumentada (Tabela 6).

A atividade de enzima de asparagina sintetase aumentada em plantas de
milho que expressam o AsnS2 de milho (PMON79706) ou AsnS3 de milho
(PMON92870) sob o promotor de actina de arroz é consistente com o au-
mento na expressao de gene e aumentos de asparagina de folha observa-

dos com estes constructos.
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Tabela 6. Atividade de asparagina sintetase em linhagens inatas de eventos
transgénicos de pMON79706 e pMON92870°. '

Constructo Evento Atividade de AsnS (uunidades/mg de
de proteina)
Controle LH59 276
pMON79706 ZM_M50973 519
ZM_M50974 1179
ZM_M50984 1592
ZM_M50985 450
ZM_M51011 1031
Controle LH244 98
pMON92870 ZM_M102252 160
ZM_M103304 209
ZM_M103315 243
ZM_M103316 11
ZM_M103319 192
ZM_M103320 240

& Atividades de enzima para pMON79706 e pMON92870 foram determina- -

das a partir de duas experiéncias de campo diferentes.

Exemplo 7 _
Avaliacao de campo dos efeitos de pMON66231, pMON66239, e

- pMON74946 sobre asparagina e teor de proteina de grao

O teor relativo de asparagina livre em tecidos de milho foi obtido
de linhagens hibridas derivadas de plantas de milho de R, (base de LH244)
transformadas com pMON66231 (FIG. 4), onde AsnS2 de milho esta sob o
controle do promotor de FDA de milho. Hibridos foram feitos cruzando as
plantas de Ro a linhagem inata masculina LH59, que cria uma populagéo de
F, segregadora (1:1). A semente F, resultante foi plantada em trés localiza-
¢oes do meio-oeste com duas replicacdes em cada localizagao. Lotes foram
pulverizados com glifosato no estagio de crescimento V3 para eliminar se-
gregantes nulos. Um controle hibrido foi semeado no perimetro e compara-
¢oes foram feitas ao controle hibrido. Folhas superiores foram coletadas e

agrupadas de trés plantas dentro de cada lote no momento de antese, duas
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horas depois do pér-do-sol, em todos as trés localizagdes. As folhas foram
colocadas imediatamente sobre gelo seco e, em seguida, armazenadas a -
80°C até o processo. As folhas foram moidas congeladas, e uma porgéo foi
liofilizada para analise de aminoacido livre por HPLC. Os dados foram pri-
meiro avaliados quanto aos valores discrepantes com o método de duas
passagens para residuos estudados deletados empregando-se valores de p
ajustados por Bonferroni. Valores discrepantes foram identificados e removi-
dos do grupo de dados antes que a analise dos calculos de variagdo discre-
pancia fosse iniciada. Os dados foram analisados de acordo com projeto de
bloco completo aleatorizado de localizagées em cruz. Combinagdes de cons-
tructo-evento foram modeladas com efeitos fixos, e as localizagdes e reps
dentro de localizagdes foram modelados com efeitos aleatérios. Compara-
g(")es‘de tratamento foram feitas realizando-se contrastes dos meios de mi-
nimos quadrados das combinagbes de constructo-evento. Asparagina de
folha relativa foi aumentada significativamente em 11 de 12 eventos de
pMONB6231, com niveis de asparagina tao altos quanto 16% quando com-

- parados a 3% no controle (Tabela 7). Proteina de grao madura foi da mesma

. forma medida depois da colheita de 10 espigas por lote seguido por debu-

Ihamento e agrupamento da semente para cada lote, que foi em seguida

medido quanto ao teor de proteina de grdo. Nove de 12 eventos foram en-

. contrados para significativamente aumentar o teor de proteina no grdo ma-

duro sobre o controle hibrido de LH244/LLH59.

Tabela 7. Asparagina na folha relativa e teor de proteina de grao maduro em

eventos transgénicos de pMONG66231.

%? de Asn na folha % de Proteina de Grao

Evento Média | valor’de p Média valor® de p
LH244/LH59 2,73 8,68
ZM_S120303 11,41 < ,001 8,57 0,774
ZM_S120316 8,92 0,007 9,90 0,002
ZM_S122246 8,69 0,01 10,22 < ,001
ZM_S122249 9,85 0,002 10,83 < ,001
ZM_S122257 9,57 0,003 12,48 < ,001
ZM_S5122262 10,10 0,001 9,70 0,011
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%*? de Asn na folha % de Proteina de Grao

Evento Média | valor®de p Média valor® de p
ZM_S122267 9,33 0,004 9,23 0,162
ZM_S122279 12,67 <,001 11,13 <,001
ZM_S122280 12,54 < ,001 10,90 <,001
ZM_S122281 9,47 0,003 10,53 <,001
ZM_S5122291 16,25 <,001 9,83 0,004
ZM_S122303 6,44 0,126 8,53 0,71

 Asparagina livre relativa medida como uma porcentagem de aminoacidos
livres totais no tecido da folha
® Comparado ao controle hibrido.

O teor relativo de asparagina livre em tecidos de milho foi obtido
de linhagens hibridas derivadas de plantas de milho de R, (base de LH244)
transformadas com pMON66239 e pMON74946, onde AsnS2 de milho esta
sob o controle do promotor de RTBV ou €35S, respectivamente. Hibridos
foram feitos cruzando-se as plantas de Ry a linhagem inata masculina, LH59,
que cria uma populacgao de F, segregadora (1‘:1). A semente de F; resultante
foi plantada em uma localizagdo no Havai com trés replicagdes para cada
evento transgénico. Os lotes foram pulverizados com glifosato no estagio de
crescimento V3 para eliminar os segregantes nulos. Um controle hibrido que
necessita de-gene de AsnS2 de milho foi incluido para comparagao. Folhas
superiores foram coletadas e agrupadas de trés plantas dentro de cada lote
na hora de antese, duas horas depois de por-do-sol. As folhas foram coloca-
das imediatamente sobre gelo seco e, em seguida, armazenadas a -80°C
até o processo. As folhas foram moidas congeladas, e uma porg¢ao foi liofili-
zada para analise de aminoacido livre por HPLC. Os dados foram primeiro
avaliados quanto aos valores discrepantes com o método de duas passa-
gens para residuos estudados deletados empregando-se valores de p ajus-
tados por Bonferroni. Valores discrepantes foram identrificados e removidos
do grupo de dados antes que a analise de célculos de variagao fosse inicia- |
da. Os dados foram anaiisédos de acordo com um projeto de bloco completo
aleatorizado. Combinag¢des de constructo-evento foram modelédas com efei-

tos fixos, e reps foram modelados com efeitos aleatérios. Comparagoes de



48

tratamento foram feitos realizando-se contrastes dos‘ meios de minimos qua-
drados das combinagbes de constructo-evento. Asparagina na folha relativa
foi aumentada significativamente em 10 de 13 eventos de pMON74946, com
niveis de asparagina tao altos quanto 16% quando comparados a 2% no
controle (Tabela 8). Proteina de grao maduro também foi medida depois da
colheita de todas as espigas por lote seguida por debulhamento e agrupa-
mento da semente para cada lote, que foi em seguida medida quanto ao teor
de proteina de gréo e analisada estatisticamente quanto a caracteristica de
asparagina na folha. Dez de treze eventos foram encontrados para possuir
teor de proteina significati'varﬁente aumentado no grao maduro quando com-
parado ao controle hibrido, e os mesmos 10 eventos com asparagina na fo-
lha aumentada também mostraram proteina aumentada na experiéncia de
hibrido. Para eventos transgénicos de pMON66239, 11 de 15 eventos mos-
traram aumentos no teor de asparagina na folha, e 3 de 15 eventos mostra-
 ram aumentos significantes na proteina de grdao no nivel alfa de 0,05, embo-
ra cinco eventos transgénicos adicionais mostraram proteina aumentada em
p < 0,15, indicando que a expressao de AsnS2 de milho sob o promotor de
. RTBV (pPMON66239) pode aumentar o teor de asparagina na folha e teor de
proteina de semente, mas em uma extensao menor que sob o promotor de
e35s (PMON74946) (Tabela 8).
. Tabela 8. Asparagina na folha relativa e teor de proteina de grio maduro em
pMON74946 e eventos transgénicos de pMON66239.

%? de Asn na folha | % de Proteina de
Grao

Constructo Evento Média | valor’de p| Média |Valor’de p

Controle | Controle hibrido | 1,47 7,98
pMON74946 | ZM_S156600 | 10,37 <,0001 | 8,67 0,0398
ZM_S156602 1,23 0,7315 8,43 0,1728
ZM_S156606 0,39 0,1214 7,43 0,0995
ZM_S156613 0,71 0,2786 7,70 0,3959
ZM_S156634 | 14,79 <,0001 9,37 < ,0001
ZM_S156636 12,28 < ,0001 9,23 0,0002

e

ZM_S160005 15,57 < ,0001 9,50 < ,0001
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% de Asn nafolha | % de Proteina de
Grao
Constructo Evento Média |valor®de p| Média |Valor®de p
ZM_S160015 | 15,85 <,0001 13,10 <,0001
ZM_S160025 | 13,41 <,0001 9,13 | 0,0007
ZM_S160026 | 11,94 < ,0001 9,17 0,0005
ZM_S160034 | 11,00 <,0001 9,60 < ,0001
ZM_S160037 | 15,79 | <,0001 9,10 0,001
ZM_S160042 | 14,73 <,0001 9,17 0,0005

pMON66239 | ZM_S140597 | 8,84 | <,0001 11,03 | <,0001
ZM_S140601 | 2,14 0,3419 8,20 | 0,5078
ZM_S140609 | 10,08 | <,0001 8,50 0,1182
ZM_S140613 | 2,67 0,0881 8,50 0,1182
ZM_S140615 | 1,23 0,7333 8,20 0,5078
ZM_S140617 | 6,68 | <,0001 8,50 0,1182
ZM_S140618 | 3,93 0,0005 8,73 0,0244
ZM_S140633 | 5,96 | <,0001 8,63 0,0503
ZM_S140635 | 3,69 0,0017 8,37 0,2445
ZM_S140645 | 5,88 | <,0001 8,37 0,2445 -
ZM_S140647 | 3,66 0,0019 8,30 0,3353
ZM_S140651 | 4,66 | <,0001 8,57 0,0784
ZM_S140661 | 4,13 0,0002 8,03 0,8741
ZM_S140663 | 2,07 0,61 9,03 0,0018

ZM_S140665 7,33 <,0001 8,27 | 0,388

@ Asparagina livre relativa medida como uma porcentagem de aminoacidos
livres totais no tecido da folha
® Comparado ao controle hibrido.

- Todas as publlicagées, patentes e pedidos de patente estao aqui
incorporados por referéncia a mesma extensdo como se cada publicagao
individual ou pedido de patente fosse especificamente e individualmente in-
dicado para ser incorporado por referéncia.
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acaagtttgt
ggcgtcgetg
cggcaccgag
cagcggttgg
acagttgttg
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cgtgataaaa
tggggtcttg
gaacgcttca
agatggtaca

ttcctceccggg
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1869

DNA

Zea mays

1
acaaatgcag
acaaaaaagc
aggtctccct
ggcctgattg
ctattatcga
taacggtgaa
agttccaaac

aatttgtgga

gcttcatcgc'

atggatcagt
taacatttcc
acccaccatg

agatgtttga

cctecgtgcgg

aggctcctgce

cgccaagege

gagtggtttg

tcctacatct

<cggagagatc

tggcagtgat

tatgttggat

agctcgtgat

ctggttttct

cccagggcat

gttttcagag

gaaggctgtt

52

agcttttttg
aggaccatgt

tceccgecatca

cactgtcatg

ggagaccagc
tataaccatg
tgtgaagtta
ggaatgttct
gctattggea
tcagagatga
ctctactcca
acggtccectt

attaagaggc

taggtagacc

gcggcatect

ttgagctctc

aggattgtta

ctttgtacaa

aagaattgaa

tagcccatct

cctttgttct

tctgececttt

aggcattgag

gcaagacagg

caacccctta

tgatgactga

gcgggatatc

cgctgtecte

gcgcaggtta

ccttgcacac

tgaggataaa

agctaagttg

ttacgaagaa

tcttgataca

atacatggga

tgatgattgt

tggtctaagg

caatgctctc

tgtgccattt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
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ggtgtgcttt

ttaaacgaaa

ttgaagggtt

catcatgagt

catattgaga

cgcaaaatca

tttggtggtt

tgtcggaaga

gcctggggtg

gacattgatc

atccgtaatg

caaaaggaac

gccagccaac

acacccacaa

cctgcagcaa

gttgaatggg

gttcacgatg

tcagacaagg

acagctgtce

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Met Ile Cys Asp Lys

1

Pro Arg Asp Ile Thr

Met Cys Gly Ile Leu

35

Lys Arg Ser Arg Ile

50

tatctggtagg

caaaggttga

ctcctgatcet

tccacttcac

catatgatgt

aatctttggg

acctttattt

taaaagcact

ttgaggctcg

ctgaatggaa

catttgatga

agttcagtga

atgtctccga

caaaagaagg

ggtcaactgt

acgcatcctg

ctgcgtatga

gcettegtec

2

623

PRT

Zea mays

2

5

20

Cys Ser

Ser Leu

Ala val

Ile Glu

actcgactct
caggcagtgg
taaagctgct
agtgcaggag
tacaacaatc
tgtgaagatg
tcacaaggca
acatctgtat
tgttccattc
gatgataaaa
tgatgagagg
tggtgttggg
ttccatgatg
gtactactac
tcctggaggt
gtccaagaac
agacactgca

agctattggce

Leu

Leu
40
Leu

55

53

tctttggttg
ggaaataaat
agagaagttg
ggcattgatg
agagcaagta
gttatttctg
ccaaacaaga
gactgcttga
cttgacaaaa
cgtgacctcg
ccctatttac
tatagttgga
atgaatgctg
agaatgatat
cctagtgtgg
cttgatcctt
gggaaaactc

gaaagcctag

Val Arg Ser

10
Lys Lys Ala

25

Gly Vval Ala

Ser Arg Arg

catctgtigce
tgcatacttt
ctgattacct
ccttggaaga
ccccaatgtt
gcgaaggttc
aagaattcca
gagctaacaa
gtttcatcag
gtcgaattga
ctaagcacat
tcgatggatt
gctttgttta
tcgagaaatt
cctgcagecac
ctggccgtge
ctgcctcEge

ggacacccgt

ttcgcggecac
ctgtataggc
cagcactgta
agtcatctac
tttgatgtca
agatgaaatt
tgaggaaaca
agcaacttct
tgtagcaatg
gaaatgggtt
tctctacagg
gaaggaccat
cccagagaac
ctttcccaag
tgccaaagct
tgctttgggt
tgatcctgtc

tgcttcagec

Phe Phe Val Gly Arg

15

Gly Ser Cys Arg Thr

30

Glu Val Ser Leu Ala

45 -

Leu Arg His Arg Gly

60

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1869
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Pro

65

Gln

Asn

His

Ser

Phe

145

Arg

Leu

Met

Gly

Pro

225

Phe

AsSp

val

Gln

Pro

305

Asp

Arg

Glu

Glu

Asp

130

Val

Asp

Tyr

Lys

His

210

Pro

Leu

val

Ala

Trp

290

Asp

Trp

Leu

Asp

Glu

115

Cys

Asp

Lys

Met

Ala

195

Leu

Trp

Arg

Pro

Ser

275

Gly

Leu

Ser

Ala

Lys

100

Leu

Glu

Met

Ser

Gly

180

Leu

Tyr

Phe

Glu

Phe

260

val

Asn

Lys

Gly

Ile

85

Thr

Lys

val

Leu

Phe

165

Trp

Ser

Ser

Ser

Met

245

Gly

Ala

Lys

Ala

Leu

70

Ile

val

Ala

Ile

Asp

150

Ile

Gly

Asp

Ser

Glu

230

Phe

val

Ser

Leu

Ala

310

His

Asp

val

Lys

Ala

135

Gly

Ala

Leu

Asp

Lys

215

Thr

Glu

Leu

Arg

His

295

Arg

Cys

Pro

val

Leu

120

His

Met

Ala

Asp

Cys

200

Thr

val

Lys

Leu

His

280

Thr

Glu

His

Thr

Thr

105

Lys

Leu

Phe

Arg

Gly

185

Glu

Gly

Pro

Ala

Ser

265

Leu

Phe

val

54

Glu

Ser

%0

vVal

Thr

Tyr

Ser

Asp

170

Ser

Arg

Gly

Ser

val

250

Gly

Asn

Cys

Ala

Asp

75

Gly

Asn

His

Glu

Phe

155

Ala

vVal

Phe

Leu

Thr

235

Ile

Gly

Glu

Ile

Asp

315

Cys

Asp

Gly

Glu

Glu

140

val

Ile

Trp

Ile

Arg

220

Pro

Lys

Leu

Thr

Gly

300

Tyr

Gln

Glu

Phe
125

Tyr

Leu

Gly

Phe

Thr

205

Arg

Tyr

Arg

Asp

Lys

285

Leu

Leu

Leu

Pro

Ile

110

Gln

Gly

Leu

Ile

Ser

190

Phe

Trp

Asn

Leu

Ser

270

val

Lys

Ser

Ala

Leu

95 .

Tyr

Thr

Glu

Asp

Cys

175

Ser

Pro

Tyx

Ala

Met

255

Ser

Asp

Gly

Thr

His

80

Tyr

Asn

Gly

Glu

Thr

160

Pro

Glu

Pro

Asn

Leu

240

Thr

Leu

Arg

Ser

Val

320
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His His

Glu val

Ser Thr

Lys Met

370
Leu Tyr
385

Cys Arg

Lys Ala

Lys Ser

Ile Lys

450
Phe Asp
465

Gln Lys

Leu Lys

Ala Gly

Tyr Tyr

530
Ser Thr
545

val Glu

Glu

Ile

Pro

355

val

Phe

Lys

Thr

Phe

435

Arg

Asp

Glu

Asp

Phe

515

Arg

Val

Trp

Phe

TyxY

340

Met

Ile

His

Ile

Ser

420

Ile

Asp

Asp

Gln

His

500

val

Met

Pro

Asp

His

325

His

Phe

Ser

Lys

Lys

405

Ala

Ser

Leu

Glu

Phe

485

Ala

Tyr

Ile

Gly

Ala

565

Phe

Ile

Leu

Gly

Ala

390

Ala

Trp

val

Gly

Arg

470

Ser

Ser

Pro

Phe

Gly

550

Ser

Thr

Glu

Met

Glu

375

Pro

Leu

Gly

Ala

Arg

455

Pro

Asp

«Gln

Glu

Glu

535

Pro

Trp

val

Thr

Ser

360

Gly

Asn

His

val

Met

440

Ile

Tyr

Gly

His

Asn

520

Lys

Ser

‘Ser

Gln

Tyr

345

Arg

Ser

Lys

Leu

Glu

425

Asp

Glu

Leu

val

Val

505

Thr

Phe

Val

Lys

55

Glu

330

Asp

Lys

Asp

Lys

Tyr

410

Ala

Ile

Lys

Gly

490

Ser

Pro

Phe

Ala

Asn

570

Gly

val

Ile

Glu

Glu

395

Asp

Arg

Asp

Trp

Lys

475

Tyx

Asp

Thr

Pro

Cys

555

Leu

Iile

Thr

Lys

Ile

380

Phe

Cys

val

Pro

val

460

His

Ser

Ser

Thr

Lys

540

Ser

Asp

Asp

Thr

Sexr

365

Phe

His

Leu

Pro

Glu

445

Ile

Ile

Trp

Met

Lys

525

Pro

Thr

Pro

Ala

Ile

350

Leu

Gly

Glu

Arg

Phe

430

Trp

Arg

Leu

Ile

Met

510

-Glu

Ala

Ala

Ser

Leu
335
Gly
Gly
Glu
Ala
415
Leu
Lys
Asn
Tyr
Asp
495
Met
Gly
Ala

Lys

Gly

575

Glu

Ala

Val

Tyr

Thr

400

Asn

Asp

Met

Ala

480

Gly

Asn

Tyr

Arg

Ala

560

Arg
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56

Ala Ala Leu Gly Val His Asp Ala Ala Tyr Glu

580

585

Thr Pro Ala Ser Ala Asp Pro Val Ser Asp Lys

595

600

Ile Gly Glu Ser Leu Gly Thr Pro Val Ala Ser

610

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

atgtgcggea

tcccgggtgce

cggcaggtgg

ggcgaccagce

tacaaccacc
agcgactgceg
ctggacggcg
agcttcttca
gtcgatgggt
ttcgagatct
tacaaccctce
ccctacgacc
acagacgtcc
gtcgeegtge
tccttetgeg
tacctgggca
gaggacgtga
atgttcctca
ggctccgacg
ttgcaccgag

aacaaggcga

1818

DNA

Zea mays

3
tacttgctgt
tggagctgtce
gcgactgcta
ccctctacaa
tggacctcag
aggtcatcgce
tcttcteett
tggctgctcg
cggtgtggat
tccecteecggg
cttggtacga
cgcetggeget
cgttcggegt
gccacctege
tgggcctgga
ccctgcacca
tctaccacac
tgtcgegceaa
agctcttcgg
agacgtgtag

catcagcttg

615

gctegggtgce

gcggcggcetg

cctectectecac

cgaggaccag

gagccgecte

gcacctgtac

cgtgctgetg

cgacgccatc

ttcgteggag

gcatctctac

cgacgacgac

aaggaaggcg

cctgctcectece

ccggacagag

ggggtccect

tgagttccac

ggagacgtac

gatcaagtcg

aggctacctce

gaaggttaag

gggcctggag

gccgacgagyg
aagcaccggg
cagcgccteg
tcggtggteg
gccggegeag
gaggagcatg
gacactcgcc
ggtgtgacgc
atgaaggccc
tccagcaaca
gacgaggagyg
ttcgagaagg
ggcgggetgg
gccgecaggce
gacctcaagg
ttcactgttce
gacgtcacca
ctcggggtca
tacttccaca
gctctgcate

gctcgegtec

Asp Thr Ala Gly Lys

590

Gly Leu Arg Pro Ala

605

Ala Thr Ala Vval

620

ccaagggcag

gccccgactg

ccatcatcga

tcgccgtcaa

gccacagcett

gagaagagtt

atggcgaccg

ccctctacat

tgcacgacga

ccggeggatt

ccgtegteac

ccgtggtgaa

actcgtceget

gctggggcac

cggccaggga

aggacggcat

cgatcagggc

agatggtcat

aggcgceccaa

agtacgactg

cgttcctgga

cagcaagagg
gagcggcectce
cccggectcet
cggcgagatc
caggaccggc
cgtggacatg
cgcgggcagce
cggatgggga
gtgtgagcac
cagcaggtgg
ccecteegte
gcggectgatg
ggtggcgacc
caagctccac
ggtggcggag
cgacgccatce
gagcacgccce
ctccggcgag
caaggaggag
cctgagagcc

caaggagttc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660‘
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200

1260
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57

atcaatgcgg ccatgagcat cgatcctgag tggaagatgg
attgagaagt gggtgctgag gaaggcattc gacgacgagg
catatcctct acagacagaa ggagcagﬁtc agtgacggcg
ggcctgaagg ctcatgcaac atcaaatgtg actgacaaga
atcttcccac acaacactcc gaccaccaag gaggcectact
aggttcttcc cacagaaatc tgctatcctg acggtacctg
agcacagcca aagccatcga gtgggacgca caatggtcag
agggcggcac tgggcgtcca tctcgecgece tacgaacacc
ccggcggcca ttgcagcagg aagcggcaag aagccaagga
ggcgttgcca tcgaggga
<210> 4
<211> 606
<212> PRT
<213> Zea mays
<400> 4
Met Cys Gly Ile Leu Ala Val Leu Gly Cys Ala
1 5 10
Ser Ser Lys Arg Ser Arg Val Leu Glu Leu Ser
20 25
Arg Gly Pro Asp Trp Ser Gly Leu Arg Gln Val
35 40
Ser His -Gln Arg Leu Ala Ile Ile Asp Pro Ala
50 55
Leu Tyr Asn Glu Asp Gln Ser Val val Vval Ala
65 70 75
Tyr Asn His Leu Asp Leu Arg Ser Arg Leu Ala
- 85 90
Phe Arg Thr Gly Ser Asp Cys Glu Val Ile Ala
100 105
His Gly Gilu Glu Phe Val Asp Met Leu Asp Gly
115 120
Leu Leu Asp Thr Arg His Gly Asp Arg Ala Gly

tccagectga
agcagccatt
ttgggtacag
tgctgtcaaa
actacaggat
gtgggccaag
gaaatctgga
aacatgatcc

cgattagggt

Asp Glu Ala

Aré Axrg Leu

30

Gly Asp Cys

45
Gly

Ser Asp

60

Val Asn

Gly Ala

His Leu

Tyr
110
Phe

val Ser

125

Ser Ser Phe

Gly

Gly

tcttggaagg
cctgeccaag
ctggatcgat
tgcaaagttc
ggtcttcgag
tgtggcgtgc
ccccteggga
cgagcatgtc

ggcaccgect

Lys Gly
15
Lys His

Tyr Leu

Gln Pro

Glu Ile
80
His Ser
95
Glu Glu

Phe Vval

Phe Met

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1818
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Ala
145
val
Glu
Asn
Asp
Leu
225
Thr
Leu
Arg
Ser
Leu
305
Glu

Ala

val

Thr

130

Ala

Asp

Cys

Thr

Asp

210

Ala

Asp

Val

Arg

Pro

290

His

Asp

Ser

Lys

Leu

370

Cys

Arg

Gly

Glu

Gly

195

Asp

Leu

Val

Ala

Trp

275

Asp

His

val

Thr

Met
355

Tyr

Arg

Asp

Ser

His

180

Gly

Glu

Arg

Pro

Thr

260

Gly

Leu

Glu

Ile

Pro

340

val

Phe

Lys

Ala

val

165

Phe

Phe

Glu

Lys

Phe

245

val

Thr

Lys

Phe

Tyr

325

Met

Ile

His

val

Ile

150

Trp

Glu

Ser

Ala

Ala

230

Gly

Ala

Lys

Ala

His

310

His

Phe

Ser

Lys

Lys

135

Gly

Ile

Ile

Arg

val

215

Phe

val

vVal

Leu

Ala

295

Phe

Thr

Leu

Gly

Ala

375

Ala

val

Ser

Phe

Trp

200

val

Glu

Leu

Arg

His

280

Arg

Thr

Glu

Glu

360

Pro

Leu

Thr

Ser

Pro

185

Tyr

Thr

Lys

Leu

His

265

Ser

Glu

val

Thr

Ser

345

Gly

Asn

His

58

Pro

Glu

170

Pro

Asn

Pro

Ala

Ser

250

Leu

Phe

val

Gln

Tyr

330

Arg

Ser

Lys

Gln

Leu

155

Met

Gly

Pro

Ser

val

235

Gly

Ala

Cys

Ala

Asp

315

Asp

Lys

Asp

Glu

Tyr

140

Tyr

Lys

His

Pro

val

220

Val

Gly

Arg

val

Glu

300

Gly

val

Ile

Glu

Glu

380

Asp

Ile

Ala

Leu

Trp

205

Pro

Lys

Leu

Thr

Gly

285

Tyr

Ile

Thr

Lys

Leu

365

Leu

Cys

Gly

Leu

Tyx

190

Tyr

Tyr

Arg

Asp

Glu

270

Leu

Leu

Asp

Thr

Ser

350

Phe

His

Leu

Trp

His

175

Ser

Asp

Asp

Leu

Ser

255

Ala

Glu

Gly

Ala

Ile

335

Leu

Gly

Arg

Arg

Gly

160

Asp

Ser

Asp

Pro

Met

240

Ser

Ala

Gly

Thr

Ile

320

Arg

Gly

Gly

Glu

Ala
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385

Asn Lys

Asp Lys

Met Vval

Ala Phe

450
Arg Gln
465

Gly Leu

Asn Ala

Tyr Tyr

Ile Leu

530
Ala Ile
545

Arg Ala

Pro Glu

Arg Thr

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

<400>

Ala

Glu

Gln

435

Asp

Lys

Lys

Lys

Tyx

515

Thr

Glu

Ala

His

Ile

595

Thr Ser

405

Phe Ile

420

Pro Asp

Asp Glu

Glu Gln

Ala His

485

Phe Ile

500

Arg Met

Vval Pro

Trp Asp

Leu Gly

565
vVal Pro
580

Arg Val

5
1764
DNA

Zea mays

5

390

Ala

Asn

Leu

Glu

Phe

470

Ala

Phe

val

Gly

Ala

550

Val

Ala

Ala

Trp

Ala

Gly

Gln

455

Ser

Thr

Pro

Phe

Gly

535

Gln

His

Ala

Pro

Gly

Ala

Arg

440

Pro

Asp

Ser

His

Glu

520

Pro

Trp

Leu

Ile

Pro

600

Leu

Met

425

Ile

Phe

Gly

Asn

Asn

505

Arg

Ser

Ser

Ala

Ala

585

Gly

59

Glu

410

Ser

Glu

Leu

Val

vVal

490

Thr

Phe

Val

Gly

Ala

570

Ala

Val

395

Ala

Ile

Lys

Pro

Gly

475

Thr

Pro

Phe

Ala

Asn

555

Tyr

Gly

Ala

Arg

Asp

Trp

Lys

460

Tyr

Asp

Thr

Pro

Cys

540

Leu

Glu

Ser

Ile -

val

Pro

val

445

His’

Ser

Lys

Thr

Gln

525

Ser

Asp

His

Gly

605

Pro

Glu

430

Leu

Ile

Trp

Met

Lys

510

Lys

Thr

Pro

Gln

Lys

590

Gly

Phe

415

Trp

Arg

Leu

Ile

Leu

495

Glu

Ser

Ala

Ser

His

575

Lys

400

Leu

Lys

Lys

Tyr

Asp

480

Ser

Ala

Ala

Lys

Gly

560

Asp

Pro
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atgtgtggca

atcctegect

cacgagggca

cagccgctgt

cacaagaacg

gaggtcatca

gtgttcgegt

atcggcgtca

gagatgaagg

tactccagcg

gtgccccgga

aagaggctca

ctagtcgcct

accgagctcece

gaggtcgctg

atcgacgcga

gccagcacgce

ctgtccgggg

aacaaggagg

tgcectgegeg

gacaaggagt

aacctgggcc

tacctgcecca

aactggatcg

aacgccgece

atgatattcg

agcatcgcect

gacccctecg

aagccggcegg

gacgtcgcag

<210>

<211>

tcttageegt

gctccagaag

acttcctgge

tcaacgagga

tccggaagca

tgcceccectgta

tcgtgctcta

acccgctcta

cgctgaacga

ccggcggcgyg

cgccgtacca

tgactgacgt

ccgtcaccaa

actcctttgt

actacctcgg

tcgaggaggt

ccatgttcct

agggctccga

agttccacag

CcCaacaaggc

tcatcaacgt

gcatcgagaa

agcatattct

atggccttaa

agatgttccc

agaggctctt

gcagcacgcec

gccgcecttcat

tggccaacgyg

tcgcgatcge

6

588

gctcggttge

gttgaagcac

gcagcagcgg

ccgcaccgtce

gttcaccggc

cgagaagtac

cgacacccgce

catcggctgg

ggactgcgtg

gttccggegg

gcegetegte

cccgttcggg

gcgccacctc

cgtcggcectce

aaccatccat

gatctaccac

gatggctcgce

cgagctcctg

ggagacctgc

cacgtcggeg

cgccatgggce

gtgggtcatg

ctaccggcag

atccttcact

ctacaacacg

ccctcaggac

cgeggecatc

ctccteccac

cggecggecac

ggtc

60

tccgactggt
aggggccecyg
ctcgeecgteg
gtggtggtgg
acacacaact
ggcgagaact
gacaggacct
ggcagtgacg
cgcttcgaga
tggtacaccc
ctcagagagyg
gtcctectet
gtcgagaccg
gagggctccc
cacgagttcc
gacgagacgt
aagatcaagt
ggcggctacce
cgcaaggtga
tggggcctgg
atggacccecg
aggaaggcgt
aaagaacagt
gaacagcagg
cccgtcaaca
tcggcgaggg
gagtgggtgg
gactccgecg

ggcgcggcega

ctcaggcaaa

actggtcggg

tcteccceget

ccaatggaga

tcagcacggg

tcgtggacat

acgtggcggc

gttcecgtctg

tcttcececgece

cgcactggtt

ccttecgagaa

ccggecggect

aggccgecga

ctgacctgaa

acttcaccgt

acgacgtgac

cgctgggegt

tctacttcca

aagccctgca

aggtccgegt

aatggaaaat

tcgacgacga

tcagtgacgg

tgacggatga

aggaggccta

agacggtgcec

agcagtggaa

ccaccgacca

acggcacggt

gagggctcge
cctttaccag
gtcecggcegac
gatctacaac
cagtgactgc
gctggacggg
gcgcgacgcec
gatcgcgtcc
gggccacctc
ccaggagcag
ggcggtcatc
cgactcctcg
gaagttcggce
ggccgcacga
acaggacggc
gacgatccgg
gaagatggtg
cttecgeecec
ccagtacgac
gccgttectce
gtacgacaag
cgagcaccct
cgttggctac
gatgatgaac
ctactaccgg
gtggggcccg
ggcctccaac
caccggeggt

caacggcaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1764
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<212> PRT
<213> Zea mays
<400> 6

Met Cys Gly Ile

Lys Arg Ala Arg
20
Pro Asp Trp Ser
35
Gln Arg Leu Ala
50

Asn Glu Asp Arg
65

His Lys Asn Val

Gly Ser Asp Cys
100

Asn Phe Val Asp

115
Thr Arg Asp Arg
130
Pro Leu Tyr Ile
145

Glu Met Lys Ala

Pro Gly His Leu
180
Thr Pro His Trp
195
Leu Val Leu Arg
210

Thr Asp Val Pro

Leu

Ile

Gly

val

Thr

Arg

85

Glu

Met

Thr

Gly

Leu
165

Tyr

Phe

Glu

Phe

Ala

Leu

Leu

val

val

70

Lys

Val

Leu

Tyr

Trp

150

Asn

Ser

-Gln

Ala

Gly

val

Ala

Tyr

Ser

55

Val

Gln

Ile

Asp

Val

135

Glu

Ser

Glu

Phe

215

Val

Leu

Cys

Gln

40

Pro

val

Phe

Met

‘Gly

120

Ala

Ser

Asp

Ala

Gln

200

Glu

Leu

Gly

Ser

25

His

Leu

val

Thr

Pro

105

val

Ala

Asp

Cys

Gly

185

val

Lys

Leu

61

Cys

10

Arg

Glu

Ser

Ala

Gly

90

Leu

Phe

Arg

Gly

val

170

Gly

Pro

Ala

Ser

Ser

Arg

Gly

Gly

Asn

75

Thr

Tyr

Ala

Asp

Ser

155

Arg

Gly

Arg

val

Gly

Asp

Leu

Asn

Asp

60

Gly

His

Glu

Phe

Ala

140

val

Phe

Phe

Thr

Ile

220

Gly

Trp

Lys

Phe

45

Gln

Glu

Asn

Lys

Val

125

Ile

Trp

Glu

Arg

Pro

205

Lys

Leu

Ser

His

30

Leu

Pro

Ile

Phe

Tyr

110

Leu

Gly

Ile

Ile

Arg

190

Tyr

Arg

Asp

Gln

15

Arg

Ala

Leu

Tyr

Ser

95

Gly

Tyr

val

Ala

Phe

175

Trp

‘Gln

Leu

Ser

Ala

:Gly

Gln

Phe

Asn

80

Thr

Glu

Asp

Asn

Ser

160

Pro

Tyr

Pro

Met

Ser
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225

Leu

Glu

Ser

Ile

Glu

305

Ala

val

Tyr

Thr

Asn

385

Asp

Met

Ala

Arg

Gly

465

Asn

val

Lys

Pro

His

290

Glu

Ser

Lys

Leu

Cys

370

Lys

Lys

Tyr

Phe

Gln

450

Leu

Ala

Ala

Phe

Asp

275

His

val

Thr

Met

Tyr

355

Arg

Ala

Gilu

Asp

Asp

435

Lys

Lys

Ala

Ser

Gly

260

Leu

Glu

Ile

Pro

val

340

Phe

Lys

Thr

Phe

Lys

420

Asp

Gln

val

245

Thr

Lys

Phe

Tyr

Met

325

Leu

His

val

Ser

Ile

405

Asn

Asp

Gin

Phe

Met

230

Thr

Glu

Ala

His

His

310

Phe

Ser

Phe

Lys

Ala

390

Asn

Leu

Glu

Phe

Thr

470

Phe

Lys

Leu

Ala

Phe

295

Asp

Leu

Gly

Ala

Ala

375

Trp

val

Gly

His

Ser

455

Glu

Pro

Arg

His

Arg

280

Thr

Glu

Met

Glu

Pro

360

Leu

Gly

Ala

Arg

Pro

440

Asp

Gln

Tyr

His

Ser

265

Glu

vVal

Thr

Ala

Gly

345

Asn

His

Leu

Met

Ile

425

Tyr

Gly

Gln

Asn

62

250

Phe

val

Gln

Tyr

Arg

330

Ser

Lys

Gln

Glu

Gly

410

Glu

Leu

val

vVal

Thr

235

Val

val

Ala

Asp

Asp

315

Lys

Asp

Glu

Tyr

Val

395

Met

Lys

Pro

Gly

Thr

475

Pro

Glu

val

Asp

Gly

300

val

Ile

Glu

Glu

Asp

380

Arg

Asp

Trp

Lys

Tyr

460

Asp

val

Thr

Gly

Tyr

285

Ile

Thr

Lys

Leu

Phe

365

Cys

Val

Pro

val

His

445

Asn

Glu

Asn

Glu

Leu

270

Leu

Asp

Thr

Ser

Leu

350

His

Leu

Pro

Glu

Met

430

Ile

Trp

Met

Lys

Ala

255

Giu

Gly

Ala

Ile

Leu

335

Gly

Arg

Arg

Phe

Trp

415

Arg

Leu

Ile

Met

Glu

240

Ala

Gly

Thr

Ile

Arg

320

Gly

Gly

Glu

Ala

Leu

400

Lys

Lys

Tyr

Asp

Asn

480

Ala
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Tyr Tyr

Arg Glu

515

Ala Ile
530
Arg Phe
545
Lys Pro

val Asn
<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

atgtgtggta
gtgcttgagc
catggtgact
caacctctcet
catgaagagc
gttattgcac
ttctcatttg
ggggtcactt
étgaaaggcc
tctagcaaag
ccatctgecc
aggttgatga
gttgcatcca

aagttacatt

Tyr

Thr

Glu

Ile

Ala

Gly

485
Arg Met
500
val Pro

Trp Val

Ser Ser

Ile

Trp

Glu

His

Phe Glu

Gly Pro
520
Gln Trp
535

Asp Ser

550

Val Ala
565
Lys Asp
580

7

1743

DNA

Glicina max

7

ttcttgctgt
tctctecgecag
getttttgge
ttaacgagga
tcagéaaaca
acctgtacga
ttctactgga
ccttgtacat
tgaatgatga

aaagagggtt

cttatgatcce

ctgatgtgcc
tcacttectcg

cattctgtgt

Asn

val

Gly Gly

Ala Vval

tcttggttgt
attgaagcac
acatcaacgg
caaatccgtce
gctgcctaat
ggaacatgga
cacccgtgac
tggatggggg
ttgtgaacac
ccgcagatgg
tcttgtttta
ttttggtgtt
ttacttggcc

aggccttgag

63

490

Arg Leu Phe
505
Ile

Ser Ala

Lys Ala Ser

Ala Ala Thr

555

Gly His Gly
570

Ala

Ile Ala

585

tctgatgact
cgtggcectg
ttagccatag
attgttacgg
cacaacttcc
gaagactttg
aacagtttta
ttagatggct
tttgagtgtt
tacaatcctce
agacacgcct
ctactctctg
aacacaaagg

ggctcaccag

Pro Gln
510

Cys Ser

525

Asn Asp

540

Thr

Asp His

Ala Ala

Val

ctcgagccaa
actggagtgg
ttgatcctge
taaatggaga
gaactggaag
tggacatgct
tagtggctcg
ctgtttggat
ttccacctgg
cttggttcte
ttgagcaggc
gaggtttgga
ctgctgagca

atttgaaggc

Asp

Thr

Pro

Asn

495
Ser Ala

Pro Ala

Ser_Gly

Gly Gly
560
Thr

Gly

575

aagggtccgce
gctccatcaa

ttctggggat

‘gatttacaac

tgattgtgat
ggatggtatc
ggatgctatt
ttcatcagaa
tcacttgtac
tgaggctatt
agtcataaaa
ctcttetttg
gtggggatca

tgcaaaagag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840
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15
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25

.Gln

gttgctgact
gatgccattg
agcacaccta
tcaggagaag
aaggaggagt
ttgcgagcca
aaggcgttta
gaaggacgaa
ctgccaaagc
tggattgatg
gctggtaaca
atctttgaga
gttgcatgta
ccctetggta
ggtgt%gaaa
ggc
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Met Cys
;

Val

Lys Arg

Pro Asp

35
Arg
50
Asn Glu
65

His Glu

Gly Ile

Trp

Leu

Asp

Glu

atctaggcac

aagatgttat

tgtttctcat

gatctgatga

tccacagaga

ataaatcaac

tcaatgctgc

ttgagaagtg

acattttata

gccttaagge

tttaccccca

ggttcttccc

gcacagccaa

gagcagcact

ttgagaagat

8

581

PRT

tgtccaccat

ctaccatatt

gtctcggaag

gatctttgga

aacatgccgce

atttgcttgg

aatgagtatt

gattctgagg

caggcagaaa

ccatgctgca

caacacccceca

tcagaactca

agctgttgag

tggagtgcac

aatacctatg

Glicina max

8
Leu
Arg Val
20

Ser

Gly

Ala Ile

Lys Ser

Ala

Leu

Leu

vVal

val

Val Leu

Glu Leu

His Gln
40
Asp Pro
55

Ile vVal

70

Leu Arg

Lys

Leu

64

gagtttacct
gaaacatatg
attaaatcac
gggtatttgt
aagatcaaag
ggtctagaag
gaccctgagt
agagcctttg
gaacaattca
aaacatgtga
aaaaccaagg
gctaggctca
tgggatgctg
atttcagcct

gatgctgctc

Gly Cys Ser

10

Ser Arg Arg

25

His Gly Asp

Ala Ser Gly

Thr val Asn

75
His

Pro Asn

tcactgttca
atgtgactac
ttggtgtcaa
acttccacaa
cacttcacca
ccegtgtacce
ggaagatgat
atgatgaaga
gtgatggagt
ctgaaaaaat
aagcatatta
ctgttcctgg
cttggtctaa
atgaaaacca

cccttggtgt

Asp Asp

Leu Lys
30
Cys Phe
45
Asp Gln
60
Gly Glu

Asn Phe

Ser

His

Leu

Pro

Ile

Arg

ggatggaata
aattagagca
atgggttatc
ggcacccaac
atatgattgc
atttttggac
aaaaagagat
gcatccttat
tggctatagt
gatgcttaat
ctacagaatg
aggagcaagt
caaccttgat
gaacaacaag

tgccatccag

Arg Ala
15
Arg Gly

Ala His

Leu Phe

Tyr Asn
80

Thr Gly

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1743
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Ser

Phe

Arg

Leu

145

Met

Gly

Pro

val

Asp

225

val

Gln

Pro

His

Asp

305

Ser

Lys

Asp

val

Asp

130

Tyr

Lys

His

Pro

Leu

210

val

Ala

Trp

Asp

His

290

val

Thr

Trp

Cys

Asp

115

Asn

Ile

Gly

Leu

Trp

195

Arg

Pro

Ser

Gly

Leu

275

Glu

Ile

Pro

val

AsSp

100

Met

Ser

Gly

Leu

Tyr

180

Phe

His

Phe

Ile

Ser

260

Lys

Phe

Tyr

Met

Ile

85

val

Leu

Phe

Trp

Asn

165

Ser

Ser

Ala

Gly

Thr

245

Lys

Ala

Thr

His

Phe

325

Ser

Ile

Asp

Ile

Gly

150

Asp

Ser

Glu

Phe

val

230

Ser

Leu

Ala

Phe

Ile

310

Leu

Gly

Ala

Gly

val

135

Leu

Asp

Lys

Ala

Glu

215

Leu

Arg

His

Lys

Thr

295

Glu

Met

Glu

His

Ile

120

Ala

Asp

Cys

Glu

Ile

200

Gln

Leu

Tyr

Ser

Glu

280

val

Thr

Ser

Gly

Leu

105

Phe

Arg

Gly

Glu

Arg

185

Pro

Ala

Ser

Leu

Phe

265

val

Gln

Tyr

Arg

Ser

65

90

Tyr

Ser

Asp

Ser

His

170

Gly

Ser

vVal

Gly

Ala

250

Cys

Ala

Asp

Asp

Lys

330

Asp

Glu

Phe

Ala

val

155

Phe

Phe

Ala

Ile

Gly

235

Asn

Val

Asp

Gly

val

315

Ile

Glu

Glu

val

Ile

140

Trp

Glu

Arg

Pro

Lys

220

Leu

Thr

Gly

Tyr

Ile

300

Thr

Lys

Ile

His

Leu

125

Gly

Ile

Cys

Arg

Tyr

205

Arg

Asp

Lys

Leu

Leu

285

Asp

Thr

Ser

Phe

Gly

110

Leu

val

Ser

Phe

Trp

190

Asp

Leu

Ser

Ala

Glu

270

Gly

Ala

Ile

Leu

Gly

95

Glu Asp

Asp Thr

Thr Ser

Ser Glu

160
Pro Pro
175

Tyr Asn

Pro Leu

Met Thr

Ser Leu

240
Ala Glu
255

Gly Ser

Thr Vval

Ile Glu

Arg Ala
320
Gly Val

335

Gly Tyr
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Leu Tyr

Cys Arg

370
Lys Ser
385

Lys Ala

Ile Lys

Phe Asp

Gln Lys

450

Leu Lys

465

Ala Gly

Tyr Tyr

Leu Thr

val Glu

530

Ala Ala

545

Gly Val

val Ala

<210>

Phe

355

Lys

Thr

Phe

Arg

Asp

435

Glu

Ala

Asn

Arg

val

515

Trp

Leu

Glu

Ile

340

His

Ile

Phe

Ile

Asp

420

Glu

Gln

His

Ile

Met

500

Pro

Asp

Gly

Ile

‘Gln

580

Lys

Lys

Ala

Asn

405

Glu

Glu

Phe

Ala

Tyr

485

Ile

Gly

Ala

val

Glu

5865

Gly

Ala

Ala

Trp

390

Ala

Gly

His

Ser

Ala

470

Pro

Phe

Gly

Ala

His

550

Lys

Pro

Leu

375

Gly

Ala

Arg

Pro

Asp

455

Lys

His

Glu

Ala

Trp

535

Ile

Ile

Asn
360
His
Leu
Met
Ile
TYyr
440
Gly
His
Asn
Arg
Ser
520
Ser

Ser

Ile

345

Lys

Gln

Glu

Ser

Glu

425

Leu

val

Val

Thr

Phe

505

vVal

Asn

Ala

Pro

66

Glu

TyY

Ala

Ile

410

Lys

Pro

Gly

Thr

Pro

490

Phe

Ala

Asn

Tyxr

Met

570

Glu

Asp

Axrg

395

Asp

Trp

Lys

Tyr

Glu

475

Lys

Pro

Cys

Leu

Glu

555

Asp

Phe

Cys

380

Val

Pro

Ile

His

Ser

460

Lys

Thr

Gln

Ser

Asp

540

Asn

Ala

His

365

Leu

Pro

Glu

Leu

Ile

445

Trp

Met

Lys

Asn

Thr

525

Pro

Gin

Ala

350

Arg

Arg

Phe

Trp

Arg

430

Leu

Ile

Met

Glu

Ser

510

Ala

Ser

Asn

Pro

Glu

Ala

Leu

Lys

415

Arg

Tyr

Asp

Leu

Ala

495

Ala

Lys

Gly

Asn

Leu

575

Thr

Asn

Asp

400

Met

Ala

Arg

Gly

Asn

480

Tyr

Arg

Ala

Arg

Lys

560

Gly
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<211>

<212>

<213>

<400>

atgatttgtg
acaagtttgt
aacctgcaac
cggcaacggc
gtgcacgaac
gatggcaccc
acattgcagc
taccgcgaag
ttatgggaca
ctgtactggg
gttgagcatt
ggcacgctgg
caggtctcac
acagatgttc
gtggccgcac
ccacgtctgce
gtggctgctg
ctggatgttc
gcatctacac
ttgtcaggtg
aacgcacgcg
tgcttgcgeg
gaccgtgaat
accagcaacg
ttgccgcecat
tggatcgacg
gccgagacac

atatttgagc

1785

DNA

Xylella fastidiosa

9

acaaatgcag
acaaaaaagc
ccagtgacaa
atcgcggacc
gtcttgctat
tggcgttgge
agccctatgce
aaactccaac
agactaccgg
ggcacgatca
gctccgacgt
tgaagtatta
tacaggaact
catacggtgt
gctacgcacg
actcatttgc
aggcgttgaa
tacctgaagt
caatgttcct
aaggtagcga
agttccacga
Cccaacaaagc
ttctecgatgt
gcccacaacyg
caatcctgtg
gactgaaagc
Qtttccaggt

gcttctteec

cctcgtgcgg

aggctcctgce

cctacagata

cgattggagc

cgttgatcca

ggtcaacggc

gttccaaact

ctcgtttctg

acgtggectc

ggacggtcgc

tgcacaattc

cgaacgcccce

gcgtgaageg

actgectttcet

ccatcgcatc

gattggactg

taccgtccac

gattcgtcac

gctggcacgt

tgaaattttt

agaattggtc

gatgatggcg

ggctatgcgg

gatggagaaa

gcgacagaag

acacgctgaa

gaatcctecec

aagceccggceg

67

agcttttttg
aggaccatgt
ctgcgtcacc
ggcgtttacg
gctggcggtyg
gaaatctata
cattctgatt
aatcgcttaa
atcgcacgcg
ttacgtgtcg
ccacceggec
tggaaaaact
ttcgageggg
ggtggattgg
gaaaccaatg
aaagactcgc
catcgttteg
attgaaactt
cgcattaagg
ggcggttacc
cgtaagctca
tggggtgtcg
atggatgctc
ggcatcctgce
gagcagttca
acgcaagtgt
cagaccaaag

gcggctgaga

taggtagacc
gttccatttt
aagcattgga
ttgatgtggg
cccagccact
accacgctgt
gcgaagtgat
atgggatttt
atccaatggg
cgtcagagat
attggtacga
attctgcagt
ccgtecatcg
attcttccct
atcagagcga
cagatttgag
agtacacctt
acgatgtcac
cgatgggagt
tgtacttcca
acgccctgta
agccgegegt
agcataagat
gtgcagcgtt
gtgatggtgt
ctgaccatgc
aagcctatta

cggtaccggy

gcgggatatc
tggaatcttc
gtgctcgcaa
tgcgattctg
gctctccgag
actcaaagga
taatgcgctt
tgcattcgta
tgtggtgccg
gaaagcattg
caccacaacg
ggaaggagtg
tcaactcatg
ggtggctgeg
agcatggtgg
tgcggcgaac
ccaggagggg
gacgattcgc
gaagatggtc
caaagcgccg
ttactacgac
geccgtttttg
ggtcgacaag
tgacggctat
tggctacggt
gctggcaact
ctaccgcaéc

cggtaaatca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680
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68

attgcctgtt cctcaccgge ggcgattgece tgggatgeca gettegecac aatggctgac 1740

ccatccggte gtgcagtcag cggggttcat caacaagcac tgctg

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

atgatttgtg
cgcgectcag
ccecggegacg
catcgcgggc
cgcctggeca
ctggcgtt§g
cagccgtacg
gatgcgccgyg
aaggccgegg
ggacacgacc
tgcgccgatg
agccgctact
ctgcaggéac
ccctacggtg
cgctacgcgce
cattcﬁttcg
gccgegeticg
ttgccggaag
ccgatgttcc
gaaggcagcg
gaattccacg
gccaacaagt
ttcectggacg
ggtgccacce

tcgatcectgt

10
1779

DNA

Xanthomonas campestris

10

acaaatgcag
cagtcgetgt
acctgcaggc
cggactggag
tcgtcgaccce
cagtcaacgg
cttttcagac
cctectatct
ggcgggtgat
gcgaaggccg
ctgcgcagtt
acgagcgctc
tgcgcgaggce
tgctgctgtce
ggcatcgtat
caatcggcct
gtaccgtgca
tgatccgeca
tgctggegeg
acgagatctt
aagaactggt
cgatgatggc
tggcgatgcg
gcatcgagaa

ggcggcagaa

cctcgtgcgg

cgttaccatg

cctgcgeegg

cggcgtgtac

ggcgggcggt

cgagatctat

cggctcggac

caaccgcctce

catcgcgegce

tctgcgegtyg

tcecgectggt

gtggcgcgaa

gttcgagcegce

cggtggcectg

cgaagagaac

gaccggcteg

ccacggcettc

catcgaaacc

gcgcatcaag

cggtggctac

gcgcaagctc

ctggggcgtig

catggacgcg

gggcatcttg

ggagcaattc

agcttttttg
tgttccatct
caggccctgg
gtcgatgcceg
tcgcagcege
aaccatcgceg
tgcgaagtga
aatggcatct
gacccgattg
gcgtecgaac
cattggtacg
tacagcgaag
gcggtgcatce
gattcgtcgt
gacaccaccg
ccggatctgg
gaatacagct
tacgacgtca
gcgatgggceg
ctgtacttcc
gatgcgctca
gaaccgcgceg
cgcttcaaga
cgcgaggéat

agcgatggceg

taggtagacc
tcggtatctt
aatgttcgceca
gtgccatcct
tgttgtcgga
aactcaaggc
tcaacgcgct
tcgeetttge
gcgtggtgcece
tcaagtcgcet
acagcgccac
tggaaaatgt
gccagctgat
tggtggcggce
aagcctggtg
ccgetgecga
ttgaagaagg
ccacgattcg
tcaagatggt
acaaggcacc
acaactacga
tgccgttect
tgatcgacaa
ttgcecggeta

ttggttatgg

gcggaccggt

cggcctgcaa

gcggcaacgc

ggtgcacgag

-ggacggcagc

cgagctactg
gtaccgcgaa
gttgtgggac
gttgtactgg
ggtggacgat
cggcgcattg
gcaggtgccg
gaccgacgtg
agtggccgeg
gccgegectg
agtggccgcece
cctggatgca
tgcgtccacg
gctgteegge
gaacgcccgc
ttgcectgege
ggatcgcgaa
gaccagcacc
tctgecggaa

ctggatcgac

1785

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500
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ggcctcaagg

cgctteceegg

cagttcttcc

tcgtcgecga

cgtgcgattg

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

atgatttgtg

acaagtttgt

gattggcgac

acacatcgag
tcgcggetca
ggcaaacgct
gagcttatag
tcttatatcg
atttggaatg
ctattttata
gctcatcctg
gggccatcac
catcttttga
atggctcatt

actgtcgaac

gattcgagtg

attcggacgt

caaccgaatg

cacaatgctg

cgtgacttac

aaaaaagatg

ccttggttce

cacatgccgce

tgaacccgcec

ccagccaggce

cggccattgce

ccggegtgcea

11

1941

DNA

cgcgcacgtg

gcagaccaag

cgctgcggag

ctgggacgcg

cgcgcaggeg

Bacillus halodurans

11

acaaatgcag
acaaaaaagc
gcaacttgca
ggcccgatga
ttgtcgttga
atacgatcgt
taaaaggtta
aatggggtta
ataaagatca
ctgttcgecca
aaatcgagcc
gttcaccggg

catacgatcg

-ctgaagatgc

gtcagctatt

ctttaacggce

actcgattga

ccgatggacc
tcatctcgat
ctggaatggc
ttaccgttgg

ataagccaga

cctegtgegg
aggctcctgce
aaatgagacg
tttgaacgtt
tccggaaggce
gtataacggc
ccaatttcaa
ccaatgtgtg
gagcttgttt
tggattttta
ggttcttacc
taatggegtt
caatggggca
gatggaaacyg
tgcagatgtt
aattgcggcg
ttatgacgaa
ttgggttgaa
cgaggagttg
cgatgtagac
cttatcgggt

ggtcatgaat

69

agcgaccgeg
gaagcctatt
acggtgccgg
agctttgegg

ttggcgtee

agcttttttg
aggaccatgt
gaaacgatca
tggacagaga
ggttgtcagce
gaattataca
ggccattcgg
gagaagttca
atggcccgeg
ctttttgcaa
gaagaagggc
tttgatgata
aaagtgagcec
gcegeccatce
ccagttggaa
ctgatttacg
aatgataagt
aaagtttcaa
gctaatcaat
tcttcattgt
gaatgtgctg

tttaatgggt

aactcgcagc

tctaccgcag

gtggtaaatc

cgatggccga

taggtagacc
gtggaattac
aacagatggc
agcatgctgc
cgatgatgag
atacagaaga
atacggaagt
atggcatttt

accgattagg

ctgagataaa

tatcggaagt

ttcaagagtt

gttattggag

ttcgcgactt

tgtttcttte

agcgagaagg

attttaaagc

.ctacttttcg

taaagcgagc
attggttttg
acgaaatttt

ttcecttggat

ggccgaccgg
tctgttcgag
catcgegtgt

tccgtegggce

gcgggatatc

aggctgggta

ggaaacgcaa

cttaggccac

ggagaggaat

tttacggaaa

attactcgtg

tgcgtttgcg

ggtaaagccg

agcgeltgett

gctcegggett

gcgaccaget

attaaaatca

attagaagat

gggtggagtc

gaagggcctg

gaatgacttt

aacgaaccac

ggtagagctt

taagcaaatc

tggtgggtat

gagatcagcg

1560
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10

15

20

25

30

gatgaacgtc

gttcatgatc

gaagaagcgce

cttgatcgga

gaccaccgaa

agagagaagg

cggaaaaaaa

gagatggaac

aagttaaaag

cttatgacag

tacaatatca

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

atgatttgtg

acaagtttgt

ggcgtcgeag

cgtcatagag

cagcggttgg

tctgttgttyg
aaatctcata
tatggggagg
cgtgataaaa
tggggtcttg
gagcgattca
agatggtaca
cttcteccgac
ggtgttctcet
ttggcagagg

ttgaaaggtt

aggagcttct
gttataaaga
gacgcaggga
aggatcgaat
ttgtagaata
gcattttacg
gtccttatcc
gaattctcgg
agttaaccga
gcccgecaget
aattaattgg
12

1869

DNA

tcatgaacga

aacgattgcc

aatttcgtat

gagcatggga

cgcttggaac

aaaagcgttg

gaaaacgcac

tcaaagcgat

aactggtggc

ccttgceccac

t

Oryza sativa

12

acaaatgcag
acaaaaaagc
acgtctccct
gccctgattg
ctattgttga
tgacggtgaa
aattccaaac
aatttgtgga
gcttcattgce
atggttcggt
tatccttecec
acccaccatg
agagctttga
tgtctggtgg
caaaagttgc

ctcctgatcet

cctecgtgegg
aggctcctge
cgtcaagcgce
gagtggtata
tceccacatcec
tggagagatc
tgctagcgat
tatgttggat
agcccgtgat
ttggttttcg
cecctgggeac
gttttctgaa
gaaggctatt
actggactct
cgcacagtgg

tagagctgct

70

tggcgccaaa
gaaacgcctce
ttgaacatgg
gcgagcttag
attccgtggg
gaaggcatcc
catccaaaat
agcccectcet
aaggcattaa

ttcatccaaa

agcttttttg
aggaccatgt
tcccgcatca
cactgctatc
ggagaccagc
tataaccatg
tgtgaagtta
gggatgttcg
gctattggca
tcagagatga
ttgtactcca
agcattccct
attaagaggc
tctttggttg
ggaaacaaac

aaggaagttg

agttaaattt

gcttcgaaga

tctggtttat

aagtgcgagt

aaattaaaca

tcccagatga

gcccaaatac
ggacacaccg
gacaacgctt
tccattttct

attcggaggg

agtgttatac

acacgaaaat ggtccagcaa

ttgatgtagt
cgacacctta

tggagcattg

taggtagacc
gtggcatcct
tcgagctatce
aggattgcta
cgttgtacaa
aagaattgaa

ttgctcatct

gaaccggaaa
ttttgggcag

gcttaagcat

gcgggatatc
cgccgtgete
ccgccggtta
tcttgcacac
tgaggacaaa
agctaacctg

gtatgaggaa

cttttgttct tcttgacaca

tttgtccttt
aggcattaag
gcaaaacagg
ccacccegta -
taatgacaga
catctgttgt
tgcatacatt

cagactacct

atacatgggc
tgatgattgc
tggcctaagg
caatcctctt
tgtgccattt
ttcgeggecac
ttgcattggt

tggtactgtt

1380
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catcacgaac
catgttgaga
cgtaaaatta
tttggcggtt
tgtcggaaga
gcatggggtg
gacattgatc
ctccggaatg
caaaaggagc
gcaaatgaac
actccagtta
aatgctgcta
gttgaatggg
gttcatgatg
ttggataacg
actgccgtt
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
atgatttgtg
cgcgcctcag
ttaccggtcg
ggtccagatg
aggttgaaga
ggttggagtg
aacaatatga
tatgtttcta
gtctttgcett
atcggggﬁcc

gaggcaaaag

tccacttcac

catatgatgt

aatctttagg

acctttattt

taaaagccct

ttgaggcccg

ctgaatggaa

catttgatga

aattcagtga

atgtatcaga

caaaagaagc

ggttgacagt

acgcagcctg

ctgcatatga

gctttggtcee

13

1764

DNA

agtgcaggaa

aacgacaatt

ggtgaagatg

tcacaaggca

tcatttatat

tgttcecgttc

aatgataaaa

tgaggagaag

tggtgttggg

ttccatgatg

gtactattat

acctggaggt

gtccaaaaac

agatactcta

agcccttggg

‘Galdieria sulphuraria

13

acaaatgcag
cagtcgetgt
aagagcttag
aagaacaata
ttéttgatcc
tcactaatgg
cactccattc
gtcagcgtta
cttgcctggt
gagctcttrtt

<caattgtgga

cctecgtgegg
cgttaccatg
agagttggtt
tttcattagt
tgagcacggt
cgagctttac
tcattctgac
tgatcatgac
tgatttgaaa
ttatgggaca

tgtttgtgat

71

ggcattgatg
agagcaagca
gttctttegg
ccaaacaaga
gattgcttga
cttgacaaaa
cgtgatcttg
ccctatttac
tacagttgga
atgaacgcta
aggacaatat
cctagcgtceg
cttgatccat
caaaaatctc

gaaagcatgg

agcttttttg
tgtgggattce
aaaagctgca
gaagatgggt
gtccagccta
aaccatgaag
tgcgaaataa
attcaatatg
cgtggttett
agtaaagatg

tatgtgacag

cactggagga
ccccaatgtt
gagaaggttc
aggaattcca
gagcgaacaa
acttcatcaa
gccgtattga
ctaagcacat
ttgatggatt
gctttgttta
tcgagaaatt
cgtgcagcac
ctggtcgtgce
ctgcctctge

tcaaaaccgt

taggtagacc
ttgcggtgtt
ccaaaaaact
ggtgtggttt
tgttcaacga
agatécgaaa
tgataccttt
tttataatct
tcatggctgg
gtgctgtttg

cattcatacc

agtcatttac
cttgatgtca
tgatgaaata
tgaggaaaca
atcaacttct
tgtagctatg
gaaatgggtt
tctatacagg
gaaggatcat
cccagaaaac
ctttcccaag
tgctaaagct
tgctcttggt
caatcctgtce

tgcttcagcc

gcggaccggt
gggctcgtcg
atatcacaga
aggctttgece
ccaacggaca
aacggaattg
gtatgagaaa
tctccgtgga
aagagatcct
gtttgcttca

aggtaccttt

1020

1080
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15
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25

30

gtgaaaggat
tactggcatg
tttgtgttgt
ggtggtttgg
gattttcatt
gttgcecgatt
caagcactag
tcgacgccga
ggtgaaggag
attgcatttc
cgtggagata
gact;tctgg
atcgagaaat
cctgacgata
atcgatggtt
gctcagegtt
ttcgaaaaac
tgggtaccta
gctgcatatt
<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

atgtgttgcect
ttctctttac
catagtcttt
ccgcgggata
cttgcgatgt
accaaaaaac
tggtgtggtt

atgttcaacg

acagaggccg
atcactggat
cttgtaagcg
gttcttctet
Ctgttgcttg
tcttéggaac
accaagtaat
tgtatttgtt
cagatgaaat
atcaagaagt
gagcaacggc
atgttgcaat
atatcattcg
ttctttggag
taaaggcgta
ttccgcacga
attttgggaa
tgtggagtga
caaatggagg
14

1905

‘DNA

cgaacaagca
gcecggtttet
tcgtttaatg
tgtggcctcc
tggtcttgaa
aaagcaccac
atatcacttg
atcaggtttg
cttcggtgga
tgttcgccga
agcacaaagt
gagtattcat
ctatgccttt
acaaaaagaa
ttgtgaaaag
tactccaaca
ttgcaaggca
cagcacggat

agac

Galdieria sulphuraria

14

ctecttacct

atacgtatct

gctcatttca

tcacaagttt

tgggctegtce

tatatcacag

taggctttgce

accaacggac

cctgatggta

tgctcgatge

ttgtaatgca

gtacaaaaaa

gttaccggtc

aggtccagat

caggttgaag

agtttggagt

72

ttttctttta
ccagttgact
tccgacgtge
gtcgccaaac
ggagcaccag
gtattaacat
gaaacgtacg
tgcaaaaagt
tatctctatt
gtgaaacttt
ttagaacttc
ccgcgtgaaa
tccaaggagt
cagttttcgg
gccgttteceg
accaaagagg
gtacaaggtc

cctagecggtce

tctagtatct
cttctccecta
gataccaagc
gcaggctcct
gaagagctta
gaagaacaat
attgttgatc

gtcactaatg

cgagatatta
atcaactttt
ctattggagt
gcttactgga
atgttgctgce
ttactgtgga
atgttaccac
atgtcaaagt
tccacaatgc
tatacacagc
gagttccgtt
aggttacttc
tttgtggtga
atggcgtggg
atgcagactt
catatgttta
ttcgtgaatc

gtgcacaaaa

accaactgac
gtgttgacca
ggggtaccag
gcaggaccat
gagagttggt
atttcattag
ctgagcacgg

gcgagcttta

cgaaccagtg

acatgacacc

atttatctct

tcccaactat

agcgcaaaga

ggagggtatc

agttagagca

agtgttatca

accaaatgag

cgacgtattg

tcttgataga

taagcataga

agagtatctt

ctatagctgg

gcaaaatgcc

ccgagctata

agttgcaaga

agttcatgtg

actatattgc

gtgttactca

atctgagctc

gtgtgggatt

taaaagctgce

tgaagatggg

tgtccagect

caaccatgaa
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15
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30

gagatccgaa
atgatacctt
gtttataatc
ttcatggctg
ggtgctgttt
gcattcatac
acgagatatt
tatcaacttt
cctattggag
cgcttactgg
gatgttgctg
tttactgtgg
gatgttacca
tatgtcaaag
ttccacaatg
ttatacacag
cgagttccgt
aaggttactt
ttttgtggtg
gatggcgtgg
gatgcagact
gcatatgttt
cttcgtgaat
cgtgcacaaa
<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

atggtatcta
cgatgccttc

aatgcagata

aaacggaatt

tgtatgagaa

ttctecgtgg

gaagagatcc

ggtttgcttc

caggtacctt

acgaaccagt

tacatgacac

tatttatctc

atcccaacta

cagcgcaaag

aggagggtat

cagttagagc

tagtgttatc

caccaaatga

ccgacgtatt

ttcttgatag

ctaagcatag

aagagtatct

gctatagctg

tgcaaaatgc

accgagctat

cagttgcaag

aagttcatgt

15

1851

DNA

gaacaatatg

atatgtttct

agtctttgcet

tatcggggtc

agaggcaaaa

tgtgaaagga

gtactggcat

ctttgtgttg

tggtggtttg

tgattttcat

agttgccgat

ccaagcacta

atcgacgccg

aggtgaagga

gattgcattt

gcgtggagat

agactttctg

aatcgagaaa

tcctgacgat

gatcgatggt

cgctcagegt

attcgaaaaa

atgggtacct

ggctgcatat

Galdieria sulphuraria

15

gtatctacca

tcecctagtgt

ccaagcggga

actgacacta

tgaccagtgt

gctcgacgtc

73

acactccatt
agtcagegtt
tcttgectgg
cgagctcttt
gcaattgtgg
tacagaggcc
gatcactgga
tcttgtaage
ggttcttcte
tcttttgcett
ttcttaggaa
gaccaagtaa
atgtatttgt
gcagatgaaa
catcaagaag
agagcaacgg
gatgttgcaa
tatatcattc
attctttgga
ttaaaggcgt
tttccgecacg
cattttggga
atgtggagtg

tcaaatggag

ctcattctga
atgatcatga
ttgatttgaa
tttatgggac
atgtttgtga
gcgaacaagc
tgcecggttte
gtcgtttaat
ttgtggcctce
gtggtcttga
caaagcacca
tatatcactt
tatcaggttt
tcttcggtgg
ttgttcgeeg
cagcacaaag
tgagtattca
gctatgcectt
gacaaaaaga
attgtgaaaa
atactccaac
attgcaaggc
acagcacgga

gagac

ctgcgaaata
cattcaatat
acgtggtttt
aagtaaagat
ttatgtgaca
attttctttt
tccagttgac
gtccgacgtg
cgtcgccaaa
aggagcacca
cgtattaaca
ggaaacgtac
gtgcaaaaag
atatctctat
agtgaaactt
tttagaactt
tccgegtgaa
ttccaaggag
acagttttcg
ggccgtttcec
aaccaaagag
agtacaaggt

tcctageggt

tattgcttct ctttacatac gtatcttgcet

tactcacata gtctttgctc atttcattgt

cctcagcagt cgctgtgcga taccatgtgt
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15
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gggattcttg
agctgcacca
gatgggtggt
cagcctatgt
catgaagaga
gaaataatga
caatatgttt
ggptttttca
aaagatggtg
gtgacagcat
tcttttacga
gttgactatc
gacgtgccta
gccaaacgct
gcaccagatg
ttaacattta
acgtacgatg
aaaaagtatg
ctctatttcec
aaacttttat
gaacttcgag
cgtgaaaagg
aaggagtttt
ttttcggatg
gtttccgatg
aaagaggcat
caaggtcttc
agcggtcgtg
<210>

<211>

<212>

<213>

cggtgttggg
aaaaactata

gtggtttagg

tcaacgacca

tccgaaaaac

tacctttgta

ataatcttct

tggctggaag

ctgtttggtt

tcataccagg

gatattacga

aacttttaca

ttggagtatt

tactggatcc

ttgctgecagce

ctgtggagga

ttaccacagt

tcaaagtagt

acaatgcacc

acacagccga

ttccgtttcet

ttacttctaa

gtggtgaaga

gcgtgggcta

tagacttgca

atgtttaccg

gtgaatcagt

‘cacaaaaagt

16

1851

DNA

ctcgtegtta

tcacagaggt

ctttgccagg

acggacagtt

ggaattgaac

tgagaaatat

ccgtggagtc

agatcctatc

tgcttcagag

tacctttgtg

accagtgtac

tgacaccttt

tatctctggt

caactatgat

gcaaagagtt

gggtatccaa

tagagcatcg

gttatcaggt

aaatgagatt

cgtattgcgt

tgatagagac

gcatagaatc

gtatcttcect

tagctggatc

aaatgccgct

agctatattc

tgcaagatgg

tcatgtggct

Galdieria sulphuraria

74

ccggtcgaag
ccagatgaag
ttgaagattg
tggagtgtca
aatatgacac
gtttctagtc
tttgcttctt
ggggtccgag
gcaaaagcaa
aaaggataca
tggcatgatc
gtgttgtctt
ggtttgggtt
tttcattctt
gccgatttct
gcactagacc
acgccgatgt

gaaggagcag

gcatttcatc

ggagatagag
tttctggatg
gagaaatata
gacgatattc
gé£ggtttaa
cagcgttttc
gaaaaacatt
gtacctatgt

gcatattcaa

agcttagaga
aacaatattt
ttgatcctga
ctaatggcga
tccattctca
agcgttatga
gcctggttga
ctctttttta

ttgtggatgt

gaggccgcga

actggatgcc
gtaagcgtcg
cttctettgt
ttgcttgtgg
taggaacaaa
aagtaatata
atttgttatc
atgaaatctt
aagaagttgt
caacggcage
ttgcaatgag
tcattcgcecta
tttggagaca
aggcgtattg
cgcacgatac
ttgggaattg
ggagtgacag

atggaggaga

gttggttaaa

cattagtgaa

gcacggtgtc

gctttacaac

ttctgactgce

tcatgacatt

tttgaaacgt

tgggacaagt

ttgtgattat

acaagcattt

ggtttctcca

tttaatgtcce

ggcctecegtce

tcttgaagga

gcaccacgta

tcacttggaa

aggtttgtgce

cggtggatat

tcgccgagtg

acaaagttta

tattcatccg

tgccttttec

aaaagaacag

tgaaaaggcc

tccaacaacc

caaggcagta

cacggatcct

<
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<400>

atggtatcta
cgatgccttce
aatgcagata
gggattcttg
agctgcacca
gatgggtggt
cagcctatgt
catgaagaga
gaaataatga
caatatgttt
ggttttttca
aaagatggtg
gtgacagcat
tcttttacga
gttgactatc
gacgtgccta
gccaaacgct
gcaccagatg
ttaacattta
acgtacgatg
aaaaagtatg
ctctatttcc
aaacttttat
gaacttcgag
;gtgaaaagg
aaggagtttt
ttttcggatg
gtttccgatg
aaagaggcat
caaggtcttc

agcggtcegtg

16

gtatctacca
tcectagtgt
ccaagcggga
cggtgttggg
aaaaactata
gtggtttagg
tcaacgacca
tccgaaaaac
tacctttgta
ataatcttct
tggctggaag
ctgtttggtt
tcataccagg
gatattacga
aacttttaca
ttggagtatt
tactggatcc
ttgctgcagc
ctgtggagga
ttaccacagt
tcaaagtagt
acaatgcacc
acacagccga
ttccgtttcet
ttacttctaa
gtggtgaaga
gcgtgggeta
cagacttgca
atgtttaccyg
gtgaatcagt

cacaaaaagt

actgacacta

tgaccagtgt

gctcgacgte.

ctcgtegtta
tcacagaggt
ctttgccagg
acggacagtt
ggaattgaac
tgagaaatat
ccgtggagtc
agatcctatce
tgcttcagag
tacctttgtg
accagtgtac
tgacaccttt
tatctctggt
caactatgat
gcaaagagtt
gggtatccaa
tagagcatcg
gﬁtatcaggt
aaatgagatt
cgtattgegt
tgatagagac
gcatagaatc
gtatcttcct
tagctggatc
aaatgccgct
agctatattc
tgcaagatgg

tcatgtgget

75

tattgcttet
tactcacata
cctcagcagt
ccggtcecgaag
ccagatgaag
ttgaagattg
tggagtgtca
aatatgacac
gtttctagte
tttgcttctt
ggggtccgag
gcaaaagcaa
aaaggataca
tggcatgatc
gtgttgtctt
ggtttgggtt
tttcattctt
gccgatttct
gcactagacc
acgccgatgt
gaaggagcag
gcatttcatc
ggagatagag
tttctggatg
gagaaatata
gacgatattc
gatggtttaa
cagcgttttce
gaaaaacatt
gtacctatgt

gcatattcaa

ctttacatac
gtctttgete
cgctgtgcga
agcttagaga
aacaatattt
ttgatcctga
ctaatggcga
tccattctca
agcgttatga
gcetggttga
ctctttttta
ttgtggatgt
gaggccgcega
actggatgec
gtaagcgtcg
cttctettgt
ttgcttgtgg
taggaacaaa
aagtaatata
atttgttatc
atgaaatctt
aagaagttgt
caacggcagc
ttgcaatgag
tcattcgcta
tttggagaca
aggcgtattg
cgcacgatac
ttgggaattg
ggagtgacag

atggaggaga

gtatcttget

atttcattgt

taccatgtgt

gttggttaaa

cattagtgaa

gcacggtgtc

gctttacaac

ttctgactge

tcatgacatt

tttgaaacgt

tgggacaagt

ttgtgattat

acaagcattt

ggtttctcca

tttaatgtcc

ggccteegte

tcttgaagga

gcaccacgta

tcacttggaa

aggtttgtgc

cggtggatat

tcgccgagtg

acaaagttta

tattcatccg

tgcecttttee

aaaagaacag

tgaaaaggcc

tccaacaacc

caaggcagta

cacggatcct

(o]

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

©1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1851
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<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

atgatttgtg
cgcgcctcag
gatattcaca
ccagattggt
attgttggtt
ggcgttaatg
tttcaaactt
gctccaaaat
attgtcgetg
tctccagaga
atcatttcgt
tttaccccag
atcagacaca
gttcttctat
gaaaaagcta
atcgatgacc
ggtctaccaa
atccaccatg
taccatttgg
tctagaaaga
atattcggtg
tctgtgcaac
atggcttggg
atgaacattg
attttaagaa
gaaatcttat

ggcctaagag

17

1803

DNA

76

Saccharomyces cerevisiae

17

acaaatgcag

cagtcgctgt

acttcaaacc

caggaaatgc

tagactccgg

gtgagatcta

tcagtgactg

atctggacgg

caagagaccc

cegtttattt

tcectectgg

actggttgga

gtttagaaaa

ccggtggget

atgctgatgce

aaggccatct

atgcacctga

aacacacttt

aaacttacga

ttaaggccca

gctatctata

gtgtcaagaa

gtctagaagce

atccaaatga

aggcattcga

ggagacaaaa

acactgctga

cctcgtgcgg
cgttaccatg
aaaagctcta
cgttatgaat
tgcccagceca
caaccacatc
tgaacccatc
tatgttcgca
tatcggtgtt
tgcctecgaa
tcatgtctac
tgaaaagcgt
ggccgttaga
ggactcttct
taacgaagac
acacacatcc
tttacaagcg
tacattacaa
cgttaccact
aggtgtcaaa
tttcgcacaa
cttgcatttg
tcgtgttcec
aaagatgatc
cactacagat
ggaacaattﬁ

aagggccatt

agcttttttg
tgtggtatct
caactatcta
tccaccattt
atcacttcag
caactaaggg
ataccgttat
ttttgtctgt
gtcactttat
ttaaaatgtc
gattctgaaa
atcccatcca
aagaggctaa
ttgattgctg
aacaatgttg
ggttggtcte
gctagaaaag
gaaggtttgg
atcagagctt
atggttcttt
gcaccttctg
gcagattgtt
ttcttagaca
aagccaaagg
gaaccagatg
tccgatggtg

tctgacgceca

taggtagacc

ttgcagccectt

aaaaaatcag

tcgttcacga

ctgatggcga

agatgtgctc

atttggaaca

atgattccaa

acatggggcg

taactgacgt

cggacaagat

ccccagttga

tggctgaagt

‘cgattgctgce

acgagaagca

gtttgcattc

tcgccaaatt

atgctttgga

ctacaccaat

ctggtgaagg

ctgcagaatt

tgagagctaa

aagacttttt

aaggacgtat

ttaagccata

ttggctactc

tgtttgccaa

gcggacceggt

caagcatgaa

acaccgtggc

gaggttggct

atatatgctt

tgattacaag

tgatatcgat

gaaagaccgt

ttcttctcag

ttgtgacagt

tactcgttac

ctaccatgct

tccatacggt

tcgtgaaacg

acttgcaggt

gtttgcgatt

cattggttct

cgacgtgatc

‘gttcttacta

ctcggacgaa
tcacaccgaa
taagtccacg
gcagctatgt
cgaaaaatac
cctacctgaa
atggattgac

tccaaaggct

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620
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77

gattggggcg acgatattcc aaccaccaaa gaagcttact ggtacaggct gaagtttgat 1680

gcttggttte ctcaaaagac tgcggcagac actgtcatga gatggattcc aaaggccgat 1740

tggggttgtg ccgaagatcc ttcaggtaga tacgccaaaa tacacgaaaa

gct

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
gcagucgctg
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
gcgaguaccyg
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
gctcctgcag
<210>
<211>
<212>

<213>

18
21
DNA

Seqiiéncia Artificial

Seqiiéncia do iniciador sintético
18

ucgtuaccat g

19

20

DNA

Seqiiéncia Artificial

Seqiiéncia do iniciador sintético
19

cugggtucta

20

39

DNA

Seqgiiéncia Artificial

Seqiiéncia do iniciador sintético
20

gaccatgtgt tccatttttg gaatcttca
21

37

DNA

Sequiéncia Artificial

gcacgtcagt 1800

1803

21

20

39
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<220>

<223>

<400>

ctgggtctcg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ccccttttat

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ggggtcttat

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

gctcctgcag

<210>

<211>

<212>

<213>

78

Seqiiéncia do iniciador sintético

21

agctacagca gtgcttgttg atgaacc 37
22

53

DNA

Seqiiéncia Artificial

Seqiiéncia do iniciador sintético

22

aatgccaact ttgtacaaaa aagcaggctc ctgcaggacc atg 53
23

48

DNA

Seqiiéncia Artificial

Seqiiéncia do iniciador sintético

23

aatgccaact ttgtacaaga aagctgggtc tcgagcta 48
24

36

DNA

Seqiéncia Artificial

Seqiiéncia do iniciador sintético

24

gaccatgtgt ggaattacag gctggg 36
25

47

DNA

‘Seqiiéncia Artificial
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<220>

<223>

<400>

ctgggtctcg

" <210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ccccttttat

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

‘ggggtcttat

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
gctcctgcag
<210>
<211>
<212>

<213>

79

Seqiéncia do iniciador sintético

25

agctaaccaa ttaatttgat attgtaatgc ttaagcc
26

53

DNA

Seqiiéncia Artificial

Seqgiiéncia do iniciador sintético

26

aatgccaact ttgtacaaaa aagcaggctc ctgcaggacc atg

27
48
DNA

Seqgiiéncia Artificial

Seqgiiéncia do iniciador sintético

27

aatgccaact ttgtacaaga aagctgggtc tcgagcta
28

31

DNA

Seqiiéncia Artificial

Segtiéncia do iniciador sintético
28

gaccatgtgc ggcatcctceg ¢

29

36

DNA

Seqliéncia Artificial

47

53

48

31
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<220>
<223>
<400>
ctgggtcteg
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
cceccttttat
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
ggggtcttat
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
gctcctgcag
<210>
<211>
<212>

<213>

80

Seqiéncia do iniciador sintético
29

agctagacag ctgtggctga agcaac

30

53

DNA

Seqgiiéncia Artificial

Seqiiéncia do iniciador sintético

30

aatgccaact ttgtacaaaa aagcaggctc ctgcaggacc atg

31
48
DNA

Seqiiéncia Artificial

Seqgiiéncia do iniciador sintético

31

aatgccaact ttgtacaaga aagctgggtc tcgagcta
32

35

DNA

Seqiiéncia Artificial

Sequiéncia do iniciador sintético
32

gaccatgtgc ggcatacttg ctgtg

33

32

DNA

Seqiiéncia Artificial

36

53

48

35
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<220>
<223>
<400>
ctgggtctcg
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
cceccttttat
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
ggggtcttat
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
gctcctgecag
<210>
<211>
<212>

<213>

81

Seqgiliéncia do iniciador sintético

33

agctatccct cgatggcaac gc 32
34

53

DNA

Seqiiéncia Artificial

Seqiiéncia do iniciador sintético

34

aatgccaact ttgtacaaaa aagcaggctc ctgcaggacc atg 53
35

48

DNA

Seqiiéncia Artificial

Seqiiéncia do iniciador sintético

35

aatgccaact ttgtacaaga aagctgggtc tcgagcta 48
36

34

DNA

Seqiiéncia Artificial

Seqiiéncia do iniciador sintético

36

gaccatgtgt ggcatcctceg cegt 34
37

34

DNA

Seqgiiéncia Artificial
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<220>
<223>
<400>
ctgggtctcg
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
ccccecttttat
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
ggggtcttat
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

. gctcctgecag

<210>

<211>

<212>

<213>

82

Seqgiiéncia do iniciador sintético
37

agctaaacgg cagtggctga agca

38

53

DNA

Seqgiiéncia Artificial

Seqgiiéncia do iniciador sintético

38

aatgccaact ttgtacaaaa aagcaggctc ctgcaggacc atg

39
48
DNA

Seqiiéncia Artificial

Seqiiéncia do iniciador sintético

39

aatgccaact ttgtacaaga aagctgggtc tcgagcta
40

40

DNA

Seqiiéncia Artificial

Seqgiiéncia do iniciador sintético
40

gaccatgtgt ggtattcttg ctgttcttgg
41

33

DNA

Seqiiéncia Artificial

34

53

48

40
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83

<220>

<223> Seqiiéncia do iniciador sintético

<400> 41

ctgggtctcg agctagcect ggatggcaac acc 33
<210> 42

<211> 33

<212> DNA

<213> Seqgiiéncia Artificial

<220>

<223> Séquéncia do iniciador sintético

<400> 42

ctgggtctcg agctagccect ggatggcaac acc 33
<210> 43

<211> 48

<212> DNA

<213> Seqiiéncia Artificial

<220>

<223> Seqiiéncia do iniciador sintético

<400> 43

ggggtcttat éatgccaact ttgtacaaga aagctgggtc tcgagcta 48
<210> 44

<211> 26

<212> DNA

<213> Seqiiéncia Artificial

<220>

<223> Seqgiiéncia do iniciador sintético

<400> 44

cctctagatg tgcggcatac ttgetg 26
<210> 45

<211> 25

<212> DNA

<213> Seqiiéncia Artificial
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<220>

<223>

<400>

cgaattctat

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

tcctagacat -

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

tgcagaattc

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

gcagtcgctg

<210>

<211>

<212>

<213>

84

Seqiéncia do iniciador sintético

45

ccctcgatgg caacg 25
46

27

DNA

Artificial

Iniciador Sintético

46

gtccggcata cttgctg 27
47

23

DNA

Artificial

Iniciador Sintético

47

tatccctcga tgg 23
48

37

DNA -

Artificial

Iniciador Sintético

48

tcgttacceg gecatcatgtg tggcatce 37
49

41

DNA

Artificial
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<220>
<223> Iniciador Sintético
<400> 49

gcgagtaccg ctgggttcta acgtactctc gtcagaccge g

41
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REIVINDICAGCOES

1. Semente de milho transgénica com um nivel de protéina au-
mentado, caracterizada pelo fato de que compreende em seu genoma um
constructo de DNA heterol6loga compreendendo um promotor operavelmen-
te ligado a um polinucleotideo codificando um polipeptideo de asparagina
sintetase heterdlogo, em que a referida semente tem um nivel de proteina
aumentado relativo ao nivel de proteina de uma semente da mesma varie-
dade néo contendo o referido constructo de DNA em seu genoma, em que 0
referido polinucleotideo compreende uma sequiéncia de acido nucléico sele-
cionada a partir do grupo consistindo em: |

(a) uma sequéncia de &cido nucléico compreendendo uma se-
giiéncia pelo menos 90% idéntica a SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID 5,

SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12,

SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, ou SEQ ID
NO:17;

(b) uma sequiéncia de &cido nucléico que codifica a seqiiéncia
de polipeptideo de SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6 ou SEQ ID
NO:8; e |

(c) uma sequiéncia de acido nucléico da que hibridiza para a se-
quéncia (a) ou (b) ou um complemento desta sob condigdes de severidade
alta de cerca de 0,2 x SSC e 65°C.

2. Semente de milho transgénica de acordo com a reivindicacéo

1, caracterizada pelo fato de que o referido polipeptideo de asparagina sinte-
tase heterdlogo compreende SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6 ou
SEQ ID NO:8.

3. Semente de milho transgénica de acordo com a reivindicagao
1, caracterizada pelo fato de que o referido polinucleotideo compreende a
seqléncia de acido nucléico de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID 5, SEQ
ID NO:7, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ
ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, ou SEQ ID
NO:17.

4. Semente de milho transgénica de acordo com a reivindicagao
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1, caracterizada pelo fato de que o referido polipeptideo de asparagina sinte-
tase heterdlogo € um polipeptideo de AsnS2 de milho.

5. Semente de milho transgénica de acordo com a reivindicagéo
1, caracterizada pelo fato de que o referido o promotor é um promotor de
actina 1 de arroz. |

6. Planta de milho transgénica com um nivel de asparagina au-
mentado, caracterizada pelo fato de que compreende em seu genoma um
constructo de DNA heteréloga compreendendo um promotor operavelmente
ligado a um polinucleotideo codificando uma asparagina sintetase heterdlo-
ga, em que a referida planta tem nivel de asparagina aumentado relativo ao
nivel de asparagina de uma planta da mesma variedade nao contendo a re-
ferido constructo de DNA em seu genoma, em que o referido polinucleotideo
codificando uma asparagina sintetase compreende uma sequéncia de acido
nucléico selecionada a partir do grupo consistindo em:

(a) uma sequéncia de acido nucléico compreendendo a sequén-
cia pelo menos 90% idéntica a SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID 5, SEQ
ID NO:7, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ .
ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, ou SEQ ID
NO:17; ‘

(b) uma sequéncia de acido nucléico que codifica a seqiéncia
de polipeptideo de SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6 ou SEQ ID
NO:8; e | |

(c) uma sequéncia de acido nucléico da que hibridiza para a se-
quéncia de (a) ou (b) ou um complemento desta sob condi¢gdes de severida-
de alta de éerca de 0,2 x SSC e 65°C.

7. Planta de milho transgénica de acordo com a reivindicagcéo 6,
caracterizada pelo fato de que a referida asparagina sintetase compreende
SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6 ou SEQ ID NO:8. _

8. Planta de milho transgénica de acordo com a reivindicagao 6,
caracterizada pelo fato de que o referido polinucleotideo compreende a se-
quéncia de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID 5, SEQ ID NO:7, SEQ ID
NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ
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ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, ou SEQ ID NO:17.

9. Planta de milho transgénica de acordo com a reivindiéagéo 6,
caracterizada pelo fato de que o referido o promotor € um promotor de actina
1 de arroz.

10. Método de produzir uma planta de milho transgénica com
asparagina, caracterizado pelo fato de que compreende: _

a) transformar uma célula de milho com um constructo de DNA
heteréloga compreendendo uma molécula de promotor funcional em uma
célula de milho operavelmente ligada a uma molécula de DNA codificando
um polipeptideo de asparagina sintetase; |

b) regenerar a célula de milho em e planta de milho intata;

c) selecionar uma planta de milho que tem asparagina aumenta-
da em um tecido relativo a um tecido de planta de milho nao transformado
com a referido constructo de DNA;

d) cultivar a planta de milho até a maturidade; e

e) colher uma semente da planta de milho,
em que a referida molécula de DNA compreende uma seqléncia de acido
nucléico selecionada a partir do gfupo consistindo em:

(a) uma sequéncia de acido nucléico compreendendo uma se-
quiéncia pelo menos 90% idéntica a SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID 5,
SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID'NO:12,
SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, ou SEQ ID
NO:17; |

(b) uma sequéncia de acido nucléico que codifica a seqiiéncia
de polipeptideo de SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6 ou SEQ ID
NO:8; e |

(c) uma sequéncia de acido nucléico que hibridiza para a se-
guéncia de (a) ou (b) ou um complemento desta sob condi¢cdes de severida-
de alta de cerca de 0,2 x SSC e 65°C.

11. Método de acordo com a reivindicacao 10, caracterizado pe-
lo fato de que o referido polipeptideo de asparagina sintetase compreende a
seqléncia de aminoacido de SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6 ou
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SEQ ID NO:8.

12. Método de acordo com a reivindicagao 10, caracterizado pe-
lo fato de que a referida molécula de DNA compreende a seqiéncia de acido
nucléico de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID 5, SEQ ID NO:7, SEQ ID
NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ
ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, ou SEQ ID NO:17.

13. Método de acordo com a reivindicagao 10, caracterizado pe-
lo fato de que também compreendendo a etapa de:

f) selecionar uma semente com proteina aumentada.

14. Farinha de milho com proteina aumentada relativa a outras
farinhas de milho, caracterizada pelo fato de que a farinha de milho compre-
ende um constructo de DNA heterdloga compreendendo uma molécula de
promotor operavelmente ligada a uma molécula de DNA codificando um po-
lipeptideo de asparagina sintetase heterdlogo.

15. Farinha de milho de acordo com a reivindicagcao 14, caracte-

‘rizada pelo fato de que o referido polipeptideo de asparagina sintetase de

milho é um polipeptideo de AsnS2 de milho.

16. Farinha de milho de acordo com a reivindicagao 14, caracte-
rizada pelo fato de que a referida molécula de DNA compreende a seqliéncia
de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID 5, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9,
SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID
NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, ou SEQ ID NO:17.

17. Farinha de milho de acordo com a reivindicagao 14, caracte-
rizada pelo fato de que a referida molécula de DNA codifica um polipeptideo
de SEQ ID‘NO:2,v SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6 ou SEQ ID NO:8.

18. Alimento, céracterizado pelo fato de.que é feito a partir da
farinha de milho como definida na reivindicagéo 13.
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FIG.3
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FIG. 4
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FIG. 6
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RESUMO ‘
Patente de Invengdo: "SEMENTE E PLANTA DE MILHO TRANSGENICAS,
METODO DE PRODUZIR A REFERIDA PLANTA, FARINHA DE MILHO
COM PROTEINA AUMENTADA E ALIMENTO".

A presénte invencao refere-se a uma semente e planta de milho
com niveis realgados de proteina e amino&cidos. A invengdo da mesma for-
ma se refere ao constructo de DNA que fornece expressdo.em células de
milho transgénicas de uma enzima de asparagina sintetase. Os constructos
de DNA sdo empregados em um método para produzir sementes e plantas
de milho transgénicas para selecionar plantas e sementes com niveis real-

cados de proteina e aminoacidos.
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