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ANTECEDENTES DA INVENCAO

Este pedido reivindica a prioridade do pedido provisério U.S. N°
de Série 60/714.501, depositado em 6 de setembro de 2005, cujos conteu-

‘dos inteiros sdo incorporados por referéncia neste documento.

1. Campo da Invengdo

A presente invengdo refere-se, em geral, ao campo da biologia

“molecular. Mais especificamente, a invengao refere-se a métodos aperfeigo-

ados para a transformagdo genética de plantas e composi¢des para atingir |

isto.
2. Descricao da Técnica Relacionada:

A transformagao de células de plantas por um método mediado

por Agrobacterium envolve a exposicao das células e tecidos de plantas a

uma suspensdo de células de Agrobacterium que contém certos plasmidios

de DNA. Estes plasmidios tém sido'co‘nstruidos especificamente para conter

transgenes que expressardo nas células de plantas (vide, por exemplo, a

Patente U.S. N2 5.034.322). Mais freqlientemente, um ou mais dos transge-

nes sdo um transgene marcador selecionavel positivo que permite que as '

células de plantas desenvolvam-se na presenga de um composto de sele¢ao
positivo, tal como um antibiético ou herbicida. Estas células podem ser adi-
cionalmente manipuladas para regenerér em plantas férteis inteiras.

Os métodos para introduzir os transgenes nas plantas por um
método de transformagdo mediada por Agrobacterium geralmente envolvem
um T-DNA (DNA de transferéncia) que incorpora os elementos genéticos de
pelo menos um transgene e transfere estes elementos genéticos para o ge-

noma de uma planta. O(s) transgene(s) é(séo) tipicamente construido(s) em

um vetor de plasmidio de DNA e é(sdo) normalmente flanqueado(s) por uma

regido de DNA de limite a direita (RB) e uma regido de DNA de limite a es-
querda (LB) de plasmidio Ti de Agrobacterium. Durante o processo de trans-
formacdo mediada por Agrobacterium, o plasmidio de DNA é cortado por
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uma endonuclease, VirD2, nas regides de limite & direita e a esquerda. Uma
Unica fita de DNA de entre os cortes, chamada a fita T, é transferida da célu-
la de Agrobacterium para a célula de planta. A seqﬂéncia que corresponde &
regiao de T-DNA é inserida no genoma da planta. | _

A integra¢ao do T-DNA no genoma da planta geraimente come-
¢a na RB e continua no final do T-DNA, na LB. Entretanto, as endonucleases

~ algumas vezes ndo cortam igualmente em ambos os limites. Quando isto

acontece, o T-DNA que é inserido no genoma da planta freqﬂente'me_nte con-
tém algum ou todo o DNA do vetor de plasmidio. Este fendmeno é referido
como “leitura completa do limite". Normalmente & preferido que somente o(s) -
transgene(s) localizado(s) entre as regides devlimite a direita e a esquerda (o

T-DNA) seja(m) transferido(s) para o genoma da planta sem qualquer do

'DNA do vetor de plasmidio adjacente (a cadeia principal do vetor). O DNA

da cadeia principal do vetor contém diversos elementos de manuten¢do. do
plasmidio, incluindo, por exemplo, a origem de replicagdo, os genes marca-
dores selecionaveis bacterianos, e outros fragmentos de DNA que néo sao

requeridos para expressar a(s) caracteristiCa(s) desejada(s) em produtos -

-comerciais de cultivo.

Séao dirigidos recursos consideraveis ho exame do genoma de
plantas transgénicas de cultivo quanto & presenga do DNA da cadeia princi-
pal do vetor. Métodos tais como a reagdo em cadeia por polimerase (PCR) e
a analise por Southern blot sdo mais freqlientemente empregados para iden-
tificar o DNA da cadeia principal do vetor estranho. Estes métodos sao con-
sumidores de tempo e caros para o trabalho de exame em grande escala. As

»plantas transgénicas que sdo verificadas conter o DNA da cadeia principal

do vetor ndo sdo geralmente preferidas para a comercializagdo. Ademais, as
plantas transgénicas que contém mais do que dois transgenes sdo normal-
mente de pouco valor para o desenvolvimento comercial. Sdo gastos esfor-
¢os substanciais regenerando plantas a partir de cultura de células de plan-
tas que ndo tém nenhum potencial comercial.

Assim, seria de grande beneficio se pudessem ser desenvolvi-

dos métodos e composicdes que reduzissem muito a ocorréncia de DNA da
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cadeia principal do vetor no genoma de plantas transgénicas e/ou aumen-
tassem a freqiiéncia das ocorréncias de transformagdao com poucas cépias.
Menos plantas transgénicas teriam de ser produzidas se um maior nimero
estivesse livre do DNA da cadeia principal do vetor e mais plantas teriam
uma ou duas copias dos transgenes, aumento bastante a eficiéncia da pro-
ducao de plantas transgénicas.

SUMARIO DA INVENCAO

De acordo com um aspecto da invéngéo, proporcionam-se cons-

tructos e métodos para aperfeigoar a qualidade das ocorréncias na transfor-
mag:é‘o": de células de plantas mediadas de modo bacteriano, tal como a
transformagao de plantas mediada por Agrbbacterium. A invencgao é vantajo-
sa em proporcionar uma freqiiéncia reduzida de ocorréncias de ‘transforma-
cao de DNA da cadeia principal ‘do vetor, isto é, a regidao que ndo é de T-
DNA, e de aumen}tar a frequéncia das ocorréncias de transformagdo de T-
DNA com uma ou duas copias do T-DNA. |

A invengdo também pro_porciohei constructos de DNA para trans-

- formar as plantas, compreendendo: i) pelo menos uma regido de limite de T-

DNA; ii) pelo menos um transgene heter6logo adjacente a regiao de limite;
iii) uma regido de codificacdo para um marcador selecionavel bacteriano; e
iv) pelo menos um segmento de DNA, compreendendo um elemento cis e/ou
trans de uma origem de replicagdo para manter um baixo niumero de copias

do constructo de DNA em uma bactéria de transformacgao de células de plan-

‘tas.

Em certas modalidades da invencao, os elementos da origem de
replicagdo para manter um baixo numero de copias de um constructo de
DNA em uma célula bacteriana de transformacdo de células de plantas
(competente para a transformagao de células de plantas) compreendem um
ou mais de repA (por exemplo, SEQ ID NO:32 ou SEQ ID'NO:38); repB (porA
exemplo, SEQ ID NO:33 ou SEQ ID NO:39); repC (por exemplo, SEQ ID
NO:34 ou SEQ. ID NO:40); igs1 (por exemplo, SEQ ID NO:35 ou SEQ ID
NO:41); igs2 (por exemplo, SEQ ID NO:36 ou SEQ ID NO:42). Um construc-

to pode também opcionalmente incluir uma seqiéncia palindrémica, por e-
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xemplo, a sequéncia palindrémica de 16 bp de SEQ ID NO:37. Estes ele-
mentos podem ser arranjados em cis ou em trans em relagdo um ao outro.
Em algumas modalidades, a uma regiéd de limite de T-DNA é
definida como uma regido de limite & direita (RB) ou uma regido de limite a
esquerda (LB). Além disso, em certas modalidades, as sequéncias de RB
e/ou LB compreendem a SEQ ID NO:43 ou a SEQ ID NO:44. Nas modalida-
des particulares, um transgene heterdlogo, quando expresso em uma célula
de planta transformada, proporciona um fendtipo agroné"mico para a célula
ou a planta transformada derivada da célula. Nas modalidades adiciohais,

uma regido de codificagdo para um marcador selecionavel bacteriano é um

gene de resisténcia a antibiéticos selecionado a partir de gene de resisténcia

a canamicina, gene de resisténcia a _gentamicina, ‘gene de resisténcia ao
cloranfenicol, gene de resisténcia a espectinomicina, gene de resisténcia a
estreptomicina, gene de resisténcia a tetraciclina, gene de resisténcia a am-
picilina, gene de resisténcia a blasticidina, gene de resisténcia a higromicina,
gene de resisténcia a puromicina, ou gene de resisténcia a Zeocina.

Em algumas modalidades, uma origem de replicagdo compreen- |

de uma sequéncia de repABC selecionada a partir de SEQ' ID NOs: 1, 2, 3,

ou 4. Em uma modalidade, o pelo menos um segmento de DNA compreende
os genes de replicagao repA, repB, e repC. Em algumas modalidades, o pelo
menos um segmento de DNA compreende a seqliéncia intergénica 1 (igs1) e
a sequéncia intergénica 2 (igs2). Em algumas modalidades, o»pelo menos
um segmento de DNA compreende uma sequéncia palindromica de 16 pares
de bases. Em outras modalidades, o segmento de DNA compreende todas

as sequéncias de repABC necessarias para manter um baixo numero de

copias (1-3 copias por célula) em Agrobacterium ou outras bactérias compe-
tentes para transformar células de plantas. Os constructos que contém re-
PABC e os métodos ou 0 seu uso sdo descritos em mais detalhe abaixo.

Os constructos de DNA da presente invengao podem ser trans-
feridas para qualquer célula, por exemplo, tal como uma bactéria competen-
te para a transformagédo de células de plantas. Tais bactérias sdo conheci-
das na técnica e podem, por exemplo, pertencer as seguintes especies: A-
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grobacterium spp., Rhizobium spp., Sinorhizobium spp., Mesorhizobium spp.,
Phyllobacterium spp. Ochrobactrum spp. e Bradyrhizobium spp. De prefe-
réncia, tais bactérias podem pertencer a Agrobacterium spp. Os constructos

de DNA da presente invengao podem adicionalmente compreender uma ou

mais origens de replicagdo para manter as copias do constructo na E. coll.
Em algumas modalidades, a origem de replicacéo para manter as copias do
constructo na E. coli é derivada de pelo menos um de pBR322 e pUC.

A presente invengdo também se refere a uma bactéria de trans-

- formagdo de células de plantas compreendendo o constructo de DNA da

presente invengdo, e que pode ser usada para transformar uma célula de

planta. Em algumas modalidades, as bactérias de transformagdo de plantas
sdo selecionadas a partir de Agrobacterium spp., Rhizobium spp., Sinorhizo-
bium spp., Mesorhizobium spp., Phyllobacterium spp. Ochrobactrum spp. ou |
Bradyrhizobium spp. |

A presente invengdo também se refere a um método para trans-
formar uma célula de planta compreendendo: contétar pelo menos uma pri-
meira célula de planta com uma bactéria de transformacao de célula de plan-
ta da presente invencéo; e selecionar Ipelo menos uma célula de plahfa
transformada com pelo menos um transgene heterélogo. Em algumas moda-

lidades, a célula de planta € uma célula de planta de soja, canola, milho, ou

.algoddo. Em uma modalidade, um método da invengao adicionalmente com-

preende regenerar uma planta a partir da célula de planta.

A presente invengdo também se refere a um método de produzir
alimento, racdo ou um produto industrial, compreendendo: obter a planta da
presente invéng:éo ou uma parte dela; e preparar o alimento, a ragdo ou o
produto industrial a partir da planta ou parte dela.

A invengdo também inclui os métodos de transformar genetica- '
mente as plantas com os constructos de DNA da presente invencao e redu-
zir a freqiiéncia de plantas transformadas com uma regido do vetor que nao
¢ de T-DNA. Em algumas modalidadeé, a freqliéncia de plantas transforma-
das com uma regido que ndo seja de T-DNA pode ser definida como menos
do que, ou igual a, cerca de 20%. Em algumas modalidades, a frequéncia é
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menor do que, ou igual a, cerca de 15%, em algumas modalidades menor do

que cerca de 10%, e em algumas modalidades menor do que, ou igual a,

cerca de 8% ou 5%. Em algumas modalidades dos métodos da invengao, a
freqiéncia de ocorréncias de transformagdo com uma ou duas copias de T-
DNA é maior do que, ou igual a, cerca de 70% ou 75%. Em algumas modali-
dades, esta freqiiéncia pode ser elevada para maior do que, ou igual a, cer-

~ ca de 80% ou 85%, e em algumas modalidades, para maior do que cerca de

90% ou 95%.
Além de um oriRi de tamanho natural, a presente invengao inclui

~ vetores de transformagéo de plantas contendo mutantes e variantes de oriRi

que conservam uma fungao substanciaimente similar a sequéncia de tama-
nho natural, quando usados na presente invengao. Por exemplo, os reque-
rentes identificaram a sequéncia truncada descrita em SEQ ID NO: 3, que é
adequada para uso na presente invengdo. Alguém versado na técnica pode
prontamente fazer alteragdes, remogdes, substituicoes adicibnais, etc. na
sequéncia de orRi e examinar quanto a atividade funcional usando os méto-
dos da presente invengao. Assim, a presente invengao inclui tais variantes e
mutantes. | |

} As caracteristicas e as vantagens adicionais da invengao serao
apresentadas, em parte, na descrigdo que se segue e, em parte, serao ob-
vias a_partir da descri¢do, ou podem ser aprendidas por pratica da invengao.
As-caracteristicas e as vantagens da invengao serdao compreendidas e atin-
gidas por meio dos elementos e das combinag¢des particularmente mostra-
dos nas reivindicagdes em anexo.

E para ser entendido que tanto a descricdo geral precedente
quanto a descri¢do detalhada a seguir sdo ilustrativas e explicativas somente
e nao sao restritivas da invengao, conforme reivindicada.

Os desenhos que acompanham, os quais sao incorporados no, €
constituem uma parte deste, relatério descritivo, ilustram as diferentes moda-
lidades da invengao e, juntamente com a descrigcdo, servem para explicar os
principios da invencéao.

A ndo ser que de outro modo definidos, todos os termos técnicos
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e cientificos usados neste documento tém o mesmo significado como co-

‘mumente entendidos por alguém versado na técnica a qual pertence esta
invencgdo. ‘A terminologia usada na descricdo da invengdo neste documento

é para descrever modalidades particulares somente e ndo é pretendida ser
limitativa da invencdo. Conforme usadas na descrigdo da invengdo e nas
reivindicé‘gées em anexo, as formas singulares "um”, "uma‘, "0" e "a" sao
pretendidas incluir as fornﬁas plurais também, a ndo ser que o contexto cla-
ramente indique de outro modo. -
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A figuré 1 mostka um mapa de plas_ml’dio de pMONS83856, o ve- -

tor de base com um fragmento de oriRi de 5,6 kb usado para o constructo de

- pMONB83882 para a transformagdo da soja e pMON97352 para a transfor-

mag¢ao do milho. |

A figura 2 mostra um mapa de plasmidio de pMON83882, o ve-
tor de teste com um fragmento de oriRi de 5,6 kb e o gene marcador sele-
cionavel de 5-eno|piruvilshikimato-3-fosfato'sint_ase (CP4-EPSPS) e o gene
uidA (gus) de interesse, como um exemplo, para a transformacgao da soja.

A figura 3 mostra um mapa' de plasmidio de pMON83934, um

-vetor de base com um fragmehto de oriRi de 4,2 kb usado para o constructo

de pMONB83937.

A figura 4 mostra um mapa de plasmidio de pMON83937, um
vetor de teste com um fragmento de oriRi de 4,2 kb e o gene marcador sele-
cionavel CP4 e o GOI (gus), como um exemplo, para a transformagao da .

- soja.

A figura 5 mostra um mapa de plasmidio de pMON97352, um
vetor de teéte com um fragmento de oriRi de 5,6 kb e o gene marcador sele-
cionavel CP4 e o GOI (gus), como um exemplo, para a transformagéo do
milho. .

A figura 6 mostra um mapa de plasmidio de pMON92726, o qual
foi usado como um controle para a transformac¢do do milho. Ele contém a
mesma estrutura de gene que o pMONS7352, exceto pela origem de replica-
¢do. Ele contém oriV em vez de oriRi.
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A figura 7 mostra um mapa de plasmidio de pMON87488, um
vetor de transformacgdo de 2 T-DNA, o qual foi usado como um controle para~
a transformacé&o da soja. Ele contém oriV em vez de orii. o .

A figura 8 mostra um mapa de plasmidio de pMONS6001, um
vetor de teste de transformagdo de 2 T-DNA com um fragmento de oriRi de
4,3 kb e o gene marcador selecionavel CP4 e o GOI (gus), como um exem-

~ plo, para a transformagao da soja.

A figura 9 mostra um mapa de plasmidio de pMON96010, um-
vetor de teste de transformagéo de 2 T-DNA com urh fragmento de oriRi de
5,6 kb e o gene marcador selecionavel CP4- eo GOl (gus), como um exem-'
plo para a transformagao da soja.

A figura 10 mostra o efeito do tnpo de origem de replicagédo sobre

a frequéncia de transformacéo no milho. As barras de erros representam o

intervalo de seguranga de 95%; * indica uma diferenga sngmflcatnva entre
oriRi (PMON97352) e or/V(pMON92726) '

A flgura 11 mostra o efeito do tipo de origem de repllcagao sobre

~a transferéncia da seqléncia da cadeia principal na transformagao do milho.

As barras de erros representam o intervalo de seguranga de 95%; * indica
uma diferenga significativa entre oriRi (PMON97352) e oriV (pPMON92726).
oriRioriV, RB, e LB indicam o tipo de sonda da cadeia principal .usada.

A figura 12 mostra o efeito do-tipo de origem de replicagdo sobre
a qualidade do transgene na transformagdo do milho. As barras de erros re-
presentam o intervalo de seguranga de 95%. 0, 1, 2, 3+ indicam o nimero

de copias.

A figura 13 mostra um mapa de plasmidio de pMON96951 con-
tendo a origem de replicagdo de repABC a partir do plasmidio p42b de Rhi-
zobium etli CFN42 e o gene marcador selecionavel de EPSPS CP4 para so-
ja.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENGCAO
A invencdo agora sera descrita por referéncia a modalidades

mais detalhadas, com referéncia ocasional aos desenhos que acompanham.
Esta invengdo pode ser concretizada, entretanto, em diferentes formas e nao
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deve ser interpretada como limitada as modalidades apresentadas neste

. documento. De preferéncia, estas modalidades s&o ilustrativas e proporcio-
“nadas de modo que esta descrigdo serd eficiente e completa, e transmitira

inteiramente o escopo da invengao para aqueles versados na técnica.

A presente invengao refere-se, em parte, a descoberta que a

| origem de replicagdo repABC, tal como aquela de pRi de Agrobacterium rhi-

zogenes ("oriR" ou "oriPAI"), que mantém 1-3 cdpias em bactérias, tais co-
mo Agrobacterium, pode ser usada em vetores de transformagéao de plantas

e pode conferir ocorréncias de transformagao altamente desejaveis. Os veto-

res da invengdo podem, por exemplo, reduzir significativamente a frequéncia .

de ocorréncias de transformagéo que transferem a regido que ndo é de T-
DNA, isto é, 0 DNA da cadeia principal do vetor, e podem, por exemplo, au-
mentar significativamente o numero ocorréncias de transformagéio com uma
ou duas cépias de T-DNA, isto &, o gene de interesse. A técnica anterior nao
ensina ou sugere o uso de oriRi para obter estes resultados inesperados de

transformacgdo. Os vetores e os métodos da invengdo aperfeicoam as ocor-

_réncias de transformacgao na prepara¢ao de plantas transgénicas de cultivo.

Conforme usado neste documento, uma planta transgénica de
cultivo contém uma molécula de polinucleotideo exégeno ou um transgene

heterdlogo inserido no genoma de uma célula de planta de cultivo. Uma cé-

_lula de planta de cultivo inclui, sem limitagdo, uma célula de-planta, e adicio-

nalmente compreende culturas em suspens&o, embrides, regides meriste-
maticas, tecido do calo, folhas, raizes, brotos, gametdfitos, espordfitos, dvu-
los, pélen e microesporos, e sementes, e fruta. Por "exdgeno" ou “heterdlo-
go" pretende-se uma molécula de polinucleotideo que se origina do lado de
fora da célula de planta na qual é introduzida a molécula de polinucleotideo.
Uma molécula de polinucleotideo exdgeno pode ter uma seqiéncia de nu-
cleotideos de ocorréncia natural ou de ocorréncia ndo natural. Alguém ver-
sado na técnica entende que uma molécula de polinucleotideo exdgeno po-
de ser uma molécula heterdloga derivada de uma espécie diferente de qual-
quer outro organismo ou da espécie de planta do que a planta na qual é in-
troduzida a molécula de polinucleotideos, ou pode ser uma molécula de poli-
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nucleotideo derivada da mesma espécie de planta que a planta na qual ela é
introduzida. A |

O polinucleotideo exégeno (transgene heterélogo), quando ex-
presso em uma célula de planta transformada, proporciona uma caracteristi-
ca agrondémica para a célula ou para uma planta transformada derivada da -
célula. Estes genes de interesse (GOIl) proporcionam caracteristicas agro-
ndmicas benéficas para as plantas de cultura, por exemplo, incluindo, porém
na limitadas aos elementos genéticos compreendendo resisténcia a herbici-
das (Patente U.S. N® 5.633.435; Patente U.S. N® 5.463.175), rendimento
aumentado (Patente U.S. N2 5.716.837), controle d¢ inseto (Patente U.S. N®
6.063.597; Patente U.S. N® 6.063.756; Patente U.S. N® 6.093.695; Patente
U.S. N2 5.942.664; Patente U.S. N2 6.110.464), resisténcia a doengas fungi-
cas (Patente U.S. N2 5.516.671; Patente U.S. N°® 5.773.696; Patente U.S. N°
6.121.436; e Patente U.S. N2 6.316.407; e Patente U.S. N2 6.506.962), resis-
téncia a virus (Patente U.S. N® 5.304.730 e Patente U.S. N° 6.013.864), re-
sisténcia a nematéides (Patente U.S. N2 6.228;992), resisténcia a doengas

_bacterianas (Patente U.S. N2 5.516.671), produgdo de amido (Patente U.S.

N2 5.750.876 e Patente U.S. N° 6.476.295), produgéo'de 6leos modificados
(Patente U.S. N® 6.444.876), alta producdo de dleos (Patente U.S. Ne
5.608.149 e Patente U.S. N° 6.476.295), teor modificado de &acidos graxos
(Patent}e‘U.S. N2 6.537.750), alta produgdo de proteinas (Patente U.S. N° -
6._38'0.466), amadurecimento das frutas (Patente U.S. N2 5.512.466), nutri-
¢ao aumentada de animais e seres humanos (Patente U.S. N2 5.985.605 e
Patente U.S. N2 6.171.640), biopolimeros (Patente U.S. N® 5.958.745 e Pub

}de Patente U.S. 2003/0028917), resisténcia a tensdo ambiental (Patente U.S.

N2 6.072.103), peptideos farmacéuticos (Patente U.S. N° 6.080.560), carac-
teristicas aperfeic;dadas de processamento (Patente U.S. N© 6.476.295), di-
gestibilidade melhorada (Patente U.S. N2 6.531.648), baixo teor de rafinose
(Patente U.S. N2 6.166.292), produgao industrial de enzimas (Patente U.S.
N¢ 5.543.576), aroma aperfeigoado (Patente U.S. N° 6.011.199), fixagéo de
nitrogénio (Patente U.S. N° 5.229.114), producdo de sementes hibridas (Pa-
tente U.S. N° 5.689.041), e producdo de biocombustivel (Patente U.S. N°
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‘5.998.700), os elementos genéticos e os transgenes descritos nas patentes

listadas acima sdo incorporados neste documento por referéncia.

A presente invengdo proporciona constructos de DNA recombi-
nante de plantas para produzir plantas transgénicas de cultivo. Os métodos
que sdo bastante conhecidos para aqueles versados na técnica podem ser
usados para preparar o constructo de DNA recombinante de planta de culti-
vo da presente invengao. Estes métodos incluem as técnicas de DNA re-
combinante ‘in vitro, as técnicas sintéticas,-e a recombinagio genética in vivo.

Tais técnicas sdo descritas em Sambrook e outros, (1989). As moléculas de

-polinucleotideos exégenos criadas pelos métodos podem ser transferidas

para uma célula de planta de cultivo por uma bactéria de transformagao de
planta, tal como Agrobacterium, ou por outros métodos conhecidos pafa a-
queles versados na técnica de transformagao de plantas. A transferéncia de
gene para as plantas foi mostrada usando diversas espécies de baciérias,
conforme descrito em Broothaerts e outros (2005) e no pedido provisorio US

60800872, neste documento incorporado por referéncia. Os constructos de

'DNA recombinante da presente invengao podem ser transferidas para uma

célula de planta de cultivo por transformég:éo usando Sinorhizobium meliloti,
Rhizobium sp., Mesorhizobium loti, ou qualquer outra bactéria capaz de
transformar uma célula de planta. | |

A .invengao inclui os vetores de transformagédo de plantas para
uso na transformagéo de plantas mediada por Agrobacterium. Os vetores da

presente invengdo sdo geralmente plasmidios, porém a origem de replicacao

- oriRi pode ser substituida por outras origens de replicagdo da familia re-

PABC para manter o nimero de copias muito baixo (1-3 copias por célula)
no Agrobacterium. Também, os vetores sem uma origem de replicagao para
a manutencdo em Agrobacterium sdo capazes de manter eles proprios no
Agrobacterium com sequéncias no T-DNA que podem ser integradas no
plasmidio Ti em A. tumefaciens, plasmidio Ri em A. rhizogenes ou no cro-
mossomo de Agrobacterium através de recombinagao homologa. Isto resulta
no mesmo efeito de uma redugao na insergdo da sequéncia que ndo é de T-

DNA e um aumento nas ocorréncias de transformagao com baixo niumero de
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copias, visto que o cromossomo, o plasmidio Ti ou Ri esta presente em uma
Gnica copia. Quando as espécies Rhizobia ou que nao sejam de Agrobacte--
rium forem usadas para a transformacéo de plantas, o GOI contendo o T-
DNA pode ser integrado no cromossomo ou nos plasml'dios de repABC nas
bactérias hospedeiras, o0 que pode produzir o mesmo efeito que o Agrobac-
terium faz.

Um vetor da presente invengao pode compreender pelo menos
uma de regido de limite a direita ou de limite a-esquerda do. plasmidio Ti de-
Agrobacterium. Os vetores podem compreender pelo menos um par de limi-
tes. Os vetores podem incluir quatro pares de limites, po'rém o vetor freqUeh-
temente compreende um ou dois pares. |

Os vetores da presente invengdo podem adicionalmente com-
preender uma regido de codificacdo para um marcador selecionavel para a
manutencdo em hospedeiros bacterianos. As regides de codificagao para os
marcadores selecionaveis incluem Spec/Strp que codifica paré a Tn7 amino-
glicosideo adeniltransferase (aadA) conferindo resisténcia a espectinomicina

“ou a estreptomicina, ou um gene marcador selecionavel para gentamicina

(Gm, Gent). Os outros genes de resisténcia incluem 0s genes de resisténcia
a carbenecilina, ampicilina, € canamicina. Outros s&o conhecidos e podem
ser prontamente usados na presente invengéo por aqueles versados na téc-
nica. .- R |

Os vetores da presente invengdo podem também compreender
uma regido de codificagdo para um gene marcador selecionavel de planta, o
qual esta tipicamente localizado no T-DNA, para selecionar as célulaé de .

plantas transformadas com o reagente correspondente. O marcador selecio-

navel de planta pode proporcionar resisténcia a um composto de selegao

positivo, por exemplo, resisténcia a antibiéticos (por exemplo, canamicina,

G418, bleomicina, higromicina, etc.), ou resisténcia a herbicidas (por exem-
plo, incluindo, porém nao limitados ao: glifosato, Dicamba, glufosinato, sulfo-
niluréia, imidazolinonas, bromoxinil, dalapon, cicloexanodiona, inibidores da
protoporfirinogénio oxidase, e herbicidas de isoxaflutol). As moléculas de

polinucleotideos que codificam proteinas envolvidas na tolerancia aos herbi-
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cidas sdo conhecidas na técnica, e incluem, porém ndo estao limitadas a
uma molécula de polinucleotideo codificando a) tolerdncia a um glifosato
incluem as'5-enolpiruvinilshikimato-3-fosfato sintases (EPSPS; Patente U.S.
5.627.061, Patehte U.S. 5.633.435, Patente U.S. 6.040.497, Patente U.S.
5.094.945, WO04074443, e WO04009761), a ¢lifosato oxidorreductase
(GOX; Patente U.S. 5.463.175), a glifosato descarboxilase (WO05003362 e
Pedido de Patente U.S. 20040177399), e a glifosato-N-acetil transferase
(GAT; publicagao de Patente U.S. 20030083480) conferindo tolerancia ao

 glifosato; b) a dicamba monooxigenase (DMO, codificada por ddmC) confe-

rindo tolerdncia aos herbicidas similares a-auxina, tais como dicamba (Pedi-
dos de Patentes U.S. 20030115626, 20030135879; Herman e outros, 2005);
¢) a fosfinotricina acetiltransferase (bar) conférindo tolerancia a fosfinotricina
ou ao glufosinato (U.S. 5.646.024, U.S. 5.561 .236, EP 275.957; u.S.
5.276.268; U.S. 5.637.489; U.S. 5.273.894); d) a &cido 2,2-dicloropropionico
desalogenase conferindo tolerancia ao acido 2,2-dicloropropibnico (Dalapon)
(W09927116); e) a acetoidroxiacido sintase ou a acetolactato sintase confe-
rindo tolerancia aos inibidores da acetolactato sintase, tais como sulfoniluréia,

imidazolinona, triazolopirimidina, pirim_idiloxibenzoatos e ftalida (U.S.

16.225.105; U.S. 5.767.366. U.S. 4.761.373; U.S. 5.633.437; U.S. 6.613.963;

U.S. 5.013.659; U.S. 5.141.870; U.S. 5.378.824; U.S. 5.605.011); f) a haloa-

rilnitrilase (Bxn) para conferir tolerdncia ao bromoxinil (WO8704181A1; U.S.

4.810.648; WOB8900193A); g) a acetil-coenzima A carboxilase modificada

para conferir tolerancia & cicloexanodiona (setoxidim) e ao ariloxifenoxipropi-

- onato (haloxifop) (U.S. 6.414.222); h) a diidropteroato sintase (sufl) para con-

ferir tolerancia aos herbicidas de sulfonamida (U.S. 5.597.717; U.S.
5.633.444; U.S. 5.719.046); i) o pblipeptideo do fotossistema |l de 32 kD
(psbA) para conferir tolerancia aos herbicidas de triazina'(Hirschbe_rg e Ou-
tros, 1983); j) a antranilato sintase para conferir tolerdncia ao 5-metiltrip-
tofano (U.S. 4.581.847); k) o acido diidrodipicolinico sintase (dapA) para con-
ferir.toleréncia a aminoetil cisteina (WO8911789); 1) a fitoeno dessaturase
(crt) para conferir tolerancia aos herbicidas de piridazinona, tais como o nor-
flurazon (JP06343473); m) a hidréxi-fenil piruvato dioxigenase para conferir
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tolerancia aos herbicidas de ciclopropilisoxazol, tais como o isoxaflutol (WO
9638567; U.S. 6.268.549); n) a protoporfirinogénio oxidase | modificada (pro--
tox) para conferir tolerancia aos inibidores de protoporfirinogénio oxidase
(U.S. 5.939.602); e4o) a ariloxialcanoato dioxigenase (AAD-1) para conferir
tolerancia a um herbicida contendo uma porgdo de ariloxialcanoatd ‘
(WO005107437). Os exemplos de tais herbicidas incluem as fendxi auxinas
(tais como 2,4-D e diclorprop), a piridiloxi auxinas (tais como o fluéroxipir eo
triclopir), os inibidores da ariloxifenoxipropionatos (AOPP) acetil- coenzima A
carboxilase (ACCase) (tais como haloxyfop, quizalofop, e diclofop), e os ini-
bidores da fenoxiacetato protoporfirinogénio oxidase IX substituidos em 5
(tais como o pyraflufen e o flumiclorac). _
Além de um marcador selecionavel de planta, em algumas mo-
dalidades pode ser desejavel usar um gene relator. Em algumas situagoes,
um gene relator pode ser usado com ou sem um marcador selecionavel. Os
genes relatores sdo genes que nao estdo tipicamente presentés no organis-
mo ou tecido receptor e tipicamente codificam as proteinas, resultando em
alguma alteragao fendtl'pica ou propriedade enzimatica. Os exemplos de tais
genes sdo proporcionados em Wising e outros (1988), qué é incorporado
neste documento por referéncia. Os genes relatores preferidos incluem a
beta-glicuronidase (GUS) do Iécus uidA de E. coli, o gene de cloranfenicol
acetil transferase de Tn9 de E. coli, a proteina fluorescente verde da medusa
bioluminescente Aequorea victoria, e os genes de luciferase do vaga—lume
Photinus pyralis. Um ensaio para detectar a expressao do g'ene_relator pode
entdo ser efetuado, em um tempo adequado apds o dito gene ter sido intro-

duzido nas células receptoras. Tal ensaio preferido envolve o uso do gene

codificando a beta-glicuronidase (GUS) do I6cus uidA de E. coli, conforme

- descrito por Jefferson e outros (1987), para identificar as células transforma-

das, referido neste documento como GUS.

Em algumas modalidades, os vetores da presente invengao
compreendem uma origem de replicagdo para a manutengdo em E. coli. Es-
tas origens de replicagdo podem ser derivadas, por exemplo, de pBR322 ou
de pUC. Um exemplo de tal origem de replicacdo é Co/E1. Os vetores da
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presente invengao podem incluir qualquer origem de replicagao que mante-
nha pelo menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70,
80, 90, ou 100 ou mais cdpias de plasmidios em E. coli. Em algumas moda-
lidades, a ori mantém um maior numero de cdpias em E. coli (por exemplo,
mais do que 5, 10, 15, 20, 25, ou 30, e em algumas modalidades adicionais,
mais do que 10, 15, 20, 25 ou 30). Tais vetores com alto numero de copias
tornam mais facil amplificar a quantidade de DNA disponivel para a trans-
formagdo. Assim, em algumas modalidades, a presente invengao inclui um

vetor contendo uma ori que proporciona altos nimeros de copias em células

~de E..coli, e uma segunda ori, tal como uma ori pertencendo a familia de re- -

pABC, por exemplo, oriRi, que mantém o numero de copias extremamente
baixo, por exemplo, 1-3, em Agrobacterium. '

Os vetores da presente invengdo também compreendem pelo
menos um segmento de DNA, compreendendo elementos cis e/ou trans, o
quai € necessario e suficiente para a manutengdo do plasmidio com baixas

cépias (1-3 copias) em uma bactéria transformadora de plantas, tal como

. Agrobacterium. O pelo menos um segmento de DNA preferivelmente com-

preende uma origem de replicagdo da familia de repABC. Ademais, o pelo
menos um segmento de DNA pode incluir uma origem de replicagdo de

plasmidio Ri de Agrobacterium rhizogenes (oriRi) e/ou brigem de repABC de

,plasmu'did p42b de Rhizobium- etli. Ainda adicionalmente, a familia de re-

PABC preferivelmente compreendénos‘genes de replicagcao repA, repB, e
repC. O pelo menos um segmento também pode compreender as seqﬂén-'

cias da regiao intergénica, igs1 e igs2. Ainda adicionalmente, o pelo menos

um segmentb de DNA pode incluir um palindromo de 16 bp apés repC.

Conforme usado aqui, a "origem de replicagéo" de um plasmidio
de "repABC", isto é, um plasmidio que utiliza tais sequiéncias para a replica-
¢do e a divisdo em uma célula, pode ser definida como compreendendo re-
PA (por exémplo, SEQ ID NO:32 de pRi de A. rhizogenes; SEQ ID NO:38 de
p42b de R. etli), repB (por exemplo, SEQ ID NO: SEQ ID.NO:33 de A. rhizo-
genes; SEQ ID NO:39 de p42b de R. etli), repC (por exemplo, SEQ ID NO:
SEQ ID NO:34.de A. rhizogenes, SEQ ID NO:40 de p42b de R. etli), igsi
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(por exerhplo, SEQ ID NO:35 de A. rhizogenes; SEQ ID NO:41 de p42b de R.
etl)), igs2 (por exemplo, SEQ ID NO:36 de A. rhizogenes; SEQ |ID NO:42 de-
p42b de R. etli), e pode opcionalmente compreender uma sequéncia palin-
drémica (por exemplo, SEQ ID NO:37). Em outras modalidades, a origem de
replicacao pode compreender aquelas sequénciés requeridas para manter o -
numero de copias baixo (por exemplo, de 1 a cerca de 3 copias) dentro de

- uma célula bacteriana transformadora de células de plantas. Os exemplos

de tais origens de replicagao de repABC sao encontrados em SEQ ID
NOs:1-4, na oriRi do plasmidio Ri de A. rhizogenes, e no plasmidio p42b de
R. etli, entre outros. R |

Em uma modalidade, o pelo mends um segmento é como identi-
ficado em SEQ ID NO:1. Em outras modalidades, o pelo menos um segfnen-
to consiste essencialmente na seguinte seqﬂénpia: oriRi de 5618 bp de ba-
ses de pMONB83882 (633-6250), identificada como SEQ ID NO:2. Em uma
outra modalidade, o pelo menos um segmento compreende e/ou consiste
essencialmente na sequéncia identificada em SEQ ID NO:3. Em mais uma
outra modalidade, o pelo menos um segmento pode ser repABC de p42b a
partir de R. etli, como identificado em SEQ ID NO:4. o |

Estdo incluidas na definicao de qualquer da sequéncia de acidos
nucléicos ou polipeptideos definida neste documento as seqﬂéhcias que exi-
bem um grau especificado de identidade com tais seqtiéncias. Por exemplo,

deve ser observado que, embora sejam descritas neste documento seqiién-

cias de acidos nucléicos especificas, podem ser feitas modificagbes nas se- =

quéncias descritas, sem sair do escopo da invengdo. Em partiCuIar, as se-
gliéncias de acidos nucléicos que sao substancialmente idénticas aquelas
apresentadas neste documento podem ser usadas com a presente invengao.
Uma primeira seqiiéncia de acidos nucleicos mostra "identidade substancial”
com uma sequéncia de acidos nucléicos de referéncia se, quando alinhada
otimamente (com as inser¢des ou as remog¢des de nucleotideos apropriadas
totalizando menos do que 20 por cento da seqliéncia de referéncia sobre a
janela de comparag¢ao) com o outro acido nucléico (ou sua fita complemen-
tar), houver pelo menos cerca de 75% de identidade de sequiéncia de nucle-
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otideos, preferivelmente pelo menos cerca de 80% de identidade, mais pre-
ferivelmente pelo menos cerca de 85%, 86%, 87%, 88%, ou 89% de identi-
dade, e mais preferivelmente ainda pelo menos cerca de 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, ou 99% de identidade sobre uma janela
de comparacao de pelo menos 200 posi¢des de nucleotideos, preferivelmen-
te pelo menos 300 posigdes de nucleotideos, mais preferivelmente pelo me-
nos 400 posi¢des de nucleotn’deos, e mais preferivelmente ainda sobre o
comprimento inteiro do primeiro acido nucléico. O alinhamento de seqién-

cias 6timo para alinhar uma janela de comparagdo pode ser conduzido pelo

‘método de similaridade de Pearson e Lipman (1988); preférivelmente por

implementagdes computadorizadas destes algoritmos no Wisconsin Gene-
tics Software Package Release 7.0, Genetics Computer Group, Madison, WI.
O acido nucléicd de referéncia pode ser uma molécula de tamanho natural
ou uma por¢ao de uma molécula mais longa.

Alternativamente; dois acidos nucléicos tém identidade substan-
cial se um hibridiza com o outro sob_condi¢6es_ severas de hibridizagdo. O
termo "condi¢gbes severas de hibridizagéo" é definido como as condigdes sob
as quais uma sequéncia de teste hibvridi'za especificamente com (uma) se-
qﬁéncia(s)'.-alvo, porém ndo com as seqliéncias que nao sao alvo, conforme
pode ser determinado empiricamente. O termo "condi¢bes severas" é fun-

cionalmente definido em relagéo a hibridizacdo de uma sonda de acido nu-

cléico com-um acido nucléico-alvo (isto é, com uma sequéncia de 4cidos -

nucléicos particular de interesse) pelo procedimento de hibridizagdo especi-

-fica (vide, por exemplo, Sambrook e outros, 1989, em 9.52-9.55, Sambrook e
'outros, 1989 em 9.47-9.52, 9.56-9.58; Kanehisa, 1984; e Wetmur e Davidson,

1968). As condicdes severas apropriadas para a hibridizagéo de DNA Séao,
por exemplo, 6,0x cloreto de sédio/citrato de sédio (SSC) em torno de 45°C,
seguido por uma lavagem de 0,2x SSC a 50°C. Os detalhes de tais métodos
sao Conhec'idos para aqueles versados na técnica ou podem ser encontra-
dos nos manuais de laboratério, incluindo, porém nao limitados ao Current
Protocols in Molecular Biology (1989). Em algumas modalidades, podem ser

usadas condi¢des de severidade menores alterando-se a lavagem para cer-
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ca de 2,0x SSC a 50°C. Além disso, a temperatura na etapa de lavagem po-
de ser aumentada de condi¢des de baixa severidade na temperatura ambi--
ente, aproximadamente 22°C, para condi¢des de maior severidade em torno
de 65°C. Tanto a temperatura quanto o sal podem ser variados, ou a tempe-
ratura ou a concentragdo de sal pode ser mantida constante, enquanto a
outra variavel é alterada. Por exemplo, a hibridizagdo usando as-sondas de
DNA ou RNA ou os iniciadores pode ser efetuada a 65°C em 6x SSC, 0,5%
de SDS, 5x Denhardt's, 100 pg/mL de DNA ndo-especifico (por exemplo,
DNA de esperma de salmdo sonicado) com lavagem a 0,5x SSC, 0,5% de
SDS a 65°C, para a severidade alta. o | |
Uma molécula de acido nucléico é dita ser o "complemento” de
uma outra molécula de acido nucléico se elas exibirem complementaridade
completa. Conforme usado neste documento, as moléculas sdo ditas exibi-
rem "complementaridade completa"' quando cada nucleotideo de umé das
moléculas for complementar a um nucleotideo da outra. Duas moléculas séo
ditas serem "minimamente complementares" se elas puderem hibridizar uma
com a outra com estabilidade suficiente para permitir que elas permanegam
aneladas uma a outra sob pelo menos as condi¢gdes convencionais de "baixa
severidade". Similarmente, as molécula_s séo ditas serem "complementares’
se elas puderem hibridizar uma com a outra com estabilidade suficiente para
permitir que elas permanegam aneladas uma a outra sob as condigdes con--
vencionais de "alta severidade". Contempla-se que as condi¢bes de hibridi-
zacao de menor severidade, tais como as temperaturas de hibridizacdo e/ou
de lavagem menores, podem ser usadas para identificar seqiéncias relécio-
nadas tendo um grau menor de similaridade de sequéncia se a especificida-
de de ligacao da sonda ou do iniciador a(s) sequéncia(s)-alvo for preservada.
Desse modo, as sequéncias de nucleotideos da presente invengédo podem
ser usadas pela sua capacidade de formar seletivamente moléculas duplas
com trechos complementares de fragmentos de DNA. A detecgé@o dos seg-
mentos de DNA via hibridizagdo é bastante conhecida para aqueles versa-
dos na técnica, e assim, dependendo da aplicagdo imaginada, desejar-se-a
empregar condi¢des variadas de hibridizacao para atingir graus variados de



10

15

: 20

25

30

19

seletividade da sonda em relagdao a sequéncia-alvo e o método de escolha

dependera dos resultados desejados. As condigdes convencionais de seve-

ridade sao descritas em Sambrook, e outros (1989) e por Haymes e outros
(1985). |

O constructo de DNA da presente inveng¢ao pode ser introduzida
no genoma de um hospedeiro de planta desejado por um método adequado
de transformacgdo de plantas mediada por Agrobacterium. Os métodos para
transformar plantas por transformagao mediada por Agrobacterium tumefaci-

ens incluem: Fraley e outros, (1985), e Rogers e outros, (1987). A transfor-

-mag&o mediada por Agrobacterium é atingida através do uso de uma bacte- «

ria do solo geneticamente engenheirada que pertence ao género Agrobacte-
rium. Diversas espécies de Agrobacterium medeiam a transferéncia de um
DNA especifico, conhecido como "T-DNA", que podem ser geneticamente
engenheiradas para carregar qualquer pedago desejado de DNA para muitas
e_spécies de plantas. Os eventos principais que marcam o processo da pato-

génese mediada por T-DNA sao a indugéo»de genes da viruléncia, e o pro-

- cessamento e a transferéncia da fita T. Este processo é a matéria de muitas

revisdes (Ream, 1989; Howard e Citovsky, 1990; Kado, 1991; Winans, 1992;
Zambryski, 1992; Gelvin, 1993; Binns e Howitz, 1994; Hooykaas e Beijers-
bergen, 1994; Lessl e Lanka, 1994; Zupan e Zambryski, 1995). As espécies

. que ndo sdo -Agrobacterium, tais como Sinorhizobium meliloti, Rhizobium sp.,

‘Mesorhizobium -loti, podem também ser usadas para transferir os genes u-

sando os constructos de- DNA da presente invengao (Broothaerts e outros,

- 2005 e o pedido provisorio US 60/800.872, neste documento incorporados
por referéncia). Podem também ser usados outros métodos para introduzir o

DNA nas células. Estes métodos séo bastante conhecidos para aqUeles ver-
sados na técnica e podem incluir os métodos quimicos e os métodos fisicos,
tais como a microinjecao, a eletroporagdo, e o bombardeio de microprojéteis.

As técnicas de regeneragao de células de plantas valem-se da
manipulacao de certos fitos-hormdnios em um meio de crescimento de cultu-
ra de tecido, tam_bém tipicamente valendo-se de um marcador de biocida
e/ou herbicida que tenha sido introduzido juntamente com as seqiéncias de
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nucleotideos desejadas. A escolha da metodologia com protocolos adequa-
dos estando disponivel para hospedeiros a partir de Leguminosae (alfafa,
soja, trevo, etc.), Umbelliferae (cenoura, aipo, pastinéca), Cruciferae (repolho,
rabanete, canola/colza, etc.), Cucurbitaceae (meldes e pepino), Gramineae
(trigo, cevada, arroz, milho, eté.), Solanaceae (batata, tabaco, 'tomate, pi-
mentas), diversas culturas florais, tais como girassol, e arvores contendo
nozes,i tais como améndoas, cajus,-nozes, € noz-peca. Vide, pof exemplo,
Ammirato e outros (1984); Shimamoto e outros (1989); Fromm (1990); Vasil
e outros, (1990); Vasil e outros (1992); Hayashimoto (1990); e Datta e outros
(1990). Tais técnicas de regeneragdo sdo descritas, em geral, em Klee e
outros (1987). Os métodos e as composigéeé para transformar plantas por
introdug@o de um constructo de DNA transgénica em um genoma da planta
na pratica desta invengdo podem incluir quaisquer dos meétodos bem-
conhecidos -.e demonstrados. Por exemplo, a transformacdo mediada por
Agrobactefium é ilustrada nas Pats. U.S. N 5.824.877, 5.591.616; e
6.384.301, todas as quais sao incorporadas neste documento por referéncia-.
As plantas que podem ser feitas por pratica da presente inven-
¢ao incluem quaisquer plantas que estejam sujeitas a transformacgao e a re-
generagéo e incluem, porém nao estao limitadas a, Acacia, alfafa, aneto,
maga, damasco, alcachofra, rucula, aspargo, abacate, banana, cevada, fei-
jao, beterraba, amora-preta, uva-do-monte, brdcolis, couve de Bruxelas, re-
polho, canola, meloa, cenoura, mandioca, couve-flor, aipo, repolho chinés, |
cereja, coentro, citricos, laranjas pequenas e "clementines”, café, milho, al-
godao, pepino, pseudotsuga, berinjela, chicéria, escarola, eucalipto, erva-
doce, figos, arvores da floresta, abdbora, uva, toranja, meldo, batata mexi-
cana, kiwi, alface, alhos porrd, limao, lima, pinheiro teda, manga, melao, co- -

gumelo, noz, aveia, quiabo, cebola, laranja, uma planta ornamental, mamao,

salsa, ervilha, péssego, amendoim, péra, pimenta, caqui, pinho, abacaxi,
banana-da-terra, ameixa, roma, choupo, batata, abdbora, marmelo, pinho
monterey, radicchio, rabanete, framboesa, arroz, centeio, sorgo, pinho do sul,
soja, espinafre, abdbora, morango, beterraba sacarina, cana-de-agucar, gi-

rassol, batata-doce, liquidambar, tangerina, cha, tabaco, tomate, turfa, uma
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parreira, melancia, trigo, inhames, e abobrinha. Nas modalidades preferidas,
a planta é uma planta de soja, milho, canola, ou algodao. Nas modalidades
particulares, a planta é uma planta de milho. Nas modalidades particulares, a
planta € uma planta de soja. Em outras modalidades, a planta é uma planta
de algodao. E ainda em mais modalidades, a planta é uma planta de canola.

Os presentes métodos produzem eficiéncias aperfeigcoadas de

‘ transformagéo, reduzindo significativamente a frequéncia de plantas trans-

formadas com o DNA da cadeia principal do vetor, ou o "ndo-T-DNA". Em

algumas modalidades, a freqiéncia de plantas transformadas com nao-T-

‘DNA é ménor do que, ou'igual a,cerca de 20%. Em algumas modalidades, a

frequéncia de plantas transformadas com nao-T-DNA é menor do que, ou
igual a, cerca de 15%, ou menor do que, ou igual a, cerca de 10%, ou menor
do que, ou igual a, cerca de 8% ou 5%. Adicionalmente, os metodos da in- |

vengao produzem ocorréncias de transformagdo com uma ou duas cépias de

'T_-DNA muito altas. Por exemplo, em algumas modalidades, a frequéncia de

ocorréncias de transformagcdo com uma ou duas cépias de T-DNA é maior

.do que, ou igual a, cerca de 70% ou 75%, conforme medida usando Sou-

thern blot. Em‘algumas modalidades, esta frequéncia é maior do que, ou

‘igual a, cerca de 80% ou 85%, e em alguns casos, 90% ou 95%, conforme

medida com Southern blot. _

| |  Em algumas modalidades, a freqiéncia de plantas transforma-
das com uma regido do vetor que ndo é de T-DNA é cerca de 50%, 40%,
20%, 15%, ou 10% menor do que a frequéncia de T-DNA verificada na

-mesma variedade de planta que tenha sido transformada com um vetor de
'transformagéo de planta que nao contenha o elemento repABC, tal como o

elemento oriRi da presente invengdo. Em outras modalidades, a freqiéncia
das ocorréncias de transformagao com uma ou duas copias do T-DNA ¢é cer-
ca de ‘50%, 40%, 20%, 15%, ou 10% maior do que a freqiiéncia das ocor-
rénciés de transformagéo com uma ou duas copias do T-DNA em relagdo a
mesma variedade de planta transformada com o vetor de transformacgao de
planta que ndao contém o elemento repABC, tal como o elemento oriRi da

presente invengao.
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Assim, certas modalidades da presente invengdo proporcionam
métodos que envolvem o uso do elemento repABC, tal como a oriRi a partir-
de Agrobacterium rhizogenes e a origem de repABC a partir do_plasmidio
p42b de Rhizobium etli, incluindo as sequéncias apresentadas neste docu-
mento, para reduzir a freqiéncia de plantas transformadas com a regido do
vetor que nao é de T-DNA. A presente invengao também esta dirigida ao uso
do elemento repABC, tal como a oriRi a partir de Agrobacterium fhizogenes
e a origem de repABC a partir do plasmidio p42b de Rhizobium etli, incluindo
as sequéncias apresentadas aqui; para aumentar a freqliéncia das ocorrén-
cias de transformagdao com uma ou duas coépias do T-DNA_. Em algumas
modalidades, ambos os métodos sdo empregados em combinagdo para ob-
ter ocorréncias de transformagdo tendo menores freqiéncias de incorpora-
¢do da cadeia principal e maiores frequéncias de ocorréncias de transforma-
¢ao com uma ou duas copias de T-DNA.

EXEMPLOS |

Os exemplos a seguir sao proporcionados para melhor elucidar
a prétiCa da presente inven¢do e ndo devem ser interpretados de modo al-
gum para limitar o escopo da presente' invengao. AqUeles versados na técni-
ca reconhecerdo que diversas modificagdes, adi¢gdes, substituicdes, trunca-

mentos, etfc., podem ser feitos nos métodos e genes descritos neste docu-

- mento, a0 mesmo tempo nao saindo do espirito e do escopo da presente

invengao.

Exemplo 1
Preparacao de Vetores

'As etapas de clonagem seguiram os protocolos padroes descri-
tos por Sambrook e outros (1989). O fragmento de oriRi de 5,6 kb, excisado
de pCGN1589 com a digestao por Dral, foi usado para substituir o fragmento
de oriV de pMONG67438 que foi digerido com PshAl e BstXl e embotado com
a T4 DNA polimerase. Isto resultou em um vetor de base com oriRi
pMONB83856 (figura 1). O vetor de teste com oriRi de 5,6 kb pMON83882
(figura 2) foi.feito por insercao dos fragmentos de gus e CP4 a partir do vetor
de controle com oriV pMON67438, sequencialmente digerido com Accl (em-
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botado)/BamHI, em pMON83856 que tinha sido aberto com Pmel/BamHl.

Para truncar o fragmento de oriRi, dois iniciadores, 5 CACGTGTACAAGG-
TAGAATCCGCCTGAG 3’ (oriRi 5’ promotor a montante; SEQ ID NO:5) e 5’
GTATACAGGCTCTCCTTCACGATCAAC 3 (oriRi 3 apos repC: SEQ ID
NO:6 ), foram sintetizados e a PCR foi efetuada com pfu polimerase de alta
fidelidade e pMON83856 como um molde. O produto da PCR foi purificado e
inserido em bMON8393_O, que foi digerido com Afel e Xhol e embotado com
T4 DNA polimerase, para substituir o fragmento de bri\/. O vetor 'resultante
pMONB83934 (figura 3), com a oriRi truncada, foi entdo confirmado por se-
quenciamento de DNA. Para preparar o vetor de teste pMON83937 (figura 4)
com uma oriRi truncada, o pMON83934 foi abeﬁo com Kpnl, embotado com
T4 DNA polimerase, e seguido por digestdo com BamHI; o fragmento de gus
e Cp4 a partir do vetor de controle com oriV pMONG67438 foi seqliiencialmen-
te digerido com Accl, preenchido com T4 DNA polimerase, e entao adicio-

nalmente digerido com BamHI. Os dois fragmentos foram ligados com T4

DNA ligase e resultaram no pMON83937.

Para construir o vetor de transformagéo de milho pMON97352
(figura 5), uma seqtiéncia ligadora contendo os sitios de -Spel e PspOMI foi
sintetizada por anelamento de dois oligos 5-AGCTTGGGCCCCTCGAGGC

TAGCACTAGTG-3 (SEQ ID NO:7 e 5-GATCCACTAGTGCTAGCCTCGA
' GGGGCCCA-3' (SEQ ID NO: 8), e inserida em pMON83856 com a digestao

por BamHI e Hindlil. O vetor com oriRi intermediario resultante foi aberto

com Spel e PspOMI e ligado com os cassetes de expressao de CP4 e gus

- excisados de pMON92726 (figura 6) com digestao por Notl e Spel (vide a

figura 5, pMON97352). O vetor parental com oriV pMON992726 foi usado
como um vetor de cohtrole para comparar com o vetor de teste com oriRi do
milho pMON97352.

~ Para construir o vetor de controle com oriV de 2T pMON87488
(figufa 7), o limite a direita de octopina foi excisado de pMON51676, embo-
tado com T4 DNA polimerase e inserido em pMON87485, que foi aberto com
Sall/Spel, preenchido com T4 DNA polimerase e tratado com CIP. Para pre-
parar os vetores com oriRi de 2T, pMON96001 (figura 8) e pMON96010 (fi-
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gura 9), a oriV em pMONB87488 foi removida com Afel e Xhol, o vetor foi
preenchido com T4 DNA polimerase e inserido com o replicon de oriRi de-
4,2 kb a partir de pMON83934, obtido por digestdo de pMON83934 com P-
mil e BstZ171, resultando em pMON96001. O replicon de oriRi de 5,6 kb a
partir de pCGN1589, obtido por sua digestao com digestéo por Dral, foi inse-
rido para produzir pMON96010.

EXEMPLO 2 ,
Transformacdo da Cultura de Soja

A transformagdo das células de soja e a regeneragdo das célu-
las em plantas férteis intactas por transformagdo mediada por Agrobacterium
podem ser conduzidas usando diversos métodos conhecidos na técnica. Um
método para a transformagdo da soja (por exemplo, Patentes U.S. N*=
6.384.301 e 7.002.058) foi utilizado com um processo de organogénese.

‘Os constructos de DNA descritos na presente invengdo (por e-
xemplo, o plasmidio pMON83882, substancialrhent_e conforme mostrado na
figura 2, e o plasmidio pMON83937, substancialmente conforme mostrado
na figura 4) sao transformadas erﬁ uma cepa de Agrobacterium acalmada
ABI. Os dois vetores de controle com oriV, pMON67438 e_‘ pMONB83898

(mesmo GOI, porém em diferentes orientagdes), foram também transferidos

para as células de Agrobacterium. Dois constructos de T DNA e os respecti-
vos controles, confor‘-’me descrito acima, foram também usados para trans-
formar a soja. O constructo de DNA foi transferido para o Agrobacterium por
eletroporacéo. Coldnias individuais foram recuperadas sobre 0 meio LB com
50 mg/l (para os vetores com oriRi) ou 75 mg/l'de espectinomicina e 50 'mg/I
de canamicina e inoculadas em 20-50 ml de meio LB liquido com a mesma
sele¢cdo, em um agitador com 200 rpm. O plasmidio no Agrobacterium foi
verificado por digestdao com enzima de restricao de plasmidio minipreparado
a partir da cultura de 10 ml. O réstante da cultura liquida foi misturado com
glicerol até uma concentragao final de 20%, dividido em aliquotas e armaze- -
nado a -80 C como culturas de sementes. |

Para preparar o inodculo de Agrobacterium para a transformacgao,
0,25-1 ml de cultura de sementes congelada foi inoculado em 250 ou 500 ml
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de meio LB com a mesma selecao de antibidticos, conforme acima mencio-

nado, e desenvolvido durante a noite a 26°C-28°C; com agitagao a 200 rpm,

_até a fase de crescimento de mid-log. A cultura foi girada e diretamente sus-

pensa em um meio de inoculagdo (meio INO) na concentragdo de DOsggo a-
proximadamente 0,3, conforme medida em um espectrofotémetrb.

O cultivar de soja A3525 foi usado para a transformagao media-
da por Agfbbacterium_, conforme descrito (por exemplo, Patente U.S.
7.002.058). As sementes de soja foram germinadas por menos do que 14

horas, na temperatura ambiente, em meio BGM, e os explantes do meriste-

“ma das sementes de soja maduras foram excisados por maquina, conforme

descrito no Pedido de Patente US 20050005321. Para a sonicagdo em bate-
lada, aproximadamente 100 explantes na cobertura de PLANTCON foram
misturados com 20 ml da suspenséao de Agrobabterium em meio INO e soni-
cados no Sonicador W-113 por 20 segundos. Para a sonicagdo em volume,
aproximadamente 1000 explantes na cobertura de plantcon foram mistura-

dos com 100 ml da suspenséao de Agrobadterium no meio INO e sonicados

‘por 20 segundos. Apds a sonicagdo, os explantes foram co-cultivados no

mesmo PLANTCON por 2-4 dias, a 23°C, com periodo de luz/eScuridéo de
16/8'horas. Entdo, os explantes foram transféridos para a superficie do meio
de selegdo WPM com 75 uM de glifosato. Cada PLANTCON continha cerca
de 50 ekplantes. Apés 2 semanas, os: explantes foram transferidos nova-
mente para o meio WPM sdlido com 75 uM de glifosato, com a radicula pri-
maria inserida no meio, cada PLANTCON contendo aproximadamente 25

-explantes. Os brotos com trés folhas inteiramente expandidas, recuperados
‘depois de 6-10 semanas ap6s a inoculagao, foram enraizados em meio BRM

com 0,1 mg/l de IAA e selegao com glifosato a 25 uM. As plantinhas enrai-
zadas foram transferidas para a estufa para a maturidade. Os diversos mei-
os usados para a transformacdo da soja sdo detalhados abaixo, na.
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TABELA 1 Componentes dos meios para a transformagao da sola

Meio BGM para a germinacdo das sementes de soja

quantidade/L Composto

0,505 g Nitrato de potassio

0,24 g Nitrato de amédnio

0,493 g Sulfato de magnésio

0,176 g Cloreto de calcio

27,2 mg Fosfato de potassio monobasico
1,86 mg Acido bérico

5,07 mg Sulfato de manganés -

2,58 mg _| Sulfato de zinco

0,249 mg lodeto de potassio

0,216 mg Molibdato de sodio

0,00025 mg Sulfato de cobre

0,00025 mg Estoque de cloreto de cobalto
3,36 mg EDTA dissddico -

2,49 mg Sulfato ferroso

1,34 mg Tiamina HCI

0,5 mg Acido nicotinico

0,82 mg Piridoxina HCI

20 g/L Sacarose (Ultra Pura)

1,299 Gliconato de Calcio (Sigma n® G4625)
60 mg Benomil '

pH 5,6

Meio INO para a co-cultura da soja

quantidade/L | Composto

Componentes do meio 1/10 B5

19

Nitrato de Potassio (KNOg)

30g

Glicose

3949

MES (pH 5,4) _

Apos esterilizagao em autoclave, o
uma concentragao final de 250 uM

acido lipdico é ad|c10nado ao inéculo até

e SOJA

Meio WPM de formacao de broto d
quantidade/L Composto
2,419 Pé WPM (Phytotech Lab)

Adicionar o WPM na agua, com agita¢ao, em um agitador magnético.
Apds dissolugao, adicionar os compostos a seguir, sequencialmente:

204g Sacarose (Ultra Pura)
11,29¢ Gliconato de Célcio (Sigma)
|60 mg Benomil (ou nenhum fungicida)

40¢

Gel de Agar (pH 5,6)
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TABELA 1 Componentes dos meios para a transformacao da soja

Meio BGM para a germinacao das sementes de soja

quantidade/L Composto
mUL ‘ Ingredientes apos a esterilizagdo em
autoclave
4 mL Cefotaxima (50 mg/mL)
1 mi Ticarcilina (100 mg/ml)
5 mL Carbenicilina (40 mg/mL)
0,15mL Glifosato (Estoque 0,5 FS) (0,075 mM)
Meio BRM de formagao de raiz :
| quantidade/L Composto
2,159 Pé MS (Gibco/Invitrogen)
0,1g mio — Inositol .
2 mg Glicina“
0,5 mg Acido nicotinico
0,5 mg Pirodoxina HCI
0,5 mg Tiamina HCI
309 Sacarose (Ultra Pura)
110 ml L-Cisteina (10 mg/mi)
18g - Agar Lavado
mL/L Ingredientes apés a esterilizacdo em
autoclave
. 15,0 ' IAA (0,033 mg/ml em 1 mM de KOH)
1 1mL Ticarcilina (100 mg/ml)
0,05 mL Glifosato. (Estoque 0,5 FS) (0,025 mM)
0,1'mL IAA (1,0 mg/ml)

Outras células de plantas dicotiledéneas podem ser transforma-
das e regeneradas em plantas intactas por métodos conhecidos na técnica
d'e transformagéb de- plan_té e cultura de tecidd. O uso de métodos mediados
pbr Agrobacterium para transferir o T-DNA dos plasmidios da presente in-

‘vencgdo é bastante conhecido na técnica. Por exemplo, algoddo (Pats. U.S.

N% 5.004.863; 5.159.135; 5.518.908, 5.846.797, e 6.624.344, incorporadas
por referéncia neste documento) e Brassica (Patente US N2 5.750.871).

Exemplo 3
Transformacao de Cultura de Milho

Dois vetores, pPMON97352 (oriRi, cépia unica em Agrobacterium)
e pMON92726 (oriV, multiplas copias em Agrobacterium como um controle)
contendo os mesmos cassetes de gene marcador seleciondvel de planta

CP4 e gene gus, ambos dirigidos por promotores de actina do arroz (figura
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5), foram eletroporados na cepa de Agrobacterium tumefaciens ABI para a
transformagao do milho. O Agrobacterium contendo o vetor em estoque de:

glicerol foi riscado sobre meio LB sélido suplementado com os antibidticos |
(tudo em ingrediente ativo) canamicina (40 mg/L), éspectinomicina (31 mg/L),

“ estreptomicina (38 mg/L) e cloranfenicol (25 mg/L) e incubado a 28°C por 2

dias. Dois dias antes da inoculagdo em Agrobacterium dos embrides imatu-
ros do milho, uma colénia ou um pequeno lago. de Agrobacterium da.placa
de Agrobacterium foi coletado e inoculado em 25 mL de meio LB liquido su-
plementado com 62 mg/L de espectinomicina e 40 mg/L de canamicina, em
um frasco de 250 mL. O frasco foi colocado sobre um agitador a aproxima--
damente 150-200 rpm e 27-28°C, durante a hoite. A cultura de Agrobacteri-

~ um foi entdo diluida (1 para 5) no mesmo meio liquido e colocada de volta

sobre o agitador. Diversas horas depois, um dia antes da inoculagéo, as cé-
lulas de Agrobacterium foram giradas a 3500 rpm por 15 min. O pélete de
células de bactéria foi ressuspenso em caldo de indugéo com 200 uM de
acetossiringona e 50 mg/L de espectinomicina e 25 mg/L de canamicina e'é
densidade da célula foi ajustada para 0,2 em DOggo. A cuItUra de células de
bactérias (50 mL em cada frasco de 250 mL) foi entdo colocada de volta so-
bre o agitador e desenvolvida durante a noite. Na manha do dia da inocula-
¢ao, as células de bactérias foram giradas e lavadas com meio liquido 1/2
MS VI (Tabela 2), suplementado com 200 1M de acetossiringona. Apés uma
centrifugagdo mais, o precipitado de células de bactérias é suspenso nova- ,
mente em meio 1/2 MS PL (Tabela 2) com 200 uM de »acetossi_ringona (Ta-
bela 2) e a densidade da célula foi ajustada para 1,0 em DOggo para a inocu-
lacdo. | '

Os reagentes estdo comercialmente disponiveis e podem ser
adquiridos de diversos fornecedores (vide, por exemplo, Sigma Chemical
Co., St. Louis, Mo).
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A linhagem de milho LH244 (Patente U.S. N2 6.252.148) foi usa-
da neste estudo. As espigas contendo os embriées imaturos foram colhidas-
e mantidas refrigeradas a 4°C até o uso. Os embriGes imaturos foram isola-
dos das espigas esterilizadas na superficie e diretamente gotejados na sus-
pensao de células de Agrobacterium preparada em tubo de microcentrifuga -
e inoculados por 5 a 20 min. Apds a suspensao de células de Agrobacterium
ser removida usando uma pipeta de transferéncia estéril com ponta fina, os
embrides imaturos foram transferidos para o meio de co-cultura (Tabela 2).
Os embriées foram cultivados em uma incubadora escura (23°C) por apro-
ximadamente 24 h. - a

Apbs o co-cultivo, os embrides foram transferidos para um meio
MS modificado (MS de Indugdo, Tabela 2) suplementadb com 500 mg/L de
“carbenicilina e glifosato a 0,1 mM a 30°C, por 2 semanas, seguidas por uma
semana adicional em uma sala de cultura escura, a 27-28°C. Todos os pe-
dagos de calos foram entdo transferidos individualmente para o primeiro
meio de regenerag¢do, 0 mesmo meio mencionado acima, exceto que 2,4-D e
picloram foram substituidos por 3,5 mg/L de BAP (MS/6BA, Tabela 2) e o
nivel de carbenicilina foi gotejado para 250 mg/L. As culturas foram movidas
para uma sala de cultura com fotoperiodo de 16 h'de luz/8 h de escuro e
27°C. Apés 5-7 dias, bs pedagos de calos foram transferidos para o segundo
meio de regeneragdo (MSOD, Tabela 2). Em outras 2 semanas, 0s pedagos
-de-calos que tinham brotos regenerados foram transferidos para o mesmo
meio sem horménio em Phytatrays® pafa mais desenvolvimento. As plantas |
regéneradas (RO) com uma ou mais raizes saudaveis foram movidas para o}
solo em potes de turfa em uma camara de crescimento. Em 7 a 10 dias, elas
foram transplantadas para potes de 30,48 cm (12 polegadas) e movidas para
uma estufa com condigdes para o crescimento normal da planta de milho. As
plantas foram autopolinizadas ou cruzadas com plantas do tipo selvagem.
EXEMPLO 4
Anélise Molecular para o DNA da Cadeia Principal e o Numero de Cdpias

A. Soja transformada com Constructos de Um T-DNA

O DNA foi extraido das amostras de tecidos coletadas das plan-
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tas desenvolvidas em estufa, transformadas com os plasmidios de DNA da
presente invencdo. Um método a base de PCR foi usado para testar o DNA
quanto a presenga da sequéncia de oriRi usando o iniciador dianteiro de re-
pA 5°-ACAAGGTAGAATCCGCCTGAG-3" (Xd487b; SEQ ID NO:11) e o ini-
ciador reverso de repA 5-TTCAACTCTGGCATCTCAGAC-3" (Xd488; SEQ

ID NO:12) como um indicador da cadeia principal do vetor. Este DNA esta

'adjacentea'LB e a sua presenga no DNA extraido das plantas regeneradas

indica que ocorreu a transferéncia das sequéncias do vetor além da LB. O
DNA pode ser isolado dos tecidos das plantas por qualquer niumero de mé-

“todos, por exemplo, o procedimento de CTAB (_Rogers e outros, 1985) ou o

Kit de Planta DNAeasy® 96 (N© do Cat. 69181, Qiagen Inc., Valencia, Calif.)
seguindo as instrugdes dos fabricantes. O Taqman® (PE Applied Biosystems,

" Foster City, Calif.) é descrito como um método de detectar e quantificar a

presenca de uma seqliéncia de DNA e é inteiramente entendido nas instru-
¢oes fornecidas pelo fabricante. As moléculas de iniciadores de DNA (SEQ
ID NO:11 e 12) foram usadas no método descrito para identificar o DNA de

- oriRi a partir dos extratos de plantas. As condigdes e o aparelho usados po-

dem ser modificados por aqueles versados na técnica para proporcionar 0s

‘mesmos resultados.

Os eixos dos meristemas da soja excisados das sementes ma-

-duras foram transformados com um plasmidio de DNA de controle

(PMON67438 ou pMONS83898) e um plasmidio da presente invengdo
(PMON83882 ou pMONB83937), entao regenerados nas plantas intactas. As
plantas intactas foram analisadas quanto a presenga do gene de interesse

'(CP4) e das sequéncias de oriRi e oriV sem T-DNA. A Tabela 3 mostra os

resultados desta analise.

Das 39 plantas testadas, somente 3 tinham sequéncias da ca-
deia principal do vetor, uma freqiéncia de 7,7%. Em comparacgao, o plasmi-
dio de controle (um plasmidio com oriV) exibiu uma freqiiéncia da cadeia
principal do vetor de 21% a 25% (depe‘ndendo de quais amostras foram con-
sideradas). Esta diferenca é bem dramatica e inteiramente inesperada.

Um outro componente importante de uma planta transgénica
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comercialmente vidvel é a ocorréncia da baixa complexidade do inserto. Isto
é frequientemente referido como "baixo nimero de cépias". E dificil selecio--
nar a progénie e reproduzir com éxito a caracteristica transgénica se o nu-
mero de cdpias do inserto for muito alto. Idealmente, somente uma Unica
copia do transgene estaria presente em uma ocorréncia transgénica.

O numero de cépias pode ser determinado por diversos métodos

_ conhecidos na técnica da biologia molecular. A analise por Southern blot € o

método mais comumente usado. Os métodos que utilizam.a tecnologia Inva-
der® (Third Wave Inc. Madison, WI) sdo também usados para determinar o
nimero de cépias dos insertos de T-DNA nas plantas transgénicas. - ’
As células de plantas de soja foram transformadas com um
plasmidio de DNA de controle (PMON67438) e um plasmidio da presente
invengdo (PMONB3882), entao regeneradas nas plantas intactas, conforme
acima descrito. As plan_tés transgénicas resultantes foram analisadas quanto
ao numero de cdpias usando dois métodos diferentes: 1) o método do “Inva-
der CP4" e 2) a Southern biot. Os resultados sdo mostrados na Tabela 3.
Tabela 3. Efeitos da cédeia principal do vetor de pRi ori so-
bre a frequiéncia da transformacéo, o numero de 'cépias, e o inserto na
transformacao da soja. 2 Dados reunidos a partir de trés experimentos
em conjunto. ® Nimero de plantas a partir da comparagéo em conjunto.

° Numero de plantas reunidas de plantas de pMON67438'produzidas.

pMON TF | Cadeia Principal Invader CP4 Invader CP4 Southern
1 Cépia 1+2 Cépias . | N®de Copias de
, GUS

83882 | 1,26% | 7,7% (3/39) oriRi | 41% (16/39) | 79,5% (31/39) | 56,4% (22/39)
(oriRi de ' 1 Cépia
5,6 kb) ‘ 33,3% (13/39)

: 2 Cépias
67438 14% | 21% (8/38)° 37% (14/38) 60% (23/38) - N/D

(oriV) 25% (56/226)° oriV | 25% (57/226) | 63% (142/226) | N/ID -

Utilizando o método do “Invader CP4", o plasmidio inventivo,
pMONB83882, resultou em ocorréncias de transformagdo com uma unica cépia
41% do tempo, em comparagdo com o plasmidio de controle pMONG7438, que
resultou em uma ocorréncia de transformagdo com uma unica cépia somen-

te 25% do tempo, usando as amostras reunidas de outros experimentos, ou
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somente 37% do tempo, usando os experimentos em conjunto. Consideran-

do as ocorréncias de uma e de duas copias juntas, o pMONB83882 resultou
nas ditas ocorréncias 79,5% do tempo, em compara¢gao com 66% a partir
dos experimentos em conjunto e 63% a partir das amostras reunidas empre-
gando o plasmidio de controle. Usando a comparacéo por Southern:blot, o
pMONB83882 produziu ocorréncias com uma copia 56,4% do tempo e 33,3%
do tempo ocbrréncias com duas cépias, para um total de quase 90% de o-
corréncias com uma e duas copias combinadas. Novamente, estes resulta-
dos tanto foram dramaticos quanto inesperados.

B. < Analise Molecular do Numero de Cépias de Transgene em Trans-

formantes com Dois T-DNA de Soja.

Para analisar o impacto de oriRi sobre a transforma¢édo com 2T-
DNA, o vetor com oriRi de 4,2 kb de 2T pMONS96001 foi comparado em con-
junto com o vetor com oriV de 2T pMONB87488 por seis vezes. O vetor com
oriRi de 5,6 kb de 2T pMON96010 foi também incluido nos ultimos dois ex-
perimentos de comparagao nestes experimentos preliminares (Tabela 4,

~Grupo A). O DNA total foi extraido dos segmentos de sementes das semen- |

tes maduras colhidas da estufa e usado para determinar o nimero de cépias
do transgene pela tecnologia Invader usando a sonda de CP4 e as sondas
de NOS. O ensaio de detecgdo CP 4 Invader® usou a seqtiéncia a séguir
como'um sitio de alvejamento: 5 TCGCTTTCCTTGACGCGGAGTTCTTCCA
GACCGTTCAT CACGG 3’ (SEQ ID NO: 13) e GTAGGTGATTGGCGTTG
(SEQ ID NO:14) como uma seqiéncia de sonda. O ensaio de detecgdo NOS
Invader® usou a seguinte seqiiéncia em 3' como um sitio de alvejamento
TGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACT (SEQ ID
NO:15 e GTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGA (SEQ ID NO:16) como se-
quéncia de sonda NOS Invader®.

~ Os transformantes com 1 e/ou 2 -cdpias foram aumentados de
35% ho vetor com oriV de controle para acima de 40% em ambos os vetores
com oriRi. A freqiéncia de plantas sem marcadores nas plantas RO (ocor-
réncias sem marcadores/plantas RO totais) foi aumentada de 4,76% no vetor
de controle com oriV para 16,4% e 18,4%, respectivamente, no vetor com
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duas oriRi. Globalmente, a freqiéncia de transformagdo sem marcador (o-
corréncias sem marcadores/numero inicial de explantes) mais do que dupli--
cou nos dois vetores com oriRi de 2T comparados ao vetor com oriV de 2T.

Experimentos adicionais em paralelo com maior numero inicial
de explantes foram usados para comparar o vetor com oriV de controle de
2T com o vetor com oriRi de 4,2 kb de 2T (Tabela 4, Grupo B). O vetor com
oriRi de 2T reproduziu os resultados: a freqiéncia de ocorréncias com 1+2
copias e a frequéncia sem marcador (% de MF) sdo ambas aumentadas e a
frequéncia de transformagao sem marcador € mais do que duplicada no ve-
tor com oriAi. Os resultados indicaram que os vetores com oriRi de 2T sdo
significativamente mais eficientes em produzir plantas sem marcadores do

que o vetor com oriV de 2T, pbr aumento das ocorréncias com poucas co-

'pias e melhora da frequéncia de transformagdo sem marcador.
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C. Analise Molecular do DNA da Cadeia Principal do Vetor e do Nu-

mero de Cdopias do Transgene em Milho Transformado com Construc-
tos de um T-DNA
Para investigar o efeito da origem de replicagao oriRi sobre a

transformag¢ao do milho, o vetor com oriRi de 5,6 kb pMON97352 contendo -
os genes gus e CP4, ambos dirigidos pelo promotor de actina do arroz, foi
comparado ao vetor com oriV pMON92726 .como a mesma estrutura de T-
DNA contendo os genes gus e CP4. Os embrides imaturos do milho do culti-
var LH244 foram inoculados com Agrobacterium contendo o vetor com oriRi
ou o com oriV em paralelo. Cada tratamento consistia em cerca de 110 em-
brides. No total, 16 experimentos de compareiq:éo em: conjunto foram inicia-

dos. O vetor com oriRi mostrou uma freqiiéncia de transformagao significati-

‘vamente menor do que o vetor de controle com oriV (figura 10), com TF me-

dia de 9,5% e 16,3% para os vetores com oriRi e oriV, respectivamente. En-
tretanto, a eficiéncia de trahsformagéo global com os vetores com oriRi e
oriV foi a mesma. |

| A presencga da seqi]éndia da cadeia principal nas plantas de mi-
Iho transgénicas foi determinada pelo ensaio Endpoint TagMan® (Applied
Biosystems, Foster City, CA) para a sequéncia de oriRi ou oriV, as sequén-
cias de LB que estédo flanqueando a 3' para a leitura completa curta préxima
ao sitio de corte de LB e as seqiiéncias de RB que estdo flanqueando a 5
antes do sitio de corte de RB para a leitura completa da cadeia principal in-
tacta. Os iniciadores de oriV séao 5' AACGCCTGATTTTACGCGAG 3 (dian-
teiro; SEQ ID NO: 17) e 5' CAATACCGCAGGGCACTTATC 3 (reverso; SEQ
ID NO:18), com a sonda CCCACAGATGATGTGGAC (SEQ ID NO:19) rotu-
lada com o corante fluorescente 6-FAM na extremidade de 5'. Os iniciadores
de oriRi sdao 5' TGGCAAGGAATGGGTTTGAG 3’ (dianteiro; SEQ ID NO:20)
e 5 CTACAACTACAGGCGCTGCTTTT 3’ (reverso; SEQ ID NO:21), com a
sonda 6-FAM-TGGCGAAGTCTGTCC (SEQ ID NO:22) para detectar a se- -
quéncia de oriRi 621 bp a jusante do sitio de corte de LB. Os iniciadores de
flanqueio a 5' de RB sdao 5' GCCAAGGGATCTTTTTGGAAT 3 (diénteiro;
SEQ ID NO:23) e 5' CCACCCAAACGTCGGAAA 3’ (reverso; SEQ ID NO:24),

o
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com a sonda 6FAM-TGCTCCGTCGTCAGG (SEQ ID NO:25) para detectar o
flanqueio a 5' de RB 186 bp antes do sitio de corte de RB. Os iniciadores
para detectar LB 35 bp a jusante do sitio de corte de LB eram 5
GCACCCGGTGGAGCTT 3’ (dianteiro; SEQ ID NO:26) e 5 TCTGCCTAACC
GGCTCAGT 3’ (reverso; SEQ ID NO:27), com a sonda CATGTTGGTTTC
TACGCAG (SEQ ID NO:28) rotulado com o corante fluorescente 6-FAM na
extremidade de 5. Aproximadamente 10 ng de DNA foram usados para a
reacdo do Endpoint TagMan® de acordo com a instrucdo do fabricante (Ap-
plied BiosyStems, Foster City, CA). =

| -Conforme mostrado na Figura 11, aproximadamente 95% das
plantas transgénicas derivadas do vetor com ofiRi estavam livres da cadeia
principal, 0 que € significativamente m_elhor do que o vetor de controle com
oriV mostrando aproximadamente 78% de freqUéncia sem a cadeia principal.

Visto que a cadeia principal do vetor comega em LB, apos o sitio de corte, e

termina antes do sitio de corte de RB, o uso de trés sondas diferentes da

cadeia principal (LB a jusante, oriRi/oriV e RB a montante) nas plantas deri-

‘vadas dos vetores tanto com oriRi quanto com oriV revelou que a maior par-

te da cadeia principal do vetor transferida continha a sequéncia inteira da

‘cadeia principal do vetor.

O numero de copias db transgene CP4 foi determinado pelo en-
saio Invader® de acordo com a instrug:éo do fabricante (Third Wave Techno-
logies Inc. Madison, WI) usando a sequéncia de CP4. O niimero de cépias
do transgene gus foi medido por determinagdo do terminador transcricional
do cassete de gus (mostrado como Pis 4 nas figuras 5 e 6) usando a tecno-

logia de _Tachan® (Applied Biosystems, Foster City, CA). Os iniciadores de

pinll de TagMan® eram 5 ATGAAATAAAAGGATGCACACAT 3’ (dianteiro;
SEQ ID NO:29) e 5 ACAACTTTGATGCCCACATT 3 (reverso; SEQ ID
NO:30), com a sonda TGACATGCTAATCAC- (SEQ ID NO:31) rotulada com
os corantes fluorescentes 6-FAM na extremidade de 5' e MGBNFQ na ex-

tremidade de 3'.

A figura 12 mostra os resultados do ensaio do numero de cépias

do transgene. O vetor com oriRi aumentou significativamente a freqliiéncia
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de plantas com copias individuais comparado ao vetor com oriV de controle,
enquanto que a frequiéncia de ocorréncias com 2 ou mais copias no vetor
com oriRi foi diminuida. Ambos os ensaios TagMan® e Invader® com duas
sondas diferentes mostraram resultados similares. Visto que as plantas sem
a cadeia principal com cépias individuais sao aé mais valiosas tanto paraa -
pesquisa quanto para o desenvolvimento, o vetor com oriRi que aumenta a
freqiiéncia com copia unica e que diminui as ocorréncias contendo a cadeia
principal no milho representa um aperfeicoamento significativo para a quali-
dade na producgéo de ocorréncias transgénicas.

Exemplo 5
Constructo de vetor de transformagao de planta contendo a origem de repli-

cacao de repABC a partir de Rhizobium

Para clonar a origem de replicagéao de repABC a partir da cepa
de Rhizobium etli CFN42, a cepa da USDA foi obtida do USDA Rhizobium
Collection Center. Um fragmento de repABC de 4,3 kb foi amplificado a partir
do plasmidio de R. etli p42b encontrado na cepa CFN42, por PCR, com os
iniciadores 5 CCACGTGAGTTACGGCTGATCGACCAGAC 3’ (Xd745; SEQ
ID NO:9) e 5 GCCTAGGACGTCAACTCCAACCGCACCGT 3’ (Xd746; SEQ
ID NO:10), e ligado ao vetor de clonagem de embotar TOPO (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA), o que resuitou em pMON96941 e foi cdnfirmado ‘por
sequenciamento. O fragmento de repABC foi dfgerido com Pmll e Avrll (mos-

trados pela sequéncia sublinhada nos iniciadores) e ligado ao pMON9694'84

aberto com Smal e Avrll. O ligado foi transferido diretamente para as células
competentes de Agrobacterium tumefaciens AB2 (uma cepa sensivel a ca-
namicina), e preparado sobre placa de LB com 50 mg/| de canamicina. As

colbnias resistentes a can foram inoculadas em meio LB liquido com 50 mg/|

de canamicina, e um DNA de plasmidio foi preparado por miniprep. O cons-

tructo foi confirmado através de digestdo por restrigdo. Visto que o vetor
PMON96951 nédo contém uma origem de replicagdo de E. coli, ele néo pode -
ser mantido na E. coli. '

O pMON96951 (figura 13) é usado para transformar as espécies

de plantas conforme descritas acima. As ocorréncias transgénicas siao anali-
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sadas quanto a integragao reduzida da cadeia principal do vetor e a alta fre-
| quéncia de ocorréncias de transformacgdo com poucas copias pelos métodos
“descritos no Exemplo 4.

As outras modalidades da inven¢ao serdo aparentes para aque-
les versados na técnica a partir de consideracao do relatério descritivo e pra-
tica da invengéo descrita neste documento. Pretende-se que o relatorio des-
critivo e os éxemplos sejam considerados como ilustrativos somente, com
um escopo e um espirito verdadeiros da invencdo sendo indicados pelas

reivindicagbes que se seguem.
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<110>

<120>

<130>

<140>
<141>

<150>
<151>

' <160>

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

<400>
agatcctaca

ggegecgeaga

‘atgaacatat

ggtggagttt

cégcagaatc
cactggcaag
.-tagggttgaé
atcatcttaa
aggegtccaa
cagagttgaa
atgtgattcg
gtcgaggegg
agaccaccac
ccattgatet
acgttggcce

tcgaacgagt

YE, XUDONG
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS
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PETERSON, MICHAEL W

VETORES E METODOS PARA A EFICIENCIA APERFEICOADA DE TRANS-
FORMACAO DE PLANTAS

"MONS : 124W0
DESCONHECIDO
2006-09-06
60/714,501
2005-09-06
‘44

1

7299

DNA

Agrobacterium rhizogenes

1
aggtagaatc

gggcgaccﬁc
ﬁcaaatggca
ttcgacctga
ggcgctaatt
gaatgggttt
ggccttgatg
ggttttcceg
gctgctegge
tgttagcatg
gaagtatatg
cgagcagctt
cgeccgegeat
cgatecteaa

gaacgaaacg

cgtcegaggg

cgcctgagtc
tttttgggtt
atctctctaa
gggcgttaac
gccageggeg
gagatgécga
gagegtcatyg
ccgeattecg
gttggcéagt
agccegggtg

gatcaggtcg

.caggttatct

ctggcgcagt
gcgagecttt
ctctacggeg

acttacattc

gcaagggtga
acgattgtég
ggcattggaa
cttctgttaa
gaacttttce
agtctgtect
ccgétgccct
agaagggcat
catatttacg
gcaggcgaat
gccgcgggaa
ctgtgatgaa
acctcegcetat
ctgcactctt
ctataaggta

ccgaceteea

cttegectat
gattatcact
ataaatacaa
cctaaaaéct
agtttegega
aaaagcagcg
ctcéagccaa
tcgaacatte
gcagaécgcg
gttctcaatt
cecggegetac
tttcaaaggt
gcgeggatat
tgggagccaa
tgatgatgaé

cctgattcct'

attggacgac
aaaacaatac
ataacggttg
cttgcccaaa
aaaaﬁatcgc
cctgtagttg
cttecaagcac
gggccategg
tctgagatge
gaagatatcc
ctgecacatce
gggtcgggta
cgagtcttgg
ccggagacgg
caggtggcaa

ggtaaccttg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800

960



agctgatgga
cgetcetttta
tggtcatcga
cgteccattcet
tggcaatgac
attggatgcg
taggttatct
ccgeggttte
tcacgegetce
aaacactgat
ctcaactgac
gecegectecte
tggtaacgcea
tctegetgaa
gcaggatcgt
gcaagtccca
cggccaccgc
cgaactgacg
tcttacctte
gattgtcaﬁc
cgacgccﬁtc
gagttggcaa
atatgctatg
cgctagtctg
cggcaccaga
gaaggcgacé
gtaccacgct

caacgtcgee

gtttgaacac
tggtcgceatce
ctgcectecece
tgtcacggtc
atcgaacctt
ctatctgata
gcggtcgatt
ggacgctgge
gacctatgat
caaaaaagca
gccectgaga
ggcgtaacaa
ctgcgagagc
ggtcaggcag
atgcgagggg-
atccttgtge
cggctacgeyg
gacgagcaag
atcgaaaagg
gecegegatgt
ccctctgaac
caacttgccg
tcggaggaagd
aagcccagtce
attgcacagg
cccgattttg

gagaaccaac

gtcgcggaag

gatacgccac
agccaagtaa
cagcttgggt
catccgecaga
ttgcgtgaaa
acccgttteg
ﬁttggégaaa
ctgacaaacc
cgagcecttgg
tggggtaggc
cgtecgecege
ggaaggagcg
aaaacgatcg
tgatagagtt
acattgacgg
gaccgcatcce
ccgtttcaga

tggtegtage

cgcgcttcgc.

cgatcgacaa
tgaccgatge
agcetgattga
ttcaagcgcet
gggttgcgeg
tgacgcagag
cgaccttegt

ggaaacgggg

ccecttetgte

44

gcgegetdat
ttgaagatat
atctcacgcet
tgctggatgt
tcgagéatgc
aacégagcga
atgtcctcaa
agactétatt
aggcgatgaa
ccacatgagce
cgacaatagg
cgatceggea
tcttageegt
ggatgccteg
gctccttact

gagccagecg

actcggactt

acagggtcaé
acatcgccetg
gagcaatttg
tattggtgcece
gaaagtttct

gceateggea

tggactteec

caaggccaaa

_gctcgatcat

agagtaaacc

tectectagege

gaaccgeaaa
‘cgcggataac
atcegeattg
gatgtcgatg‘
tggcgccaag
cggaccacag
ttttecgatg
céaagtggﬁg
cgccgtcaaé
cggaagcaca
acggcaaaga
acgaagctca
gccgaagaga
tcaatagaac
tcgateceggg
ggccgatatcv
ccggtcagag
gaaaacaatg
aaéaggcagt
tccaagatge
geteetagts
tcacecggeceg
gaacgat;ca
gaggtcatgg
ctggaaatca
gtgccagege
gcaaaagaaa

gaacagaatc

gagggcgaca
ta;gacgtcg
actgcggcgé
aaccagtﬁtc
ttcaagttta
aaccaaatgg
cttaaaacca
cgtggectgt
g#cgagatég
tcettggegt
accgctccat
cagcgaacat
tcgageggeg
cgtetttegt
aacaaggaca
aggttgecctt
cggtegttcg
agcgcgaaga
tftctcgaga
ttctgectegt
ttggacggec
acgtggctaa

aggcggtgat

ccaccccaga

cgattgacag
tgtatcaage
agagcccect

gcatttccte

1020
1080
1140
1200_
1260
1320
1380

1440

1500

1560
1620

1680

1740

1800
1860
1920
1980

2040

2100

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580

2640



‘gaatcctcgt
aggtgaaaga
cttgegettg

- aagtggaagg
agtcttgecg

gcécagctga

~ggcgcgactt
gatagcgcca
tttggcttcg

* caggtgatgg

Acgggacgttc
gctgtcgagg

gatgtagagt

J gaaattagag
- cagaattcaa

gctaagccga
atgatcctga

_tggegtgacc

gcttaccaag
attttggagce

- cggagcgage

.9996399993
cagctgacca
atccgattcece

‘cgaaggcece
ttgceggeeg
" tgactcttgg

gacgaagaga

cctagaggta

caagagtttt
tgatgcagac
tgcggegeca
tctﬁtagaga
tecttgatge
tegtettece
‘tgegtaggcea
acggaaagcg
atttétctcc
ccgatcgage
ggaééctaat
aagtctatgt
caattctega

acaattcaga

.aacccgaate

gtgaaataga
aagcatgecec
tcatgtcggce
acgegtgtga
gagcgaactt
tcgggaagtt
cgttgeggtt
cagacétaat
cggagtacca
atgccgatcg
aggcatgtag
atcgagctgg
tccagaatcce

gaagagcaaa

tagcgeegtt
aggaagtgta
gacggegetg
cgcgteccgeg
gctattgage
gtcgaatgct
catcgccatg
ttacgctegt
gcttctegeg
agcattcagg
taéggcagct
ggaacttgtg
agagatgtgg
aaataatagc
cgttaatgaa
ccgggcaagyg
gaccattgge
tgecggtggtg
ggcaatggga
catcaattcg
ttecacttgge
tggctagaaﬁ
aégttgaaaa
agcgtgctct
ttgatcgtga
tcgcggagea
cagacaaagc
gccggacggt

gaaagcacca

45

ttggtgaget
acgacgccat
gccgataﬁca
gccatggaac
tttcaccegg
cagcttgeccec
ctcgtggagt
aaggatggcg

cggtccgaag

atggccaaag.

atggaagagg
ggtagaatte
atéctccagg
accaatgcetg
cttgaacctce
agcgagccga
aattatgggc
gttcggtcﬁa
ccggagaatg

cccgggggcet

ccgatgataa

tagcgagtai
catgagcgtt
gatgggagcg
aggagagcct
ctgcctattt
aataacccac
actgctgetg

gccgaaacag

gatttecttt
tcgggeggeg
aacaaggcaa
tacttggaat
aaacggagtt
ttecgggcgea
caggcttgat
ctggtcagat
agctagcgat
aaagtctgac
gagcggaggg
cacgegeece
aagagataat
ccéagagcga
gctctgaaaa
taaaagegtt
cgagcggtgce
tgctgggggt
cggcagcage
gtctccgaga
tggcgetett
ggagcaggat
ttttggatga
ataacattac
gctctacatg
actgccctag
acagaggacé
ccgaagttga

cccgcacggg

gcetgetgaa
gccaatgacg
gacagcggac
ccagtcecaac
gégtcaggag
tgggatggct
cgtceggaag
cgégcgcgcg
gatggcacag
gatttgcega
cgactggcaa
gacgéttgct
caaccggttg
gcagcacata
ggagcagggc
ccccecteggg

ggttgctage

cagccecgteg

gatggegtge
tctgacacgg
gaaggctagc

ggtctgtggt

tcgacagace

tcaacaagca
cggcggtatf
gcacaaacgt
at;aatggct
gccggcetget

atcgttcaaa

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

3780

3840

3900

3960

4020 .

4080

4140

4200

4260

4320

4380



tcecgtgaage
. atcgaagctce
tccgttcaga
geccgtgtetg
cggcggcetca
caa;agactt
catctctcaa
agcaatccca
gacgaacagg
ggcggtggge
cegtteegte
ccaggttttg
ttgatcgtga
ggcgcectgag
étaatgatcg
ttttgecactc
acatcgégcg
ctggccaggt
attgacccac
cgttgatctc
ctgtggta#f
attatggcca
atttgcacac

atgacgatgce

caaaaaactt

gtgcgtacgg
atgacaacgc

aaagggatta

cgaaaacceg
aggtegetgg
cctattatea
tttcagttga
gaaagctagce
ggaatcaact
tgaatgaatg
atcttectgge
cgacaagcca
cgtgcggtcg
ctggagaagg
aggaagagct |
agctcegtga
cacgatgctg
cggcgcﬁtga
ggagacacag
gatcaaggga
ccaacctacyg
tcggctgacg
aggccgttge
gcctatttea
cacctctacg
acataccteg
gatcgccéac
cacaaaactt

aaaattccat

tgtgccgaag

tgcgttggca

cggcctcage
cggcgcaace
atggaagaga
cgatgaactc
ttctetctga
agecggcecttt
ccttggaaaa
atatgaaaaa
aggccegacce
cggccgacgg
ttgtcgcgte
tgeccgetate
ggagaacgac
gccecacttge
acatcgctag
cctcccaaaa
aactggaatg
gccatgceceg
gtacatcagc
ggcagaaaac
§atgaaa¢ag
atctagggag
atgcggaata
atcgcgeate
aagctgatta
cgacgcatta

gaaggattcg

ggagagcgaa

46

aaccgagaaa
ttgaaggacg
gctgecggtte
ggcgagttca
aaaattgcgce
gggggtccect
tttecgegea
accacgacce
aacgtcaatc
agtcgtgeceg
caaggttacc
gaggcggaaa
aggcttaagt
ttcageggge
gggtettegg
acctggegec
acatcctteg
caaagccaac
tggcgagcete
ctccatcctce
ccttttttaa
tgcgagaagt
aaéatgcatc
acattgttac
acaaatcagt
gccggcttgg

tagaacatcc

ttgaggeggt

aactggagaa
ccgﬁﬁaagat
aacctgtcte
tccaactcga
gcagaaaacg
cgctaaatca
ttectgatcgt
aaattegteg
tggggcaatc
aagagtagtc
gtcgtggtec
accgtegtcet
tcgegetteg
aaacaacatg
cgecgetgaa
gctegttggt
acccgtcacg
ggcafttcca
atcecggacce
gcagccgatc
acttggcgcg
ggaaagaaat
atcgecttggt
agacgacccg
gaaacagggt
tattgctagt
tgaatatgcet

tggtggaact

gatcggtcaa
cgtgggtatt
acagaatccg
ggaggaaaat
cggacttacg
acttgacgcg
tgcgcﬁatca
tcgaatataa

tgggtttgcea

tgcegcaagt

ctcggtgcetg

gaagcgecctce

acgatttggg

gagtggagat
ccétgctcca
gaacteccteca
gcgatccget
cétcaagcac
agacgaactg
caacacttte
tcattctgét

gaagaacccg

‘gaggccetgg

gtggaaacgt
ttcgaacgcea
aaggcgctat
ccagctectge

ttcaggttge

4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100

5160

5220

5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000

6060



aaacacctcea
atcaagctca
gccatecgtgt
V tgccaaccga
aagacagcct
tccattggac
cagcctggceg
cgatccacag

ggcccttgea

gccctegtga

aaatccgcac
atccegtceece
cggtgacggce
agagcctgcet
ttcagttcege
qtctccatﬁt
tecggegacga
accgecttge
.agcgcgtttg
ataacgcgtt

atcaatattt

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

<400>

2

5617
DNA -
Agrobacterium rhizogenes

2

gcggaaaccg
tgccecttgag
tgtgaacaaa
cgaéaatttt
aaaagcaaag
gcagagagaa
ttccaatcaa
tgatatcgag
acaaéctata
agggcggggt
gtcaaatgtg
catttctgac
caccaccaaa
tcaggctgat
tctccaaata
tcactagege
aatggéttté
cggcageggce
gcttgegggyg
atcactggat

ccagatcgag

agatcctaca aggtagaatc

ggegegeaga gggcgaccte

atgaacatat tcaaatggca

ggtggagttt ttcgacctga

getettgtag
tctatagccec
atgctcgage
tgtggaacgt
atgctggatg
ctagttgaag
aagccaattg
gtgacaaaca
agcgatacgt
cgataattac
gcttttactt
ctaacggttt
ggacatgtte
gatctccttce
ggcgttgege
gttatggtaa
ggaatcgagt
gagccgggceg

ccgegaggaa

agcatecggeg

atggattgaa

47

atcatatctt
ctecatgttgg
actttgcéac
acgctttgtc
tggtgttaga
ggtggcatca
tcgaggggceg
ggagtgattt
tegatettge
atctattggt
cchatttca
catcaccggg
gctcacgcegg
agtgcgttgg
ttatcecagee
ttcaaccgta
tcaggtatgt
cggtaagcéc
atttgggagt
caggcggatg

gacctgaag

cgectgagtec gcaagggtga

tttttgggtt acgattgtag

atctctctaa ggcattggaa

gggcgttaac cttetgttaa

gagtatgceac
cgatctaagce
ccegtttceaa
caaggcgttt
gcatectecac
agacégtgaa

acttgcagac

"tgcgaggatg

gcgtgaggag
c;ttctgccg
éttgaagcgc
gcagggagcg
tgcetcegtg
tgtgaatceg
tcgtecgate
actcctcaaa
égccgécatg
gttgaatttc
aaccataacg

gcgegetteg

cttcgectat
gattatcact
ataaatacaa

cctaaaagct

gaaggttteg
gcggaagate
gaaggggggc
cctecatatgg
ttagccaacce
gctgagaagt
ctcgaacgat
egttcagcca
ctcaaaagcc
aacctctatg
taagctgaaa
gcgettaaaa
cttetttgea
ctccéggcgt
ttcttecaag
aaaagcacgt
cacgacgcga
ecgcttgggtc
gttatttatc

ccgggtcgaa

attggacgac
aaaacaatac
ataacagttg

cttgcccaaa

6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260

7299

60
12¢
180

240



cagcagaatce
cactggcaag
tagggttgac
atcatcttaa
aggecgtccaa
cagagttgaa
atgtgattcg
- gtcgaggegg
agaccaccac
ccattgatct
acgttggcecce
tcgaacgagt
agctgatgga
cgctctttta
tggtcatcga
cgteccattcet
tggcaatgac
attggatgcg
taggttatct
ccgeggttte
tcacgcgcte
aaacactgat
ctcaactgac
gccgctcétc
tggtaacgca
tctegetgaa
gcaggatcegt

gcaagtccca

ggcgctaatt
gaatgggttt
ggccttgatg
ggttttcecg
gctgetegge
tgttagcatg
gaagtatatg
cgagcagctt
cgccgegeat
qgatcctcaa
gaacgaaacg
cgtccgaggg

gtttgaacac

tggtcgcatce

ctgcgctccg
tgtcacggtc
atcgaacctt
ctatctgata
gcggtégatt
ggacgctgge
gacctatgat
caaaaaagca
gccectgaga
ggcgtaacaa
ctgégagagc
ggtcaggcag
atgcgagggg

atccttgtge

gccageggeg
gagatggcga
gagcgtcatg
ccgcattécg
gttggcgagt
agcccegggtg
gatcaggtcg
caggttatct
ctggcgcecagt
gcgagcecettt
étctacggcg
acttacattc
gatacgccac
agccaagtaa
cagcttgggt
-catccgcaga

ttgecgtgaaa

accegttteg

tttggcgaaa
ctgacaaacc
cgagccttgg
tggggtaggce
cgtcgeeege
ggaaggagcg
aaaacgatcg
tgat&gagtt
acattgacgg

gaccgcatcc

48

gaacttttec
agtctgtect
ccgatgcecet
agaagggcat
catatttacg
gcaggcgaat
gccgecgggaa
ctgtgétgaa
acctcgetat
ctgcactctt
ctataaggta
ccgacctcca
gcgegetgat
ttgaagatat
atctcacgct
tgctggatgt
tcgagaatgce
aaccgagcga
atgtcctcaa
agactctatt
aggcgatgaa
ccacatgagc
cgacaatagg
cgatccggca
tcttageegt
ggatgcectcg
gctecttact

gagccagccg

agtttcgega
aaaagcagcg
ctcgagccaa
tcgaacatte
gcagaccgeg
gttctcaatt
chgcgctac
tttcaaaggt
gcgcggatét
tgggagccaa

tgatgatgag

'cctgattcct

gaaccgcaaa
cgcggataac

atcecgecattg

gatgtcgatg

tggcgccaag
cggacéacag
ttttcegatg
cgaagtggag
cgccgtcaag
cggaagcaca
acggcaaaga
acgaagctca
gccgaagaga
tcaatagaac
tcgatceggg

ggccgatate

aaaatatcge
éctgtagttg
cttcaagcaé
gggccaﬁcgg
tctgagatge
gaagatatcc
ctgccacatc
gggtcgggta
cgagtecttgg

ccggagacdg

caggtggcaa

ggtaaccttg
gagggcgaca
tatgacgtcg
actgecggcga
aaccagtttc
ttcaagttta
aacqaaatgg
cttaaaacca
cgtggectgt
gacgagatcg
tecttggegt
éccgctécat
cagcgaacat
tcgagecggcg
cgtetttegt
aacaaggaca

aggttgcctt

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1266
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1920



‘dggccaccgce’

cgaactgacg
tcttacctte
gattgtcatc
cgacgccctce
gagttggcaa
atatgctatg
cgctagtctg
cggcaccaga
gaaggcgacg
gtaccacgct
caacgﬁcgcc
gaatcctegt
aggtgaaaga
cttgegettg
éagtggaagg
ggtcttgccg
 gcacagctga
ggcgegactt
gatagcgceca
tttggctteg
caggtgétgg
cgggacgttc
. gctgtcgagg
gatgtagagt
gaaattagéé
cagaattcaa
gctaagecga

atgatcctga

cggctacgogcegtttcaga

gacgagcaag
atcgaaaagg
gccécgatgt
cectcectgaac
caacttgecg
tcggaggaag
aagcccagte
attgcacagg
cccgattttg
gagﬁaccaac
gtcgeggaag
caagagtttt
tgatgcégac
tgcggegceca
tctﬁtagaga
tcettgatge
tegtettece
tgcgtaggea
acggaaagcg
atttgtctce
ccgatcgage
ggaagctaat
aagtctatgt
caattctega
acaattcaga
aacccgaatc
gtgaaataga

aagcatgcce

tggtegtage
cgcgcettege
cgatcgacaa
tgaccgatge
égctgattga
ttcaagcgct
gggttgecgeg
tgacgcagag
cgaccttegt
ggaaacgggg
cccttetgte
tagcgecegtt
aggaagtgta
gacggcécté
cgegtecgeg
gectattgage
gtcgaatgct
catcgcecatg
ttacgctcgt
‘gcttctcgcg
agcattcagg
tacggcagcet
ggaacttgtg
agagatgtgg
aaataatagce
cgttaatgaa
ccgggcaagg

gaccattggc

49

actcggactt
acagggtcag
acatcgcétg
gagcaatttg
tattggtgcee
gaaagtttct
gccateggeca

tggacttcce

caaggccaaa

gctcgatcat
agagtaaacc
tctct;gcgc
ttégtgagct
acgacgccat
gcecgatatca
gccatggaac
tttcaccegg
cagettgece
ctecgtggagt
aaggatggcg
cggtccgaag
atggccaaag
atggaagagg
ggtagaattce
atgctccagg
accaatgctg
cttgaaccte
agcgagecga

aattatgggc

ccggtcagag
gaaaacaatg

aacaggcagt

_tccaagatgc

gcteetggtg

tcaccggecyg

gaacgattca

-gaggtcatgg

ctggaaatca
gtgccagege
gcaaaagaaa
gaacagaatc
éatttccttt
tcgggeggceg
aacaaggcaa
tacttggaat
éaacggagtt
ttegggegea
caggcttgat
ctggtcagat
agctagecgat
aaagtctgac
gagcggaggg
cacgcgcecce
aagagataat
cccagagcga
gectetgaaaa

taaaagcgtt

cgagcggtge

cggtcgttcg
agcgcgaaga
ttﬁctcgaga
ttétgctcgt
ttggacggce
acgtggctaa
aggcggtgat
ccaccecaga
cgattgacag
tgtatcaage
agagccccect
gcatttectce
gectgcetgaa

gccaatgacg

gacagcggac

ccagtccaac
chtcaggag

tgggatggct

cgtececggaag:

cgagcgegeg
gatggcacag
gatttéccga
cgactggcaa
gacgcettget
caaccggttg
gcagcacata
ggagcagggce
ccececteggg

ggttgctagce

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2490
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
33004
3360
3420
3480
3540
3600

3660



tggcgtgacc
gcttaccaag
attttggagc
cggagcgagce
gggcagggga
cagctgacca
atcégattcc
cgaaggecccec
ttgcecggecg
tgactcttgg
gacgaagaga
cctagaggta
tccgtgaage
atcgaagcte
tcegtteaga
gececgtgtetg
cggeggetea
caaaagactt
catctcteaa
agcaatcccea
:gacgaacagg
99c99t999?
cegtteegte
ccaggttttg
ttgatcgtga
ggcgectgag
ctaatgatcg

ttttgcactce

tcatgtegge
acgcgtgtga
gagcgaactt
tcgggaagtt

cgttgeggtt

cagacctaat_

cggagtacca
atgccgatcg
aggcatgtag
Atcéagctgg
tccagaatcce
gaagagcaaa
cgaaaacccg
aggtcgetgg
cctattatca
tttcagttga
gaaagctagce
ggaatcaact
tgaatgaatg
atcttctgge
cg;caagcca
cgtgcggtég
ctggagaagg
aggaagagct
agctcecgtga
cacgatgcetg
cggcgettga

ggagacacag

tgeggtggtg
ggcaatggga
catcaattcg
ttecacttgge
tggctagaat
aggtggaaaa
agegtgetct
ttgatcgtga
tcgeggagcea
cagacaaagc
gccggacggt
gaaagcacca
cggcctcagce
cggcgcaace

atggaagaga

cgatgaactc

ttctetcectga
agcggecttt
ccttggaaaé
atatgaaéaa
aggcéégaéc
cggccgacgg
ttgtcgéétc
tgcegetate
ggagaacgac
gcccacttge
acatcgctag

cctecccaaaa

50

gttcggtcta
ccggagaatg
cccgggggct
ccgatgataa
tagcgagtat
catgagcgtt
gatgggageg
aggagagcct
ctgcctattt
aataacccac
actgctgcté
gccgaaacag
aaccgagaaa
ttgaaggacg
gctgcecggtte
ggcgagttca
aaaattgcge
gggggteect
tttecgegea
accacgacce
aacgtcaatc
agt;gtgccg
caaggttacc
gaggcggaaa
aggcttaagt
ttcagcagge
gggtcttegg

acctggegee

tgctgggggt
cgécégcagc
atctccgaga
tggégctctt
ggagcaggat
ttttggatga
ataacattac
gctctacatg
actgcectag
acagaggacg
ccgaagttga
ccegeacggg
aactggagaa
ccgttaagat
aacctgtcte
tccaactcga
gcagaaaacg
CQCtgaatca
ttctgategt
aaattcgtég
tggggéaétc
aagagtagtc
gtcgtggtcee
accgtcgtcet
tcgegetteg
aaacaacatg
cgccéctgaa

gectegttggt

cagcceecgtcg
gatggecgtgc
tctgacﬁcgg
gaaggctage
ggtctgtggt
tcgacagacc
tcaacéagca
cggecggtatt
gcacaaacgt
atpaatggct
gececggetget
atcgttcaaa
gatcggtcaa
cgtgggtatt

acagaatccg

ggaggaaaat_

cggacttacg
acttgacgeg
técgctatca
tcgaatataa
tgggtttgca
tgcegecaagt
ctcggtgetg
gaagcgcectce
acgatttggg
gagtggagat
ccgtgctcecca

gaactcctca

3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
45860
4620
4680
4740
4800
4860
4926
4980 .
5040
5100

5160

5220

5280

5340



51

acatcgagcyg “gatcaaggga dactggaatyg acatccttceg

ctggccaggt ccaacctacg gccatgoceg caaagcecaac

attgacccac. tecggetgacg gtacatcage tggcgagete

,'cgttgatctc aggcegttge ggcagaaaac ctceatcecte

ctgtggtaat gcctattteca gatgaaacag ccttttt

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

<400>
tacaaggtag

' cagagggcga
atattcaaat
gﬁttttcgac
aatcggeget
caaggaatgg

.tgacégcctt
ttaaggtttt
‘ccaagctgct
”tgaatgttag
ﬁtcégaagta
-gcggegagea
ccaccgéégc
atctcgatcc
gcccgaacga
gagtcgteeg
. tggagtttga
tttatggtceg
tcgactgecce

ttcttgtcac

-3
4115
DNA
Agrobacterium rhizogenes

3

aatccgectg
cctcttttﬁg
ggcaatctcet
ctgagggegt
aattgccage
gtttgagatg
gatggagegt
cccgecgeat
cggcgttgge
catgagcecceg
tatggatcag
gcttcaggtt
gcatcéggcg
Ecaagcgagc
aacgctctac
agggacttac
acacgatécg
catcagccaa
tccccagctt

ggtccatceg

agtcgcaagg
ggttacgatt
ctaaggcatt
taaccttetg
ggcggaactt
gcgaagtcetg
catgccga€§
tccgagaagg
gaétcaﬁatt
ggtggéaggc
gtcggeegeg
atctctgtga
cagtaccﬁcg
ctttctgcac
ggcgctataa
attceccgace
ccacgegege
gtaattgaag
gggtatctca

cagatgctgg

gtgacttcegce
gtaggattat
ggaaataaat
ttaacctaaa
ttccagttte
téctaaaagc
ccctctegag
gcatﬁcg#ac
técggcagac
gaatgttcte

ggaaccggeg

.tgaatttcaa

ctatgegegg
tetttgggag
ggtatgatga
tccacctgat
tgatgaaccg
atatcgcgga
cgctatcecge

atgtgatgtc

acccgtcacg
ggacatttcca
atceggaccee

gcagccgatc

ctatattgga
qactaaaaca
acaaataaca
agctcttgcc

gcgaaaaata

agegeetgta

ccaacttcaa
attcgggccé
cgegtctgag
aattgaagat
ctacctgeca
aggtgggtcg
atatcgagtc
ccaaccggag
tgagcaggﬁg
tecctggtaac
caaagagggc
taactatgac
attgactgceg

gatgaaccag

gcgatecget 5400

cgtceaagcac 5460

agacgaactg

5520

caacactttc 5580

\

cgacggcgcg
atacatgaac
gttgggtgga
caaacagcag
tcgecactgg
gttgtagggt
gcacatcatc
tcggaggcgt
atgccagagt
atccatgtga
catcgtegag
ggtaagacca
ttggccattg
acggacgttg
gcaatcgaac
cttg#gctga
gacacgctcee
gtcgtggtca
gcgacgtceca

tttectggecaa

5617

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200



égacatcgaa
tgcgctatct
atctgeggte
tttecggacgce
gctegaccta
tgatcaaaaa
tgacgeccecet
cgtcggcgta
cgcactgcga
tgaaggtcag
tegtatgega
cccaatccett
ccgecggeta
gacggaégag
cttcatcgaa
catcgccgeg
ccﬁcccctcﬁ
gcaacaaétt
tatgﬁcggag
tctgaageee
c;gaattgca
- gacgcccgat
cgctgagéac
céccgtcgcg
tcgtcaagag
aagatéétéc
cttgtgcggce

aaggtcttta

ccttttgegt
gataaccecgt
gatttttggce
tggectgaca
tgatcgagce
agcatggggt
gagacgtege
acaaggaagg
gagcaaaacg
gcagtgatag
ggggacéttg
gtgcgaccgce
cgcgcegttt
caagtggtceg
aaggcgcgcf
atgtcgatcg-
gaaqtgaccg
gccéagctga
gaagttcaag
agtcgggttg
caggtgacgc
tttgcgacct
caacggaaaé
gaagccctte
tttttagcgc
agacaggaag
gccagacggce

gagacgegtce

gaaatcgaga
ttcgaaccga
gaaaatgtce
aaccagactce
ttggaggcga
aggcccacét
Ecgccéacaé
agecgcgatce
atcgtcttag
agttggatgce
acgggctcet
atccgagcca
cagaactcgg
tagcacaggg
tcogcacatceg
acaagagcaa

atgctattgg

ttgagaaagt

cgctgecate
cgcgtggact
agagcaaggc
tcgtgectcega
ggggagagta
tgtetctcta
cgttttggtg
tgtaacgacg.
gctggecgat

cgcggecatg

52

atgctggegc

gcgacggacce

tcaattttec

tattcgaagt
tgaacgccgt
gagccggaag
taggacggca
ggcaaégaag

ccgtgecgaa

ctcgtcaata

tacttégatd
gccgggecga
acttccggte
tcaggaaaac
cctgaacagg
tttgtcéaag
tgcegetect
ttcttcaccg
ggcagaacga
tcccgaggtq
caaéctggaé
tcatgtgcca
aaccgcaaaa
gcgcgaacag
agctgatttce
ccéttcgggc
atcaaacaag

gaactacttg

caagttcaag
acagaaccaa

gatgcttaaa

ggagcgtgge

caacgacgag
cacatecttg
aagaaccgct
;tcacagcga
gagatcgagc
gaaccgﬁctt
cgggaacaag
tatcaggtﬁg

agagcggteg

aatgagegeg

cagttttctc
atgcttctge
ggtgttggac
gccgacgtgg
ttéaaggcgg
atggccaccc
aﬁcaégattg
gcgectgtate
gaaaagagcc
aatcgcattt
ctttgectge
ggcggecaat
gcaagacagé

gaatccagte

tttaattgga
atggtaggtt
accaccgcéé
étgtﬁcaégc
atcgaaacac
gcgtctqaac

ccatgeceget

acattggtaa

ggcgtctcéc
tcgtgcagga
gadagcaﬁgt
cctteggeca
ttcgcéaact
aagatcttac
gagagattgt
tcgtecgacge
ggccgagttg
ctaaatétgc
ﬁgatcgctag
cagaqggcac
acaggaaégc

aagcgtacca

ccectcaacgt

cctecgaatcce
tgaaaggtga
gacgcttgeg
ggacaagtgg

caacagtcett

1266_
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1660

1740

1800

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280 .
2340
2406
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820

2880



geccgtecttg
’ctgatcgtct
actttgcgta
gcéaécggaa
ttcgatttgt
atggccgatc
-gttcggaage
gaggaagtct
gagtcaattc
agagacaatt
tcaaaacccg
ccgagtgaaa
ctgaaagcat
gacctecatgt
caagacgcegt
gagcgagcga
. gagctcggga
gégacgttgc
';qcacagacc
ttcceggagt
.-ccccétgccg
<210>
<211>
<212>

- <213>

'<400> .4

atgcgcetatt
tccegtegaa
ggcacatcgc
agcéttacgc
cteecgettet
gagcagcatt
taattacggce
atgtggaact
tcgaagagat
cagaaaataa
aatécgttaa
tagacegggce

gcccgaccat

‘eggctgeggt

gtgaggcaat
acttcatcaa
agttttcact

ggtttggcta

‘taataggttg

accaagcgtyg

atcgttgatc

4

4304
DNA
Rhizobium etli

‘gagcctteeac

Egctcagctt
catgctegtg
tegtaaggat
.cgcgcggtcc
cﬁggatggcc
agctatggaﬁ
tgtgggtaga
gtggatgctc
tagcaccaaf
tgaacttgaa
aaggagcgag
tggcaattat
ggtggttcgg

gggaccggag

ttegeececggg
tggcccgatg
gaattagcga
aaaacatgag
ctctgatggg

gtgaaggaga

agttacggct gatcgaccag acccggeacc

gcg&aécgat gececttgeatce tgcgggcﬁtg

gattcggatt atactgctge tgttcecgge

cgattgctgg acccgecagce ggcacgeccg

53

ccggaaacgg
geceectteggg
gagtcagéct
ggegetggte
gaagagctag
aaagaaagtc

gagggagcgg

attccacgeg

caggaagaga
gctécccaga
cétcgctctg
cégataaaag
gggecgageg
tctatgectgg
aaﬁgcggcag
ggctatctee
ataatggcgc
gtétggagca

cgttttttgg

agcgataaca

gecetg

ttaccgecege
cagcaaggcg
cggtctegte

gccggegeaa

agttgcgtca
cgcatgggat
tgatcgteeg
agatcgagcg
cgatgatgac
tgacgatttg
agggcgactg
cccégacgct
taatcaaccg
-gcgagcagca
aaaaggagca

cgtteecect

gtgcggttge

gggtcagccc
cagcgatgge
gagatctgac
tctﬁgaaggc
ggatggtctg
atgatcgaca

ttactcaaca

gecccgetee
ctttgcacge
cgattecggee

gcgcttgaaa

ggaggcacag
ggctggegeg
gaaggatagc
cgegtttgge
acagcaggtg
ccgacgggac
gcaagctgtc
tgctgatgta
gttggaaatt
catacagaat
gggcgctaag
cgggatgatc
tagctggegt

gtcggcttac

gtgcattttg

acggcggage
tagcgggcag
fggtcagctg
gaccatccga

agcacgaagg

atccacgcca
ccgacattgce
tgtgaatgtg

tagactggac

2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3560
3720
3780
3840
3900
3960
4020
‘4080

4115

60
120
180

240



aaccttttga
aaatgcggtt
ggcaccgcaa
ggaactatce
- gggtctgegg
tcttcgaaat
ccgatcgtat
cgccggaaca
cgtcaacttc
cgccetgace
catacacggc
tcgectatgac

ccttecatcte

cctcgetcag

gctggecteg
ctttttgace
gatgctcgat
gctgaaggga
cgatccgceag
ccatgtgetce
ccagacgcetg
ggaggcgatg
gaaatgagcg
aéatcttdtg
tgagecggcece
tgcggtcacé
agagcagctg

cttegtgacc

taggatcttg
tcaaagcgcg
atagaaaaag
gacaagctgé
gaatttcagc
ctttegcecteg
acggeggage
cattatgtgc
aaggggggca
ggtcaccgcg
tttcagccgg
gatcagegge

gtgcegggea

ggcaaagcga

gtcgeggatg
atgagcgcca
gtcatgtcga
gcecggeggcea
QaCSQQCCQC‘
accaacccga
tacgaagtcg
gagtcagtca
ggaagtttac
tcgggectga
cctcgegacg
cgcagcatcg
QCQaQFQSCQ

gaccggcetgg

ttaaccctat
tagagctttt
caatttccga
agcagcatcg
ttgctgaagt
agggcaaggg
agatgéagga
gtcatcgccgi
gcggcaagac
tecctggeegt
agttcgacgt
gtececgetgeg
atctcgaact
gcgattatgg

attacgacgt

tttgcggtge

tgtgcecagtt
atatgaacct
agacgcégat
tgctgcgcag
agcgaagtca
acacggaaat
tgcggtaaac
tggacgattce
agaggcagca
atgccttgge
agacggtgat

cgcatactga

54

ttgecttgece
aaatcgcatt
tgtcgaccag
cctecgaaatg
ggcgeggttt
tgccetecee
gatgcgtggc
cggccacgaa

gacgagtgec

cgatctecgat

caacgaaaac
ggacattate
gatggaattc
gcgegtctte
cgtcatcatc

gacggcggtt

‘cctgcaaatg

cgactggctg

ggtecgectte

cgtcgcgatce

gttﬁacccgc
cgtcgatctc
cggggcaagg
caagaagttt
tatcacctat

cgccaaggcc

cgatctcgac

cgaacagttc

acccctecag
ttcgagattt
ctgatcatcg
tttecteege
cteggegtga
caggttacgc
tttcetegage
gatctgcagg
gcgecatcecttg
ccgcaagegt
gagacactct
cggccgacca
gagcacgata
tttgccegge
gattgececte
ctgatcaccg
cttggcgaaé
cgttacctcg
atgcgctecga
tccgatgegg
gégacctatg
atccétaagg
agctggttga

actgcggtaa

aaggggattg.

gatgccgceca
ccggcegetga

cgggaattag

aatcggeget
ccatgaatat
gtcaggcaca
gcgecgcetaaa
ccagcggcté
cgtctggccg

ataatgcgcg

tecgttgetgt

‘cccagcecatet

ctctttetge
ac§ccgccat
acttcccgaé
cgeccgegggt
tggatgaggc
cccagcttgg
ttcatcegea
tgctgaacac
tgacccécta
tgttcaagag
cgatgactaa
accgcgceat

catggggceg

tggcgegtaa

acaatgagga
gcgegetegg
aggcgatcga
tcgaagéttc

tcgéggcgat

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
1860

1920



ccgeectgege
atatcagatc
_CCQSQngtQ
ttcgaattceg
cgacacgttg
ggtgtccaag
cgtégccaag
aaacatcgca

ggacgcccgce

cgccgecagtt

gatcaaggat
tggcgcctac
tttgacgaag
aagcectcete
tttaggcaccg
agcggaagtg
éggccgctgc
ccctgtgega
ccttgcectgag
Cttcgaatéc
acctggegge
gttacgcteg
cgctgettge
tgcagctgea
tcgagatggce
éaggcatcgﬁ
acgaactgga
caaaﬁcaaag

acactactga

ggccaggacc
gecttttggte
gtcaagagac
gcaégcgccg
ggtttegace
atgetgtcegg
‘acgactggee
gccecgggega
ctcgécatgc
cagccegtgg
gaﬁgéaaaac

atcgccagca

.aacggagatc

tgatctagac
aatttggtga
tgacacgccce
ccgaaaaate
ggccaggceg
cttttatcce
gcagectctect
gctgatcgag
caaggagcag
gcgegeggac
gcggctcaaa
cgtggaagag
cgaacggctg
actgttgcge
cggcaatgec

acttgaacca

caccgaccct
atcgtegtge
tcgacgaccg
.atctctcett
gggaaacgat
tbacgaagcg
gcgategetg
ttgagttcac
ttgtcgccett
cgcacgectg
agttcaccat
atctggateg
aataagcaaa
acccagagaa
ggcétgatct
ttegggegge
gagcccggec
ctgctcggcg
aagggagégc
ctgcgegege
Qccggattgc
ggcggggaga
gagatcgagce
gagcgcctga
ggcgectctg
ccgegetege
gaagaaatca
caacattctg

cgcttecgaaa

55

tgtgcgceceg
gcgggcggea
cgaccatgte
catcgagagg
catgtcggca
gattcecggece
gcatgatctt
cagatcggtg
cétcagcagg
gdagcgccgg
cgcgctgaag
tétctacgag
agaaaaggcc
tcﬁcatttcc
tttgecttga
ggccgatgac
gatcgattgé
ttacagaccyg
tctccgagga
atggaétggc
tgatccgcaa
tececgtgagge
ggctggcegge
cgetttgeag
gtgattggag
catccttega
ccaatcagtt
agcggcacaf

cgaagcaggg

catcccgaga

aaggagctcg

attgcgcagg

acgatgtttg
ctcagcgcag
gaagtcctgg

tcggcgaaat

-gagttcgaga

aaccaacagg
gacggagecg
gcggagaagg
gcgttcgaga
éccgaacgtt
gcgaatcata
agaaggcgaa
gtttggcatg
&aﬁatggaaa
ggcgetttece
gaacggcttg
ggagcagacg
ggacagcecg
attcggcttc
cgaggtggca
gcgecgacatce
cggggtccac
gaagattgcce
ggaaatgcag
acagaatteca

cgcaacggtg

g9gaggggeg
gccgacctgt
gccaggagaa
ccgacaagcet
acaagacgac
ccgegategg
tcgagacgga
cggcecgagec
cgtcgeceege
tcaaagcgaa
catctgectt
agacaéagga
gecgtcgegg
gtcaagagtc
gaaaatggaa
ttggcaagtc
ctctategeg
atcctgaacyg
gtegtattte

atccgtegee

aacggcaagc
tcgctggcgc
gccgaacgat
gccaagctea
ctgcatttte
gccgcacteg
gttaaagctc
aacccacact

gacgaccaat

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600

3660



cggaaggttg
tgccagctge
tggtgctgcé
ggcgcgatct
cctatgaaca
tgcttgaaag
gcgecgagag
cgccaatcag
gttaacgaaa
tgagatcatg

tcggeeggeg

<210> 5
28
DNA
Agrobacterium rhizogenes

<211>
<212>
<213>

<400> 5

ggccgagecg
aaactcagcec
ggcetgecca
gatggcggeg
ggcctgegag
ggcagggcac
aggcgaattt
aggcaagacc
ggtgacggaa
aagttacaag

ttegectggag

agggccagaa
tcggttgeeg
gagatcgcecg
gctgtcgteg
gtcatggggce
atcaattccg
gccatcggac
ggatgaaaaa
ataaacaggg
atttttgatt

aaacggtgcg

cacgtgtaca aggtagaatc cgcctgag

56

tagcgacaca
geggeggget
cctatggacce
tgcgctcaat
ctgaaaatgce
ccggtggtta
cgatgttgat
tttcgtgtea
tgataacttc
ggcaaggcga

gttggagttg

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

<400>

6

27

DNA , _
Agrobacterium rhizogenes

6

gtatacaggc tctccttcac gatcaac

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

<220>
<223>

<400>

7

30

DNA

Seqliéncia Artificial

Descrigdo da Seqgiiéncia Artificial:

7

agcttgggcc cctcgagget agcactag;g

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

<220>
<223>

<400>

8

29

DNA

Seqiiéncia Artificial

Descricdo da Seqliéncia Artificial:

8

ggaggggaag
caaatcctte
gcagggeteg
gctcggagtg
ggctacegte
cctecgtgac

ggcgettgte

_tctgtccgtg

ttgttaggat

gggaaggacc

acgt

ggcaggccca
bcgctgggcc
gtgggcacat
agccccﬁcgg
atagecgtgeg
ctgacchcc
cgcaccaatt
‘écgatctatg
attectteectt

tgatcgacga

Iniciador Sintético

Iniciador Sintético

3720
3780
3840 
3500
3960
4020
4080
4140
4200
4260

4304

28

27

30



57

gatccactag tgctagectc gaggggcec : 29
<210> 9
<211> 29
. <212> DNA
<213> Seqliéncia Artificial
- <220> _
<223> Descrigdo da Seqiiéncia Artificial: Iniciador Sintético
<400> 9. _
ccacgtgagt tacggctgat cgaccagac 28
<210> 10
<211> 29
<212> DNA ]
<213> ‘Seqiiéncia Artificial
<220> : _
- <223> Descricdo da Seqliéncia Artificial: Iniciador Sintético
<400> 10
gcctaggacg tcaactceccaa ccgecacegt ) 29
<210> 11
<211> 21
<212> DNA
<213> Agrobacterium rhizogenes
 <400> 11
acaaggtaga atccgcctga g ' 21
<210> 12
<211> 21
<212> - DNA
" <213> Agrobacterium rhizogenes
<400> 12
ttcaactctg gcatctcaga ¢ : ' 21
<210> 13
<211> - 43
<212> DNA
<213> Agrobacterium tumefaciens
<400> 13
tcgctttbct tgacgceggag ttcttecaga cegtteatca cgg . 43
<210> 14
<211> 17
<212> =~ DNA
<213> Seqiéncia Artificial
<220>

<223> Descrigic da Segiiénecia Artificial: Iniciador Sintético



58

cccacagatg atgtggac

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

,.<400>..

20

20

DNA

Agrobacterium rhizogenes

20

21 -

<400> 14
gtaggtgatt ggcgttg 17
<210> 15
<211> 44
<212> DNA
<213> Agrobacterium tumefaciens
<400> 15
tgaattacgt taagcatgta ataattaaca tgtaatgcat gact ' 44
<210> 16
<211> 26
<212> DNA
<213> Seqliéncia Artificial
<220> _
<223> Descrigdo da Seqliéncia Artificial: Iniciador Sintético
<400> 16
gttatttatg agatgggttt ttatga 26
<210> 17
<211> 20
<212> DNA _
<213> Escherichia coli
<400> 17
aacgcectgat tttacgegag 20
<210> 18
<211> 21
<212> DNA
<213> Escherichia coli
<400> 18
caataccgca gggcacttat c
<210> . 19
<211> 18
<212> DNA
<213> Seqgiiéncia Artificial
<220> ) .
<223> Descrigdo da Seqliéncia Artificial: Iniciador Sintético
<400> 19
18



59

tggcaaggaa tgggtttgag

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

<400>

21

23

DNA

Agrobacterium rhizogenes

21

ctacaactac aggcgcectgcet tEt

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

<220>
<223>

<400>

22

15

DNA

Seqliéncia Artificial

Descricdo da Seqiiéncia Artificial:

22

tggcgaagtc tgtce

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

<400>

23

21

DNA

Agrobacterium tumefaciens

23

gccaagggat'ctttttggaa t

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

<400>

24
18

-DNA

Agrobacterium tumefaciens

24

ccacccaaac gtcggaaa

<210>

<211>
.<212>
.<213>

<220>
<223>

<400>

25

15

DNA

Seqiéncia Artificial

Descrigdo da Seqiiéncia Artificial:

25

tgctccgﬁcg tcagg

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

<400>

26

16

DNA

Agrobacterium tumefaciens

26

Iniciador Sintético

Iniciador Sintético

20

23

15

21

1is

15



60

gcacccggtg gagctt

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

<400>

27

19
DNA .
Agrobacterium tumefaciens

27

tctgecectaac cggctcagt

<210>

T <211>

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

28

19

DNA

Seqiiéncia Artificial

Descricdo da Seqiiéncia Artificial:

28

catgttggtt tctacgcag

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

<40Q>

29

23

DNA
Solanum tuberosum

29

atgaaataaa aggatgcaca cat

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

<400>

30

20

DNA

Solanum tuberosum

30

acaactttga tgcccacatt

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

<220>
<223>

<400>

31

15

DNA

Seqiiéncia Artificial

Descricdo da Seqliéncia Artificial:

31

tgacatgcta atcac

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

<400>

32

1215

DNA

Agrobacterium rhizogenes

32

16

19

Iniciador Sintético

18

23

20

Iniciador Sintético

15



atggcgaagt
cgtcatgecg
cattccgaga
' ggcgagtcat
ccgggtggcea
caggtcggec
gttatctctg
gcgeagtacce
agcctttcetg
» tacggcgcta
tacattcccg
acgccacgcg
caagtaattg
cttgggtatc
ccgcagatgc
cgtgaaatcg
cgtttcgaac
ggcgaaaatg
acaaaccaga
gecttggagy

»ggtéggccéa

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

<400>

ctgtcctaaa
aégccctctc
agggcattcg
attﬁacggca
ggcgaatgtt
gcgggaaccg
tgatgaattt
tegetatgeg
cactctttgg
taaggtatga
acctccacct
cgctgatgaa

aagatatcge

tcacgctatc,

tggatgtgat

agaatgctgg

‘cgagcgacgg

tcctcaattt

ctctattcega

cgatgaacgc

catga

33

939
DNA
Agrobacterium rhizogenes

33

agcagcgcect
gagccaactt
aacattcggg
gaccgegtct
ctcaattgaa
gégctacctg
caaaggtggg
cggatatcga
gagccaaccg
tgatgagcag
gattcctggt
ccgcaa§9a9
ggataactat
cgecattgact
gtcgatgaac
cgccaagttc
accacagaac
tccéatgctt
agtggagcgt

cgtcaacgac

61

gtagttgtag
caagcacatc
ccatcggaég
gagatgccag
gatatccatg
6cacatcgtc
tcgggtaaga
gtcttggcéa
gaéacggacg
gtégcaatcg
aaccttgagce
ggcgacacgc
gacgtcgtgg
gcggegacgt
cagtttctgg
aagtttaatt
caaatggtag
aaéaccaccg
ggcctgttca

gagatcgaaa

atgccgetec tcggegtaac aaggaaggag cgcgatcegg

attggtaacg cactgcgaga gcaaaacgat cgtcttagce

cgtctcgetyg aaggtcagge agtgatagag ttggatgect

gtgcaggatc gtatgegagg ggacattgac gggctcctta

cagcaagtcc caatccttgt gcgaccgcat ccogagoeagce

ggttgacgge
atcttaaggt
cgtccaaget
agttgaatgt
tgattcggaa

gaggcggcga

.ccaccaccgc

‘ttgatctega

ttggccegaa
aacgagtcgt
tgatggagtt
tcttttatgg
tcatégactg
ccattettgt
caatgacatc
ggatgcgcta
éttatctgcg
cggtttcgga
cgcgectegac

cactgatcaa

caacgaagct
gtgccgaaga
cgtcaataga
cttegatecg

cgggcegata

cttgatggag
tttecegeeg
gcteggegtt
tagcatgagc
gtatatggat
gcagctteag
cgcgcatctg
tcetcaageg
cgaaacgcte
ccgagggact
tgaacacgat
tcgcaﬁcagc
ccctecceag
cacggﬁccat
gaaccttttg
tctgataace
gtegattttt
cgectggeetg
ctatgatcga

aaaégcatgg

cacagcgaac
gatcgagegg
accgtcttte
ggaacaagga

tcaggttgec

€0
120
180
240
300
360’
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1200

1215

60
120

180
240

300



ttcggecacc
cgcgaactga
gatcttacct
gagattgtca
gtegacgccec
ccgagkttgge
aaatatgcta
atcgctagtc
gacggcacca
aggaaggcga

gcgtaccacg

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

<400>

gceggetacg
cggacgagca
tcatcgaaaa
tcgecgegat
tccectetga
aacaacttge
tgtcggagga
tgaagcccag
gaattgcaca
cgceccgattt

ctgagaacca

34
1218
DNA

Agrobacterium rhizogenes

34

atgatgcaga caggaagtgt

gtgecggegee
gtctttagag
gtccttgatg
ategtcttce
ttgcgtagge
aacggaaagc
gatttgtctc
gccgatecgag
cggaagctaa
gaagtctatg
tcaattctcg
gacaattcag
aaacccgaat
agtgaaatag

aaagcatgcc

agacggcgcet
acgegtccge
cgctattgag
cgtcgaatge
acatcgccat
gttacgctcg
cgettetege
cagcattcag

ttacggcagce

tggaacttgt

aégagatgtg

aaaataatag

ccgttaatga

cgcegttteca
agtggtcgta
ggcgegcettce
gtcgatcgac
actgaccgat
cgagctgatt
agttcgagcg
tcgggttgeg
ggtgacgcag
tgcgacctte

acggaaacgg

aacgacgcca
ggccgatatﬁ
ggccatggaa
ctttcacceg
tcagcttgee
gctcgtggag
taaggatggc
geggtecgaa
gatggccaaa
tatggaagag
gggtagaatt
gatgctccag
caccaatgét

acttgaacct

accgggcaag gagcgagccg

cgaccattgg caattatggg

62

gaactcggac
gcacagggtce
gcacatcgec

aagagcaatt

gctattggtg

gagaaagttt
ctgecatecgg
cgtggactte
agcaaggcca
gtgctcgate

égagagtaa.

ttecgggegge

.aaacaaggca

ctacttggaa
gaaacggagt
cttegggege
tcaggcttgﬁ
getggtcaga
gagctagcga
gaaagtctga

ggagcggagg

ccacgcgcecc

gaagagataa
gcccagageg
cgctctgaaa
ataaaagcgt

ccgagcggtg

ttccggteag
aggééaacaa
tgaacaggca
tgtccaagat
ccgeteectgg
cttcaccgge
;agaacgatt
ccgaggtecat
aactggaaat

atgtgccage

ggccaatgac
agacagcggé
tccagtccaa
tgégtéagga
atggéatggc
ﬁcgtcéggaa
tcgagcgcgb
tgatggcaca
cgatttgcecg

gcgactggea

agcggtecgtt
tgagcgecgaa
gttttctcéa
gcttctéctc
tgttggacgg
cgacgtggcet
caaggcggtg
ggecacceca
cacgattg&c

gctgtatcaa

gecttgegett
caagtggaag
cégtcttgcc
ggcacagctg
tggcgegact
ggatagcgec
gtttggcttc
gcaggtgatg
acgggacgtt

agctgtcgag

cgacgettge tgatgtagag

tcaaccggtt ggaaattaga

agcagcacat acagaattca

aggagéaggg cgetaagccg

tceccectegg gatgatectg

cggttgectag

ctggegtgac

360
420
480
540
600
660

720

~780

840

900

939

60
120
180
240

300

360

420

480

540

" 600

660

720

780

840

900

960



63

ctcatgtecgg ctgeggtggt ggttcggtet atgetggggg tcagecccgtce ggecttaccaa 1020
gacgcgtgtg aggcaatggg accggagaat gcggcagcag cgatggegtg cattttggag 1080
cgagcgaact tcatcaattc geccecggggge tatctecgag atctgacacg geggagcgag 1140

ctcgggaagt tttecacttgg cccgatgata atggcgctct tgaaggctag cgggcagggg 1200

acgttgeggt ttggctag 1218
<210> 35
<211> 80
<212> DNA
<213> " Agrobacterium rhizogenes
<400> 35 _
geccggaageca catccttgge gtctcaactg acgcccctga gacgtcgccocc gocgacaata 60
' ggacggcaaa gaaccgctcce ' T _ 80
<210> 36
<211> 152
<212> DNA
<213> Agrobacterium rhizogenes
<400> 36

.accgcaaaag aaaagagccc cctcaacgtc gccgtegegg aagcecttet gtetctetag 60

cgcgaacaga atcgcatttc ctcgaatect cgtcaagagt ttttagegec gttttggtga 120

‘gctgétttCC'tttgcctgct gaaaggtgaa ag ' ' 152
<210> 37

<211> 16

<212> DNA

<213> "Agrobacterium rhizogenes

<400> .37

" gtggtcaget gaccac ' ' 16
<210> 38

<211> 1215

<212> DNA

" <213> Rhizobium etli

<400> 38

atgaatatgg. caccgcaaat agaaaaagca atttccgatg tcgaccaget gatcatcggt 60
caggcacagg aactatccga caagctgaag cagcatcgce tcgaaatgtt tcecteegege 150

gcgctaaagg gtctgecggga atttcagett gectgaagtgg cgeggtttet cggcgtgacc 180
agcggctatc ttcgaaatct ttcgetecgag ggecaagggtg cectecceca ggttacgccg 240

tctggcqgcc gatqgtatac ggcggagcag atggaggaga tgegtggctt tectegagcat 300



aatgcgecgeg
gttgctgtcg
cagcatcteg
ctttctgeca
geccgecattce
ttcecegaace
ccgcgggtee
gatgaggcgce
cagcttggct
catccgcaga
ctgaacacgc
acccgctacg
ttcaagagcc
atgactaacc
cgcgccatgg
tggggcegga
<210> |
<211>
<212>

<213>

<400>
atggcgegta

aacaatgagg
ggegegeteg
aaggcgatcg

atcgaagatt

gtcgaggcga.

agggaggggc

" ggccgacctg
ggccaggaga

aagctcgaca

ccggaacaca
tcaacttcaa
ccctgacegg
tacacggctt
gctatgacga
ttcatctcgt
tcgectecaggg
tggececteggt
ttttgaccat
tgctcgatgt
tgaagggagc
atccgeagga
atgtgctcac
agacgctgta
aggcgatgga

aatga

39

1050
DNA
Rhizobium etli

39

aaaatcttct
atgagecgge
gtgeggtcac
aagagcagct
ccttegtgac
tcegeetgeg
gatatcagat
tcecgggeggt
attcggeacg

cgttgggttt

ttatgtgcegt
ggggggcagce
tcaccgegte
tcagccggég
tcagcggegt
gcecgggeaat
caaagégagc
cgcggatgat
gagecgccatt
catgtcgatg
cggcggcaat
cgggecgcag
caacccgatg
cgaagtcgag

gtcagtcaac

gtcgggcétg
ccctcgcgéc
ccgcecagcatc
ggcgagegge

cgaccggetg

cggccaggat

cgcttttggt
ggtcaagaga
cgcegatcete

cgaccgggaa

64

catecgecegeg
ggcaagacga
ctggeegteg
ttcgacgtca
ccgetgeggg
ctcgaacﬁga
gaﬁtatgggc
tacgacgtcg
tgcggtgega
tgccagttce
atgaacctcg
acgcagatgg
ctgcgcagceg
cgaagtcagt

acggaaatcg

atggacgatﬁ
gagaggcagc
gatgécttgg
gagacggtga
gcgcatactg
tcaccgatce
datcgtcgtg
ctcgacgacce
tectteateg

acgatcatgt

gccacgaaca
cgaétgccgc
atctcgatcc
acgaaaacga
acattateccg
tggéattcga
gcgtettett
tcatcatcga
cggeggttet
tgcaaatgct‘
actggetgeg
tegectteat
tcgegatctce
ttaccegege

tcgatctcat

ccaagaagtt
atatcéccta
cecgeccaaggce
tcgatctéga
écgaacagtt
ttgtgcgecee
cgcgggcggc
gcgaccatgt
agaggacgat

cggcactcag

tctgecaggtc

gcatcttgec

gcaagegtct
gacactétac
gccgaccaac
gcacgatacg

tgceceggetkg

ttgcectece

gatcaccgtt
tggcgaagtg
tt&cctcgtg
QCQthgatg
cgatgecggceg
gacctatgac

ccataaggca

tactgcggta
ﬁaaggggaﬁt
cgatgchcc
cceggegetg
ccgggaatta
gcaﬁcccgag
aaaggagctce
cattgcgeag
gtttgecgac

cgcagacaag

360
420
480
540
600

660
720
véo
840
900
9690

iozo

1080
1140
1200

1215

'so
120
180
240
300
360
420
480
540

600



acgacggtgt
atcggcgtag
acggaaaaca
' gagccggacg
cccgeegecg
. gcgaagatca
geetttggeg
caggatttga
<210>
<211>
.<212>
<213>

<400>
atggaaagcg

gcaagtcagg
tatcgcgcece
ctgaacgect

gtatttcett
¢gtcgccacce

ggcaagegtt
.etggcgccgc
gaacgattgce
~aagctcatcg
cattttegag
gcactcgacg
- aaagctccaa
Accacactaca.
gaccaatcgg
aggcccatge
ctgggccigg
ggcacatggci

cccteggeet

ccaagatgct
ccaagacgac
tcgcageceeg
cccgcttcga
cagt;cagcc
aggatgatgg
cctacatcge

‘cgaagaacgg

40

1293
DNA
Rhizobium etli

40

gaagtgtgac
ccgetgeceg
tgtgcgagge
fgctgagctt

cgaatacgea
‘tggeggeget

acgctcgcaa
-tgettgegeg
agctgcageg
agatggccegt
gcatcgtega
aactggaact
atcaaagcgg
Vctactgaact
aaggttgggce
cagctgcaaa
tgcetgecagge
gcgatctgat

atgaacaggc

gtcggtcacg
tggccgegat
ggcgattgag
catgct;gtc
cgtggcgcac
éaaacagttc
cagcaatctg

agatcaataa

gacgecettce
aaaaatcgag
caggccgctg
ttatcecaag

gctetetetg
gatggaggcc

ggagcagggc
cgcggacgag
gctcaaagag
ggaagagggc
acggctgeeg
gttgcgegaa
céatgcccaa
tgaaccacgce
cgagccgagg
ctcagecteg
ctgcccagag
ggcggeggcet

ctgcgaggtce

65

aagcggatte
cgctggeatg
ttcaccaéat
gccttcateca
gcctggeage
accatcgege

gatcgtctcet

gggcggcegge
cccggecgat
ctcggcatta
ggagagctct

cgecgegeatg
ggattgctga

ggggagatee
atcgagcggc
cgecctgacge
gcctcﬁggtg
cgctegeecat
gaaatcacca
cattctgage
ttcgaaacga
gccagaatag
gttgceggeg
atcgcecgect
gtcgtegtge

atggggectg

cggccgaagt
atctttcgge
cgétggagtt
gcaggaacca
.gccgggacgg
tgaaggcgga

acgaggcgtt

cgatgacgpt
cgattgataa
cagaccgggce
ccgaggagaa

gaatggcgga
tcegcaagga

gtgaggcatt
tggcggecga
tttgcaggeg
attggagcgg
ccttegagaa
atcagttgga
ggcacataca
agcagggcgc
cgacacagga
gecgggctcaa
atggaccgca
gctcaatgct

aaaatgcggce

cectggeegeg
gaaattcgag
cgagacggcec
acéggcgtcg
agccgtcaaa
gaaggcatct

cgagaagaca

tggcatgttyg -

atggaaactc
gctttecatce
cggcttggte

gcagacgatc
cageccgaac

éggcttctcg»

gatggcagec
cgacatecgec
ggtccacctg
gattgccgcc
aatgcaggtt
gaattcaaac
aacggtggaé
ggggaagggce
atccttceecg
999Ct099t§
cggagtgagc

taccgtcata

660
720
780
840
900
960
1020

1050

60
120
180
240

300
360

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080

1140



66

gcgtgegtge ttgaaaggge agggcacatc aattcegecg gtggttacct cegtgacctg 1200

accecgccgcg ccgagagagg cgaatttgec atcggaccga tgttgétggc gcttgtccgc 1260

accaattcge caatcagagg caagaccgga tga 1293
<210> 41

<211> 42

<212> DNA

<213> Rhizobium etli

<400> 41

gegggaagtt tactgeggta aaccggggea aggagetggt tg . 42
<210> 42

<211> 149

<212> DNA .

<213> Rhizobium etli

<400> 42

gcaaaagaaa aggcccccga acgttgcegt cgcggaagec ctctctgatc tagacaccca 60

gagaatcaca tttccgegaa tcatagtcaa gagtctttgg céccgaattt ggtgaggegt 120

149

gatcttttge cttgaagaag gcgaagaaa

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
aggatttttc

cactcgacct

43
331
DNA

43
ggcgetgege

tctagecgac

tacgteccgeg

ccagacgagc

gtcaggcttt ccgacgtttg ggtggttgéa

actcccgagé
ttcacgecct

gccaatatat

<210>
<211>
<212>
<213>
<400> _
ctcatctaag

agaataattt
caaaatgtac
aattgqtaat
tagatttcec
gcaccceggtyg
ttccattgag

gagtgatcca

ggaaccetgt
tttaaatatc

cctgtecaaac

44
442
DNA

44
ccceceatttg

gtttattget
tttcatttta
tactctttct
ggacatgaag
gagcttgeat
aactgagcca

catgggactt

ggttggcatg
cgattattct

actgatagtt

gacgtgaatg
ttcgectata
taataacgct
ttttctecat
ccatttacaa
gttggtttct
tgtgcacctt

tt

'Agrobacterium tumefaciens

accgegttga
caagggatct
cagaagtcét
cacatacaaa
aataaacgct

t

'Agrobacterium tumefaciens

tagacacgte
aatacgacgg
gcggacatct

attgaccatc

‘ttgaatatat

acgcagaact

cgcceccaaca

gggatcaagc

ttttggaatg
tatcgcacgg
tggacgaacg

cttttctett

gaaaﬁaaaga
atcgtaattt
acatttttga
atactcattg
cctgccggcg

gagccggtta

cacagcagcc
ctgctcégtc
aatgecﬁagc
gataaacctt

aggtttacce

tttccgaatt
gtegetttat
attgaaaaaa
ctgatccatg
ctgccgettt

ggcagataat

cggtgagega cggggcaacg

60
120
180
240
300

331

60
120
180
240
300
360
420

442
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REIVINDICAGOES
1. Constructo de DNA para transformar plantas corﬁpreendendo:
i)  pelo menos uma regido de limite de T-DNA,;
i)  pelo menos um transgene‘heterélogb adjacente a regiao de
limite;
i) uma regido de codificacdo para um marcador selecionavel
| bacteriano; e
iv) pelo menos um segmento de DNA, compreendendo um
elemento cis e/ou trans de uma origem de replicagao para
manter um baixo numero de copias do constructo de DNA
em uma bactéria competente para a transformagao de pelo
menos uma primeira célula de planta.
2. Constructo de DNA de acordo com. a 'reivindicagéo 1, em que
pelo menos uma regido de limite de T-DNA é uma regido de limite a direita
ou uma regido de limite a esquerda. |

3. Constructo de DNA de acordo com a reivindicagao 1, em que

- 0 transgene heterdlogo quando expresso em uma ceélula de planta transfor-

mada proporciona um fenétipo agrondémico para a célula ou uma planta
transformada derivada da célula.

4. Constructo de DNA de acordo com a reivindicagao 1, em que

a regido de codificagdo para o marcador selecionavel bacteriano compreen-

de um gene de resisténcia a antibidticos selecionado a partir do grupo con-
sistindo em um gene de resisténcia a canamicina, gene de resisténcia a gen-

tamicina, gene de resisténcia ao cloranfenicol, gene de resisténcia a espec-

‘tinomicina, gene de resisténcia a estreptomicina, gene de resisténcia a tetra-

ciclina, gene de resisténcia & ampicilina, gene de resisténcia a blasticidina,
gene de resisténcia a higromicina, gene de resisténcia a puromicina, e gene
de resisténcia a Zeocina.

5. Constructo de DNA de acordo com a reivindicagéo 1, em que
a origem de replicagdo compreende uma origem de repABC.

6. Constructo de DNA de acordo com a reivindicagao 5, em que
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a origem' de repABC é selecionada.a partir do grupo que consiste em SEQ
ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3 e SEQ ID NO:4.

7. Constructo de DNA de acordo com a reivindicagdo 1, em que
o pelo menos um segmento de DNA compreende 0s genes de origem de
replicagdo repA, repB, e repC. A

8. Constructo de DNA de acordo com a reivindicagdo 1, em que

~ o pelo menos um segmento de DNA compreende a sequéncia intergénica 1

(igs1) e a sequiéncia intergénica 2 (igs2). A

9. Constructd de DNA de acordo com a reivindicagdo 1, em que
o pelo menos um segmento de DNA compreende uma seqiéncia palindré-
mica de 16 pares de bases. _

10. Constructo de DNA de acordo com a reivindicagdo 1, em que
a bactéria é selecionada a partir do grupo que consiste em Agrobacterium
spp., Rhizobium spp., Sinorhizobium spp., Mesorhizobium spp., Phyllobacte-
rium spp. Ochrobactrum spp. e Bradyrhizobium spp. |

11. Constructo de DNA de acordo com a reivindicagao 1, adicio-
nalmente compreendendo pelo rhenos uma primeira origem de .replicagéo '
para manter as cépias do constructo em E. coli. | | )

12. Constructo de DNA de acordo com'a reivindicagdo 11, em

‘que a origem de replicacao é derivada de pBR322 e/ou pUC.

13. Célula transformada com o constructo de DNA como definido
na reivindicagao 1. _ | |

14. Célula de acordo com a reivindicagdo 13, definida como uma
célula de 'planta. |

15. Célula de acordo com a reivindicagdo 13, definida com uma
célula bacteriana.

~ -16. Célula bacteriana de acordo com a reivindicagao 15, em que

a célula é competente para a transformacao de pelo menos uma primeira
célula de planta.

17. Célula bacteriana de acordo com a reivindicagdo 16, em que
a bactéria é selecionada a partir do grupo que consisfe em Agrobacterium
spp., Rhizobium spp., Sinorhizobium spp., Mesorhizobium spp., Phyllobacte-
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rium spp., Ochrobactrum spp. e Bradyrhizobium spp.

18. Método para transformar uma célula de planta compreen-

“dendo contatar pelo menos uma primeira célula de planta com a célula bac-

teriana como definido na reivindicagdo 16, em que a célula bacteriana é
competente para a transformacéo da dita primeira célula de planta; e sele-

cionar a dita primeira célula com base na presencga de pelo menos um trans-

‘gene heterdlogo introduzido na célula de planta pela célula bacteriana.

19. Método de acordo com a reivihdicag:éo 18, em que a célula
de planta é uma célula de planta de soja, canola, milho, ou algodao.

20. Método de acordo com a reivindicagao 18, adicionalmente

compreendendo regenerar uma planta a partir da célula de planta.

'21. Método de produzir alimento, ragdo ou um produto industrial

compreendendo: obter a planta de acordo com a réivindicagéo 20 ou uma

parte dela; e preparar o alimento, a ragao ou o produto industrial a partir da

planta ou de sua parte.
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RESUMO

Patente de Invengdo: "VETORES E METODOS PARA A EFIC!ENClA A--
PERFEICOADA DE TRANSFORMAC,‘AO DE PLANTAS".

Proporcionam-se métodos e composigdes para a transformacao
' aperfelgoada de plantas mediada por bactéria. Os métodos geralmente per--
mitem a transformacao das plantas com integragao reduzida da cadeia pnn-
- cipal do vetor e uma freqiiéncia alta de. ocorrencnas de. transformagao com
| poucas cépias. Vetores sao descntos para obter estes resultados, como sdo

os métodos para o seu uso.’
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