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{57) Resumo: "METODO PARA ALTERAGAO DO DESENVOLVIMENTO E
FORMAGAO DE ORGADS DE UMA PLANTA“. A presente invengio se
refere a um meétodo para alteragdo do desenvolvimente e formagao de
¢rgdos de uma planta, em particular aceleragio da taxa de
desenvolvimento, aumentc do famanho e nimerp de 6rgdos e promogio
de floragio precoce, através de expressao aumentada ou diminuida de um
acido nucleico de ¢dc27a efou atividade efou nlveis zumentados ou
diminuidos, em uma planta, de uma protelna CDC27A. A invengao também
se refere a plantas transgénicas tende desenvolvimento atterado, plantas
as quais tém expressac aumentada ou diminuida de um acido nucleico aue
codifica uma proteina COC27A.
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METODO PARA ALTERAGAO DO DESENVOLVIMENTC E FORMAGAO DE
ORGAOS DE UMA PLANTA

A presente 1invengac se refere a um método para
alteracdo do desenvolvimento de uma planta, Mais
especificamente, a presente invengdo se refere a um método
para alteragdo do desenvolvimento de uma planta através de
expressdo aumentada ou diminuida de um &cido nucleico de
cdc27a e/cu através de atividade efou niveis aumentados ou
diminuidos de uma proteina CDC27A em uma planta. A presente
invengdc também se refere a plantas tendoc expressdo
aumentada ou diminuida de um acido nucleico de cdc27a e/ou
atividade e/ou niveis aumentados ou diminuidos de uma
proteina CDC27A, plantas as quais tém o desenvolvimento
alterado com relagdo a plantas do tipo silvestre
corregpondentes.

A populag¢doc mundial crescente e a redugdc das terras
araveis disponiveis para agricultura congomem pesguisas
para aperfeigoamente da eficdcia da agricultura. Meiocs
convencionais para aperfeigoamentos de safras e
horticulturas utilizam técnicas de semeadura seletiva para
identificar plantas tendo caracteristicas desejaveis.
Contudo, técnicas de semeadura seletiva tém varias
deficiéncias, isto é, essas técnicas sdo, tipicamente, de

trabalho intensivo e resultam em plantas que, muitas vezes,

contém componentes genéticos hetercgéneos gue nem sempre
podem resultar no fato da caracteristica desejada ser
passada pelas plantags originais. 0s avangos na biologia
molecular tém permitido modificar ¢ germplasma de animais e
plantas. A engenharia genética de plantas estabelece o

isolamento e manipulagdo do material genético (tipicamente
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na forma de DNA ou RNA} e a subsequente introdugdo desse
material genético em uma planta. Tal tecnelogia tem a
capacidade de conferir safras ou plantas tendo varias
caracteristicas econdmicas, agrondmicas ou horticulturais
aperfeigoadas. Uma caracteristica de interesse econdmico
particular é o rendimento. © rendimentoe €&, normalmente,
definido como a produgdoc mensuridvel de valor econdmice de
uma safra. Essa pode ser definida em termos de quantidade
e/ou qualidade. 0 rendimento da safra é influenciadoe pelos
estresses tipicos aos quais as plantas ou safras estéo
gujeitas. Tals estresses incluem estresses ambientais
(abidticos) {tais como estresses de temperathra causados
por temperaturas elevadas ou baixas atipicés; estresses
causados por deficiéncia de nutrientes; estresses causados
por falta de &gua (estiagem)) e estresses bidticos (os
guais podem ser impostos por outras plantas (ervas
daninhas), pestes animais e agentes patogénicoé). O
rendimento da safra pode ndo apenas ser aumentado através
de combate de um ou mais dos estresses aos quais a safra ou
planta é submetida, mas também ser aumentado através de
modificacdo dos mecanismos inerentes de crescimento e
desenvolvimente de uma planta.

Os mecanismos inerentes de crescimento de uma planta

residem em uma seqléncia altamente ordenada de eventos

coletivamente conhecidos com;_}cicig.celuiar'. A progressao
através do ciclo celular & fundamental para o cregcimento
dos organismos e & crucial para a procliferagdo celular. Os
principais componentes do ciclo celular sdo altamente
conservados em levedo, mamiferos e plantas. O ciclo celular

€, tipicamente, dividido nas seguintes fases seqienciais:
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GO - Gl - 8 - G2 - M. A replicacdc ou sintese de DNA

geralmente ocorre durante a fase § (“S” & para a sintese de
DNA) e segregag¢do mitdtica dos cromessomas ocorre durante a
fase M (o “M* €& para mitose), com fases de folga
intervenientes, G1 {durante a gual as células crescem antes
de replicacdc de DNA) e G2 {(um periodo apds a replicagdo de
DNA durante o gqual a célula se prepara para divisdo). A
divisdo celular é terminada apos citoguinese, a Gdltima
etapa da fase M. Células que sairam do ciclo celular e dque
se tornaram gquiescentes sdo ditas como estando na fase GO,
Células nessa fase podem ser estimuladas a re-entrar no
ciclo celular na fase Gl. O “G" em Gl, G2 e GO0 significa
"folga”. O término do processo de ciclo celular permite que
cada célula filha durante divisdo celular receba uma cépia
completa do genoma original.

A divisdo celular €& contreolada por dois eventos
principais do ciclo celular, isto é, inicioc de sintese de
DNA e inficio de mitose. Cada transformagac a cada um desses
eventos chave & controlada por um "checkpeint" repregentado
por complexos de proteina especificos (envolvidos na
replicagdo e divisd3o de DNA). O transito entre as
diferentes fases do ciclo celular é acionado pela formagaoc
e ativagdo de quinases de proteina de serina/treonina

heterodiméricas diferentes, geralmente referidas como

A progressio através

quinases ciclina-dependentes {EDKS).
do ciclo celular envolve alternac¢do das fases de alta e
baixa atividade das quinases ciclina-dependentes. ©
complexo que promove a anafase (APC) €& uma ligase de
ubiquitina com multisubunidades que dispara a destruigdo

proteolitica de ciclinas mitéticas e é um regulador
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importante da fase de baixa atividade das quinases ciclina
dependentes. Cdc27 foi descrito como um membro do complexo
APC, o gqgual estd envolvido na degradagdo de ciclinas
mitdticas durante o ciclo celular para promover a andfase da
mitose.

Os mecanismos inerentes de desenvolvimento de uma
planta residem na sequéncia de eventos que leva a
diferenciagdc celular, a qual é crucial para a fung¢do de um
organigme multicelular. As regifdes meristemdticas de
plantas superiores contém células com elevada atividade
mitdtica e essas regides produzem continuamente novas
células. Uma vez desvinculadas dc meristema, as células se
expandem e se diferenciam totalmente, Essa diferenciagdo
continua quandoc a atividade mitética_cessa, de modeo gue o
desenvolvimento da planta pode prosseguir.

A capacidade de influenciar a diferenciacgio e
desenvolvimento em uma planta (quer usando a tecnologia de
DNA recombinante ou usando meios ndo recombinantes) e para,
desse modo, modificar varias caracteristicas do
desenvolvimento de uma planta, teria muitas aplicag¢des em
dreas tails como intensificagdc da safra, semeadura da
planta, produgdo de plantas ornamentais, aboricultura,
horticultura e florestas.

O 1solamento e caracterlzacao de um gene cdc27a de

Arabldop31s thaliana foram descritos no pedido de patente
internacional WO0102430. No W00102430 é divulgado o uso de
muteinas cde27a ou a sub-regulagdo de cdc27 para ocasionar
um mau funcionamento do complexo APC e causar endo-
reduplicacdo wvia estimulacdc da sintese de DNA e/ou

blequeio da mitose. Esse documento descreve o elo entre o
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cdc27A e a sintese de DNA e/ou mitose e © uso de genes
cdc27a genes, protelinas ou variantes/muteinas inativadas em
uma planta, para influenciar processos envolvendo a sintese
de DNA e/ou mitose, tal como replicagdco de DNA, divisdo
celular e endo-reduplicagio.

Descobriu-se agora gque o aumento ou diminuigdo da
expregsdo, em uma planta, de um Acidoc nucleico de cdc27a
e/ou o aumento ou diminuic8oc da atividade e/ou niveis, em
uma planta, de uma proteina CDC27A proporcicna plantas
tendo desenvolvimento acelerado. Uma vez gque a
diferenciagdo e desenvolvimentc de uma planta sdoc processocs
gque ocorrem apds sintese de DNA e divisdo celular, foi
surpreendente descobrir que egsses processcs eram
influenciados pelo transgene cdc27a. Mais particularmente,
os efeitos do transgene cdc27a eram taxa acelerada de
desenvolvimento, aumentc do tamanho e/ou nimero de 6rgdos e
floragdo precoce, processos o©s8 quais sdo baseados na
diferenciacdco das células e padrdes de desenvolvimento ao
invés de na sintese de DNA e divisdo celular.

Portanto, de acordo com uma primeira modalidade da
presente inveng¢do, € proporcicnado um método para alterar o
desenvelvimento de uma planta ou parte de planta comparado
a planta ou parte de planta do tipo silvestre, processo o

gual compreende o© aumento ou diminuigdc da expressdo, em

25

30

uma planta, de um écido-nucleicd_da seqﬁéncia d6 cdc27a
efou o aumento ou diminuicdo dos niveis e/ou atividade, em
uma planta, de uma proteina CDC27A.

0 aumente ou diminuigd3oc da expressdo de um A&cido
nucleico de c¢dec27a e/ou © aumento ou diminuigdo da

atividade e/cu niveis de uma proteina CDC27A abrangem



10

15

20

25

30

6/74",

LA N ]
RS
L]
an »4
L]
areasss
LN 1]
[ 2 N
assv
[ E X}
e o
L L
[ A L K]
LA X ]

XYY )
[ ]

» [ ]

expressdo alterada de um gene e/cu atividade e/fou niveis
alterados de um produto genético, isto €, um polipeptideo,
em células ou tecidos especificos. A expressdo, atividade
e/ou niveis alterados s3oc alterados comparado 3 expressio,
atividade e/ou niveis de um gene ou proteina cde27a em
plantas do tipo silvestre correspondentes. A expressio
alterada do gene pode resultar de niveis de expressio
alterados de um gene cdc27a enddgeno gene e/ou pode
resultar de niveis de expressdo niveis alterados de um gene
cdec27a previamente introduzido em uma planta. Similarmente,
niveis e/ou atividade alterada de uma proteina CDC27A podem
ser devido & expressioc alterada de um &cido nucleico/gene
cdc27a endégeﬁo e/ou devido & expressdo alterada de um
Acido nucleico de gene/cdc27a previamente introduzido em
uma planta. © aumento ou diminuigdo da expressao de um
gene/acido nucleico e/ou o aumento ou diminuicdo atividade
e/ou niveis de um produtoc genético pode ser realizado, por
exemplo, através de meios quimicos e/ou meios
recombinantes.

Vantajogamente, ¢ aumento ou diminuig¢do da expressac
de um &cido nucleico de cde27a efou aumento ou diminuicdo
da atividade e/ou niveis de uma proteina CDC27A pode ser
realizado através de meios quimices, isto é, através de

aplicagdo exdgena de um ou mais compostecs ou elementcs

capazes de aumentér ou diminuir a étlvidade e/ou niveis da
proteina CDC27A e/ou capazes de aumentar ou diminuir a
expressio de um &cide nucleico de gene/cdc27a. O termo
‘aplicagdo exégena”, conforme definido agui, € tomado para
significar o contatc ou administrac¢do de um compostc ou

elemento adequado as células, tecidos, drgdos da planta ou
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ao organismo todo. O composto ou elemento pode ser
exogenamente aplicado & planta em uma forma adequada para
captagdo da planta (tal como através de aplicagdoc ao solo
para captagdo via as raizes ou, no caso de algumas plantas,
através de aplicac¢8o diretamente a&s folhas, por exemplo,
através de pulverizagdo). A aplicagdo exdgena pode ocorrer
em plantas do tipo silvestre ou em plantas transgénicas gque
foram anteriormente transformadas com um acido
nucleico/gene de cdc27a ou outro transgene.

Compostos ou elementos adequados incluem proteinas
CDC27A ou &cidos nucleicos de cde27a. Similarmente,
homélogos, derivados ou fragmentos ativos de proteina
CDC27A e/ou porgdes ou sequéncias capazes de hibridizagdo a
um &acide nucleico de cdc27a também podem ser usados. A
aplicagiio exbégena de compostos ou elementos capazes de
aumentar ou diminuir os niveis de fatores que, direta ou
indiretamente, ativam ou inativam uma proteina CDC27A
também serd adequada na pratica da invengdo. Também
incluidos estao anticorpos que podem reconhecer ou imitar a
fungdo de proteinas CDC2Z7A. Tais anticorpos podem
compreender "planticorpos", anticorpos com cadeia simples,
anticorpos IgG e anticorpcs de cadeia pesada, bem como
fragmentos dos mesmos. Adicional ou alternativamente, o

efeito resultante também pode ser obtido através de

aplicaqéo exdgena de uma“particularménteuéﬁ ativador ou um
inibidor de interesse do produto de gene/gene cdc27a.
Adicional ou alternativamente, © composto ou elemento pode
ser uma substdncia mutagénica, tal como um produtc guimico
selecionado de gualguer wum ou mais de: N-nitroso-N-

etiluréia, etileno imina, etil metano-sulfonato e dietil
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sulfato. Mutagénese também pode ser obtida através de
exposiqgdo & radiacdc ionizante, tal como raics X ou raios
gama ou luz ultravioleta. Métodos para a introdugdc de
mutagdes e para a testagem do efeito de mutagdes (tal como
através de monitoramento da expressdo do gene efou
atividade de proteina) sdo bem conhecidos na técnica.

Portanto, de accocrde com um aspecto da presente
invengao, € proporcicnade um métode para alteragao do
desenvolvimento de wuma planta compreendendo aplicagéo
exdgena de um ou mais compostos ou elementos capazes de
aumentar ocu diminuir a expresséo.de um gene cdc27a e/ou
capaz de aumentar ou diminuir a atividade e/ou niveis de
uma proteina CDC27A.

Adicional ou alternativamente e de acordo com uma
modalidade preferida da presente invengao, o aumento ou
diminuicido da expressdoc de um acido nucleico de cdc27a e/ou
aumento ou diminuicéb da atividade e/ou niveis de uma
proteina CDC27A pode ser realizado através de meios
recombinantes. Tais meios podem compreender uma abordagem
direta ou indireta para aumento ou diminuigdo da expressao
de um a&cido nucleico e/ou para aumento ou diminuigdo da
atividade e/ou niveis de uma proteina.

Portanto, é proporcionado pela presente invengio um

métodeo para alterar o desenvolvimento de uma planta

25

30

compreendendolo aumento 5u diminuigdo da expressido do gene
cdc27a e/ou niveis de proteina CDC27A e/ou atividade de
proteina CDC27A, aumento ou diminuigdo a gqual pode ser
realizada através de meios recombinantes e/ou através de
meios quimicos.

O gene cdc¢27a ou a proteina CDC27A em uma planta pode
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ser do tipo silvestre, iste é, um A&cide nucleico ou
polipeptideo nativo ou enddgeno. Alternativamente, ele pode
ser um acido nucleico derivado da mesma ou de outra
espécie, gene ¢ gual & introduzido comoc um transgene, por
exemplo, através de transformagdo. Esse transgene pode ser
substancialmente alterado com relagdo a sua forma nativa
quanto a composigdc e/ou ambiente gendmico através de
manipulagdo humana deliberada.

Uma abordagem recombinante indireta pode compreender,
por exemplo, introdu¢do, em uma planta, de um acide
nucleico capaz de aumentar ou diminuir a atividade e/ou
niveis da proteina em questdc (uma proteina CDC27A) e/ou
capaz de aumentar ou diminuir a expressdco do gene em
questdo (um gene cdc27a). Exemplos de tais acidos nucleicos
a serem introduzidos em uma planta sdo acidos nucleicos gue
codificam  fatores de transcrigdo ou ativadores ou
inibidores gue se ligam ac¢ promotor de um gene cdc27a ou
que interagem com uma proteina CDC27A. Métodos para testar
egses tipos de interacgdes e métodos para o iéolamento de
dcidos nucleicos que codificam tais interagdes incluem
selegdes com um hibrido em levedo ou com doig hibridos em
levedo.

Também abrangido por uma abordagem indireta para o

aumento ou diminuig¢d3o da atividade e/ou niveis de uma

25
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proteina CDC27A e/ou expressdo de um gene cdc27a, estd o

fornecimento de ou a inibigdo ou egtimulagdo de segiiéncias
regulatdérias gque acionam a expressdo do gene cdc27a native
ou do transgene cdc27a. Tals seqiéncias regulatdrias podem
ser introduzidas em uma planta. Por exemplo, o &cido

nucleice introduzide na planta € um promotor capaz de
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acionamento da expressdo de um gene cdc27a enddgeno.

Uma outra abordagem indireta para ¢ aumento ou
diminuicéo da atividade e/ou niveis e/ou expressdc de um
gene cdc27a ou proteina em uma planta abrange niveis
aumentados ou diminuidos, em uma planta, de um fator capaz
de Interagir com a CDC27A. Tals fatores podem incluem
ligantes de CDC27A. Portanto, a presente invengao
proporciona um método para alteragdo do desenvolvimento de
uma planta, quando comparadce a plantas do tipo silvestre
correspondentes, compreendendo o aumento ou diminuigdo da
expressdc de um gene gque codifica uma proteina a qual & um
ligante natural de uma CDC27A. Além disso, a presente
invengao também propeorciona um métode para alteragido do
desenvolvimento de uma planta com relacdo a plantas de tipe
gilvestre correspondentes compreendendo o© aumento ou
diminuigdo da expressdo de um gene gque codifica wuma
proteina a gual é um alvo/substrato natural de uma CDC27A.

Uma abordagem méis direta e preferida para alteragac
do desenvolvimento de uma planta compreende introdugdo, em
uma planta, de um &acido nucleico de cdc27a ou uma parte do
mesmo ou seqUéncias capazes de hibridizagdo aoc mesmo, acido
nucleico o© qual c¢odifica, de preferéncia uma proteina
CDC27A ou um homélogo, derivade ou fragmento ativo da

mesma. O &cido nucleico pode ser introduzido em uma planta,
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por exemplo, através de transformagdo.

De acordc com um aspecto preferide da presente
invengao, €& proporcionado um método para alteragdao do
desenvolvimento de wuma planta, a segliéncia de acido
nucleico capaz de aumentar ou diminuir a expressdc de um

gene cdc27a e/ou capaz de aumentar ou diminuir a atividade
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e/ou niveis de uma proteina CDC27A. Ainda de preferéncia,
tal sequéncia de &cido nucleico & um Aacide nucleico de
cdc27a.

Conforme mencionado acima, o acido nucleico a ser
usado nos métodos da presente invengdo pode ser do tipo
silvestre (nativo ou enddégenc). Alternativamente, o &acido
nucleico pode ser derivado de outra egspécie, gene o gual é
introduzido na planta como um transgene, por exemplo,
através de transformagd@c. O acido nucleico pode, assim, ser
derivado (guer direta ou indiretamente (se sgubseqlientemente
modificado)) de gqualquer fonte, contanto gque o 4&cido
nucleico, gquando expressic em uma planta, leve a expressao
aumentada ou diminuida de um acido nucleico/gene cdc27a ou
atividade e/ou niveils aumentados ou diminuidos de uma
proteina CDC27A. ©C acido nucleico pode ser isolade de uma
fonte microbiana, tal como bactérias, levedo ou fungo ou de
uma fonte wvegetal, alga, inseto ou animal (incluindo seres
humanos). Esse Aacido nucleico pode ser substancialmente
alterado com relagdc a sua forma nativa guanto a composigaoc
e/ou ambiente gendmico através de manipula¢io humana
deliberada. A seqUéncia de &4cido nucleico &, de
preferéncia, uma seqiéncia de acido nucleico homéloga, isto
é, uma sequéncia de acido nucleico obtida de uma planta,

dquer da mesma ou de uma espécie diferente. O &cido nucleico

pode ser isolédo de uma eépécie dicotiiédénea: de
preferéncia da familia Brassicaceae, ainda de preferéncia
de Arabidopsis thaliana. Mais preferivelmente, o &cido
nucleico é conforme representade por SEQ ID NO: 1 ou uma

parte da mesma ou um acido nucleico capaz de hibridizagdoc a

mesma ou &€ um Acido nucleico que codifica um aminodcido
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representado por SEQ ID NO: 2 cu um homdlogo, derivado ou
fragmento ativo da mesma, tal como um homdélogo tendo pelo
menos 47%, 48%, 49, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95% 98%, 99% de identidade de seqiéncia & SEQ ID NO 2.

Embora a inveng¢do tenha sideo exemplificada com um
cdc27a de acordo com a SEQ ID NO: 1 e aminodcidos
correspondentes de acorde com a SEQ ID NO: 2, serd evidente
para aqueles habilitados na técnica que og métodos de
acordo com a invengdc também podem ger praticados usando-se
&cidos nucleicos variantes e amincécidos wvariantes, tais
como aqueles definidos aqui depois.

Portanto, tomado em um contexto amplo, o© termo
proteina/adcide nucleico de "cdc27a" também abrange Aacidos
nucleicos variantes e amincdcidos variantes adequados para
a pratica dos métodos de acordo com a invengao. De
preferéncia, dcides nucleices variantes e aminodcidos
varianteg adequados para a pratica dos mesmos de acordo com
a invengao incluem agqueles gue caem dentro da definigac de
um “cdc27a”, significande que quando de construcgdo de uma
adrvore filogenética, tal como agquela representada na Fig.
7, as seqiiéncias variantes de interesse tenderdo a se
agrupar em torno de proteinas CDC27A/genes. Outras
variantes preferidas de c¢dc27a se agrupam em torno da
proteina CDC27A de Arabidopsis ao invés de em torno da
proteina c¢dc27b é;_.Arabiéopsisi_“No caéo de ‘;;fiante;_.ae
plantas em particular para as guais nenhuma distincdo entre
cdc27A ou cdc27B pode ser feita, variantes preferidas podem
se agrupar em torno de um grupo distinto de proteinas
cde27, cada uma das quals representa uma proteina cdc2?

Unica no genoma da referida planta. Exemplos de tais
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proteinas cdc27 sdo proteinas cdc27 de monocots, tal como
representado por SEQ ID NO 6 (arroz), SEQ ID NO 8 (cana-de-
agicar), SEQ ID NO 10 (milho) e SEQ ID NO 12 ({(trigc). Essas
proteinas c¢dc27 também s3o UGteis para os métodos da
presente 1invenc¢do. Tal Arvore filogenética pode ser
construida com seqiiéncias de aminodcido ou com sequéncias
de &cido nucleico. Aqueles habilitados na técnica poderac
determinar prontamente se qualquer sequéncia de &cido
nucleico ou seqléncia de proteina em questdoc cai dentro da
definigdo de uma "“cdc27a” usando-se técnicas e softwares
conhecidos para se fazer tais arvores filogenéticas, tais
como O pacote GCG, EBI ou CLUSTAL ou Align X, usando os
parametros de default. Quando de construgdo de tal &rvore
filogenética, sequéncias se agrupando no grupo cdc27a serao
consideradas como cainde dentro da definigdo de uma
*cde27a”, conforme usade aqui e, portanto, serao luteis na
realizagdoc dos métodos da invengao.
Sequéncias de acido nucleico e amincacidos wvariantes
adequadas ((teis na pratica do método de acordoc com a
invencio incluem:

(i) porgdes funcionais de um 4&cido nucleico de
gene/cdc27a;

(i1) seqléncias capazes de hibridizagdoc a um &cido

(iii) wvariantes com ﬁniéeé altefnétiﬁas devvuﬁl acido
nucleico de gene/cdc27a;

(iv) wvariantes alélicas de um A&cido nucleico/gene
cdc27a;

(v) homdlogos, derivados e fragmentos ativos de uma

proteina CDC27A.
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O termo Acide nucleico/gene cdc27a, conforme definido
agui, também abrange um complemento de SEQ ID NO: 1 e
também o RNA, DNA, cDNA ou DNA gendmico correspondente. A
cdc27a pode ser sintetizada no todo ou em parte, pode ser
acido nucleico fita dupla ou Acido nucleico fita simples.
Também, esse termo abrange uma variante do gene devido a
degenerdncia do c6digo genético e variantes gue Bs8o
interrompidas por uma ou mais sequéncias intervenientes,

Un exemplo de um &cido nucleico/gene de cdc27a
variante & uma porc¢do funcional de um &acido nucleico de
gene/cdc27a. 0Os métodos de acordo com a invencio podem,
vantajosamente, ser praticados usando-se porgdes funcionais
de uma cdc27a. Uma porg¢dace funcional se refere a um pedago
de DNA derivado ou preparado de wuma molécula de DNA
original (maior), porgdo de DNA a qual, guando introduzida
e expressa em uma planta, proporciona plantas tendo
desenvolvimento alterado. A porgdc pode compreender muitcs
genes, com ou sem elementos de controle adicionais ou pode
conter sequéncias espagadoras. A porcac pode ser feita
fazendo-se uma ou mais delegdes e/ou truncamentcs na
seqgiiéncia de A&cido nucleico. Métodos para a introdugdo de
truncamentos e delegdes sdc bem conhecidos na técnica.
Por¢des adequadas para uso nos métodos de acordo com a

inveng¢dc podem ser prontamente determinadag usando-se

técnicas de rotiﬂa, tal como através de ﬁm ensailo pé}a a
atividade de CDC27A e/ou seguindo-se os métodos descritcs
na segao Exemplos através, simplesmente, de substituigdo da
seqléncia usada no Exemplo real pela porgdo a ser testada
gquanto & funcionalidade.

Métodos para ensalio da atividade de uma proteina
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CDC27A podem compreender:

1. Opcionalmente, uma primeira etapa de expressaoc do
gene que codifica a CDC27A,

2. Fabricagdo de extratos da célula hospedeira (e
opcicnalmente purificagdc da proteina CDC273) e, entdo,

3. Uso da mesma em ensaics bioldgicos em comparagao
com um extrato de células de CDC27A do tipo silvestre (ou
proteina purificada).

Tal ensaio bicldgico pode envolver um teste em
resposta a hormdnios e aglicar e uma comparagdo do perfil em
RT-PCR da proteina investigada com os perfis da CDC27A.

Qutrc teste para investigar a funcionalidade de uma
proteina 2 (ou um fragmento, um homélogo ou derivado da
mesma) & um ensaio de complementagdco em levedo, em que o©
gene/proteina sob investigacdc é introduzida em uma célula
de levedo carecendo de seu gene e/ou proteina cdc27
natural. Subseqientemente, € verificado se essa célula de
levedo é capaz de formar coldnias normalmente e se ela é
capaz de gintese normal de DNA. Tal ensaio de
complementagdoc em levedo foi descrite por Blilou e
colaboradores (Genes Dev. 2002 16(19): 2566-75}. Em resumo,
para investigar se a proteina CDC27A pode atuar com um
componente do APC, © cDNA de comprimento total pode ser

c¢lonado em um vetor de levedo com um promotor tiamina-

repressivel e transformadc em um género" h;&éi;_dém S.
pombe. A expressdo da cdc27A resgatara, pelo menos
parcialmente, o fenotipo nuc2 na temperatura restritiva e
restaurara, reproduzivelmente, o) crescimento a uma
densidade maior, comparado ac controle de vetor vazio.

Outro ensaio para testar a funcionalidade de uma
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proteina cdc27 € um experimento de "pull down". A CDC27 &
parte de um complexo APC com multiproteinas, através de
ligagdo a proteinas especificas dentro desse complexo. Para
confirmar que essa proteina estd, na verdade, implicada em
sua estrutura, o método de purificagdc por afinidade
aleatdéria (TAP) pode ser ugado. O TAP é uma ferramenta gue
permite a purificagdo réapida sob condi¢des nativas de
complexos, mesmo guando expressos em seu nivel natural. O
método TAP requer a fusdo da tag RAP, quer N- ou C-
terminalmente, & proteina alve de interesse, por exemplo,
CbhC27. Através de eluicdc sucessiva das ceclunas de
afinidade para as tags, purificagdo altamente especifica do
complexo pode ser cbtida. Apds a etapa final de eluic¢ao do
complexo purificadoe, a identificagdo de proteinas que
interagem com a proteina alve fornecida é feita via
espectrometria de massa (Puig e cclaborares, (2001) The
tandem affinity purification (TAP) method: a general
procedure of protein complex purification. Methods 24 (3}:
218-2%9; Rigaut e colaboradores (1999), A generic protein
purification methed for protein complex characterization
and protecme exploration. Nat Biotechnol. 17 (10} : 1030-2).

Um exemplo de um outro A&acido nucleico de cdec27a

variante é uma seqiéncia que é capaz de hibridizag¢do a uma

cdc27a. Vantajosamente, os métodos de acorde com a presente

inveng¢8o também podem ser praticados usando-se seqténcias
capazes de hibridizagdc a uma cdc27a, particularmente uma
cdc27a conforme representado por gqualquer uma de SEQ ID NO:
1 ou SEQ ID NC: 3, segléncias de hibridizag¢do as quais sao,
de preferéncia, aguelas gue caem dentro da definig¢do de uma

"cdc27a", significande que quando de construgdo de uma



10

15

20

25

30

17/3.

(T N E N J
'Y L L]
R R L]

-

FYXEE RS

[ ]

[ R 3
whan
awes
aw ¥

»
al @
4090 ®
LL R A

arvore filogenética, tal como aguela representada na Fig.
7, a seqiéncia de hibridizagdc serd uma dque tende a se
agrupar em torno das cdc27a's. SegUéncias de hibridizagao
adegquadas para uso nos métodos de acordo com a invengao
podem ser prontamente dJdeterminadas usando-se técnicas de
rotina, tal como através de ensaio da atividade de CDC27A
e/ou seguindo-se o5 wmétodos descritos na sgecdo Exemplos
simplesmente substituindo-se a seqgiéncia usada no Exemplo
real pela sequéncia de hibridizacgdo.

0 termo "hibridizagdo", conforme definido aqui, é um
processo em gque seguéncias de nucleotideo complementares
substancialmente homélogas se anelam umas ads outras. O
procegsso de hibridizagdc pode ocorrer inteiramente em
solucgdo, 1iste &, ambos og acidos nucleices complementares
estde em solugdo. Ferramentas em bioclogia molecular
contando com tal processo incluem a reagdo em cadeia de
polimerase {(PCR; e todos os métodos baseados na mesma),
hibridizacdc subtrativa, extens3o aleatéria de primer,
mapeamento de nuclease S1, extensdao de primer, transcrigdo
invertida, sintese de c¢DNA, visualizagdo diferencial de
RNAs e determinagidc de seqléncia de DNA. O processo de
hibridizagdo também pode ocorrer com um dos Aacidos

nucleicos complementares imobilizados a uma matriz, tal

com tal processo incluem isolamento de mRNA poli (A+). O
processo de hibridiza¢dc pode, além disso, ocorrer com um
dos &cidos nucleicos complementares imobilizades a um
suporte a8délido, tal como uma membrana de nitro-celulose ou

nailon ou imebilizados, por exemplo, através de
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fotolitografia, por exemplo, a um suporte de vidro silicoso
(o0 Gltimo conhecido como fileiras ou micro-fileiras de
dcido nucleico ou como lascas de Acido nucleico}.
Ferramentas em bioclogia mclecular ceontando com tal processo
incluem analise em blot gel de DNA e RNA, hibridizagdo de
colénia, hibridizagde em 1lamina, hibridizacdo in situ e
hibridiza¢dao em micro-fileira. De forma a permitir que a
hibridizagdo ocorra, as moléculas de &acido nucleico séo,
geralmente, quimica ou termicamente desnaturadas para
fundir uma fita dupla em duas fitas simples e/ou remover
hairpinas ou outras estruturas secundarias dos &cidos
nucleicos fita simples. A estringéncia de hibridizagdoc &
influenciada per condigbes tais como temperatura,
concentragdo de sal e composig¢do do tampac de hibridizagao.
Condigdes de elevada estringéncia para hibridizagdo incluem
alta temperatura efcu baixa concentracio de sal {sais
incluem NaCl e citrato de Nai} e/ou a inclusdo de formamida
no tampdo de hibridizac3o e/ou diminuig3c da concentracdo
de compostos tals como SDS (detergente} no tampao de
hibridizacdo e/ou exclusido de compostos, tais como sulfato
de dextrana ou polietileno glicol {(promogdo de
degenvolvimento molecular) deo tampdo de hibridizagao.
Condigdes convencionais de hibridizacdo sdo descritas, por
exemplo, em Sambrook (2001) Molecular Cloning: a laboratory
manual, 3° Ediqg;: Colaf“éprihg-_Harbori-Laborégéry- ﬁggés,
CSH, New York, mas aqueles habilitades na técnica
apreciardo que numerocsas condigdes diferentes de
hibridiza¢do podem ser preojetadas em fungdc da homolegia
e/ou comprimento da seqiéncia de adcido nucleico conhecida

ou esperada. Condigdes de hibridizagdo suficientemente
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baixag sdo particularmente preferidas (pelo menocs no
primeiro caso) para isolar 4dcidos nucleicos heterdlogos &s
seqiéncias de DNA da invengdo definidas supra. Um exemplo
de condigdes de baixa estringéncia é 4-6x SsC / 0,1-0,5%
peso/v de 8SDS a 37-45°C durante 2-3 horas. Dependendo da
fonte e concentragd3o do A&cido nucleico envelvido na
hibridizac8o, condigdes alternativas de estringéncia podem
ser empregadas, talis como condig¢des de media estringéncia.
Exemplos de condi¢des de média estringéneia incluem 1-4x
SsC / 0,25% peso/v de SDS a = 45°C durante 2-3 horas. Um
exemplo de condig¢des de elevada estringéncia inclue 0,1-1x
SsC / 0,1% peso/v de SDS a 60°C durante 1-3 horas. Agqueles
habilitados na técnica ter3c ciéncia dos varios pardmetros
0s quais podem ser alterados durante hibridizagdo e lavagem
e ©0s guais manterdo ou alterardo as condigdes de
egtringénecia. As condigdes de estringénéia. podem comegar
baixas e aumentar progressivamente até que seja
proporcionado um &cido nucleico de cdc27a de hibridizagdo,
conforme definide agui acima. Elementos gque contribuem para
a heterologia incluem alelismo, degeneragdo do cddigo
genético e diferen¢as no uso de cddon preferido.

OQutro exemplo de um cdc27a variante € uma variante com

unideo alternativa de cdc27a. 08 métodos de acordo com a

presente invengdoc também podem ser praticados usando-se uma

variante com unido alternati&a ébﬁuﬁﬁ.ééiagmnuéiéico/gene
cdc27a. O termo "variante com unifo alternativa", conforme
usado aqui, abrange variantes de um &dcide nucleico nas
gquais Introns e/ou éxons selecionados  tenham sido
excisados, sgubstituideos ou adicionados. Tais variantes com

unido podem ser encontradas na natureza ou podem ser feitas



10

15

20

20f%%.

-
»
L]

(2R L]

[ 2 X 3]

ay &8
dhaw
[ X 3]
[ L]
»e &
. »
e
[ R X

[ XA R D]
-

XN L]

usando-se métodecs bem conhecidos na técnica. Uma variante
com unifdo MUtil nos métodos de acordcoc com a invengdo €, de
preferéncia, uma "cdc27a", significando gue quando de
construgao de uma Aarvore filogenética, tal como aquela
representada na Fig. 7, a variante com unido de interesse
serd uma a qual tende a se agrupar em torno das cdc27a's ao
invés de em tornc de guaisquer outros grupos de CDK. De
preferéncia, a variante com unific é uma variante com unidoc
da geqgléncia representada por qualquer uma de SEQ ID NO: 1
ou SEQ ID NO: 3. Variantes com unidc adequadas para uso ncs
métodos de acordo com a invengdc poedem ser prontamente
determinadas usando-se técnicas de rotina, tal como através
de ensaio da atividade de C(CDC27A e/ou seguindo-se o0s
métodos descritos na segdo Exemplos através, simplesmente,
de substituigdo da sequéncia usada no Exemplo real pela
variante com uniao.

Cutro exemplo de uma cdc27a variante & uma varlante
alélica. Vantajosamente, o©s métodos de acordo com a
presente invengdoc também podem ser praticados usando-se
variantes alélicas de um A&acido nucleicce de c¢dc27a, de
preferéncia uma variante alélica de uma segléncia
representada por gualguer uma de SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID NO:
3. Variantes alélicas existem na natureza e abrangido

dentro dos métodos da presente invengdo estd o uso desses

25

30

alelos naturais isoladdé nos métsaeé".&é. ééarao com  a
invengdo. Varianteg alélicas abranges Polimorfismos de um
Unico Nucleotideo (SNPs), bem como Polimorfismos com
Peqguenas Inserc¢des/Deleg¢des (INDELs). O tamanho dos INDELS,
usualmente, & de menos de 100 bp. SNPaz e INDELs formam o

maior conjunto de variantes de seqléncia em géneros
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polimdrficos que ocorrem naturalmente da maioria dos
organismos. As variantes alélicas 0Oteis nos métodos de
acordo com a invengdo sdo, de preferéncia, Ycdc27a",
significando que quando de construgdo de uma Aarvore
filogenética, tal como aquela representada na Fig. 7, a
variante alélica de interesse tenderd a se agrupar em torno
das cdc27a's. Variantes alélicas adequadas para usc nos
métodos de acordo com a invengdo podem ser prontamente
determinadas usando-se técnicas de rofina, tal como através
de ensaio para atividade de CDC27A e/ou seguindo-se os
métodos descritos na segaoc Exemplos através, simplesmente,
de substituigdc da seqlénecia usada no Exemplo real pela
variante alélica.

ConseqlUentemente, a presente invengdo proporciona um
método para alterag¢do do desenvolvimentc de uma planta, em
gue a seqiiéncia de &cido nucleico da cdc27a € uma variante
com unido de um &cido nucleico da seqgléncia da cdc27a ou em
gque a referida proteina CDC27A & codificada por uma
variante com unidoc ou em gue a segiéncia de acide nucleico
da cdc27 €& uma variante alélica de um Aacido nucleico da
sequéncia da cdc27a ou em que a referida proteina CDC27A é&
codificada por uma variante alélica.

Exemplos de amincacidos variantes de CDC27A incluem

homélegos, derivados e fragmentos ativos de uma proteina

CDC27A. Vantajosamente; ol métodos_d;"acordo cém a presente
invengac também podem ser praticados usando-se homdlogos,
derivadecs ou fragmento atives de uma CDC27A, de preferéncia
usandc-se homdlogos, derivados ou fragmentos ativos de uma
CDC27A conforme representado por qualgquer uma de SEQ ID NO:

2 ou SBEQ ID NO: 4.
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“Homélogos” de uma proteina CDC27A abrange peptideos,
oligopeptideos, polipeptideos, proteinas e enzimas tendo
substituiq¢des, deleg¢des e/ou inser¢des de amincdcido com
relagdo a uma proteina inalterada em gquestdo e tendo
atividade bioldégica e funcional similares & proteina
inalterada a partir da qual eles sdo derivados. Para
produzir tais homdélogos, amincdcidos da proteina podem ser
substituidos por outrogs aminoacides tendo propriedades
similares {tais como hidrofobicidade, hidrofilicidade,
antigenicidade, propensao para formar ou quebrar estruturas
em o-hélice ou estruturas em f3-folha). Tabelas de
substituigao c¢onservativa sdo bem conhecidas na técnica
{veja, por exemplo, Creighton (1984} Proteins. W.H. Freeman
and Company) .

Os homélogos TUteis nos métodos de acordo com a
invengdo té&m uma identidade percentual & SEQ ID NO: 2 ou 4
igual a um valor oscilando entre 47% e 99,899%.

0s homdlogos 1Uteis no método de acordo com a invengao
I tém pelo menos 47%, 48%, 49%% ou 50% de identidade de
seqiiénecia ou similaridade {identidade funcional) i proteina
inalterada, alternativamente pelo menos 60% de identidade
de sequéncia ou similaridade a uma proteina inalterada,
alternativamente pelo menos 70% de identidade de sequéncia

ou similaridade a uma proteina inalterada. Tipicamente, o©s

homélogos tém pelo menos 80% dé idéntidade dé_;éqﬁéncia ou
similaridade a uma proteina inalterada, de preferéncia pelo
menos 85%, 86%, 87%, 88%, 98% de identidade de seqgléncia ou
similaridade, ainda mais preferivelmente pelo menocs 90%,
91%, 92%, 93%, 94% de identidade de seqgliéncia ou

similaridade a uma proteina inalterada, mais



10

15

20

25

3C

23/‘2%.

[E L XL R
aeas
apnd
-

a-p &9
sepant
aawd
“oew
*aed
e @
*e &
[ X L 3
'Y 2l

H
preferivelmente pelo menos 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de
identidade de sequéncia ou similaridade a wuma proteina
inalterada.

A identidade percentual pode ser calculada através de
uso de um programa de alinhamento bem conhecido na técnica.
por exemple, a identidade percentual pode ser calculada
usandeo-se © programa GAP ou needle (pacote EMBOSS) ou
stretcher (pacote EMBOSS) ou © programa X, como um mddulce
do pacote de scftware vector NTI suite 5.5, usando-se os
parédmetros padrdes (por exemplo penalidade por GAP de 5,
penalidade por abertura de GAP de 15, penalidade por
extensdc de GAP de 6,6).

Os homdlogos f{teis na invengdo gdo, de preferéncia,
"cde27a", significando gque gquande de construgdo de uma
Arvore filcocgenética, tal como aquela representada na Fig. 7
o homdlogo de interesse tenderd a se agrupar em torno da
CDC27A. Um homdlogo de CDC27A preferido tem mais identidade
de sequéncia & proteina CDC27A de Arabidopsis thaliana (SEQ
ID NO 1} do que a outra proteina de Arabidopsis thaliana
{por exemplo, a proteina CDC27B de Arabidopsis thaliana,
namero de acesso ao Genbank CAD31%51). A identidade de
seqiéncia entre a AtCDC27A e a At({DC27B é de 46,8% quando

calculado com ¢ programa alignX, ccnforme mencionado acima.

Portanto, homdélogos preferidos tUteis nos métodos da

presente invengdo sdo heomdlogos tendo mais dé 47% “de“
identidade de seqléncia & AtCDC27A. Homblogos adequados
para uso nos métodos de acordo com a invengdo podem ser
prontamente determinados usando-se técnicas de rotina, tal
como através de ensaic para a atividade de CDC27A e/ou

seguindo-se os métodos descritos na segdo Exemplos através,
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simplesmente, de substituigdo da seqléncia usada no Exemplo
real pela seqiéncia homdloga.

Métcdos para a busca e identificagdc de homdlogos de
CDC27A ou segluéncias de DNA que codificam um homélogo de
CDC27A estardc bem dentro da capacidade dagueles
habilitados na técnica. Tais métodos envolvem selegdc em
bancos de dades de seqgléncias das seqléncias conforme
proporcicnado pela presente invengdo em SEQ ID NO: 1 e 2,
de preferéncia um formato legivel em computador dos acidos
nucleicos da presente invencgao. Essa informacgdo de
sequiéncia estd@ disponivel, por exemplo, em bancos de dados
ptiblicos, gue incluem, mas ndo estdc limitados, ac Genbank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/web/Genbank) , o Eurcpean

Molecular Bicleogy Laboratory Sequence of Nucleic Acid

Database (EMBL) (http:/w.ebi.ac.uk/ebi-docs/embl-db.html)

ou versCes dos mesmos ou © banco de dados MIPS

(http://mips.gsf.de/). Diferentes algoritmos e softwares de

busca para alinhamento e comparagde de seqléncias sdo bem
conhecidos na técnica., Tails softwares incluem GAP, BESTFIT,
BLAST, FASTA e TFASTA. O GAP usa o algoritmo de Needleman
and Wunsch (J. Mcl. Biol, 48: 443-453, 1870) para encontrar
o alinhamento de duas sequéncias complementares que
maximiza © nimero de emparelhamentos e minimiza o nlmerc de

gaps. O algoritmo BLAST calcula a identidade percentual de

sequéncia e realizada uma andlige égﬁatistica da
similaridade entre as duas seqiéncias. © pacote de
programas referido como programas BLAST tem 5
implementag¢des diferentes: trés projetadas para queries de
sequéncia de nucleotideo (BLASTN, BLASTX e TBLASTX) e duas

projetadas para queries de segliéncia de proteina (BLASTP e
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TBLASTN} ({Coulson, Trends in Biotechnology: 76-80, 199%4;
Birren e cclaboradores, Genome Analysis, 1: 543, 1997). O
goftware para realizacdo de analise pelo BLAST estd
publicamente disponivel através do Natiocnal Centre for
Biotechnology Information.

Homélogos de SEQ ID NO 2 podem ser encontrados em
muitos organismos procariotas e eucariotas. 0Os homélogos
mals préximes sdc encontrados no reino vegetal. Por
exemplo, acidos nucleicos parciais de cdc27a foram isoladoes
de arrcz (SEQ ID NO 5) gue cedifica um hombéloge de cdcz?a
de arroz (SEQ ID NO &), de cana-de-ac¢iicar (SEQ ID NO 7 e
8),.de milho (SEQ ID NC 9 e 10), de sorgo {SEQ ID NO 11 e
12) e de trigo (SEQ ID NO 13 e 14). A medida que mais
genomas vao sendo sequenciados, espera-se que muitos mais
homélogos de CDC27A séjam identificaveis.

Essas andlises mencionadas acima para comparagdo de
seqliéncias sao, de preferéncia, feitas em uma seqgiéncia de
comprimento total ou, alternativamente, podem ser baseadas
em uma comparagdc de determinadas regides, tais como
dominics conservados., A identificagdo de tais dominios
também estard dentro da capacidade dagueles habilitados na
técnica e envolve, por exemplo, um formato legivel em
computador dos &acidos nucleiceos da presente invengdo, © uso
de programas de software de alinhamentec e o© usc de
informagdo publicamégg; dié;énivéi- sobrém-domiﬁios de
proteina, motivos conservados e caixas. Essa informagdo de
dominios de proteina estid disponivel no bance de dados
FRODOM

(http://www.biochem,ucl.ac.uk/bsm/dbbrowser/jj/prodomsrchij

.html), PIR (http://pir.geocrgetown.edu/) ou pFAM
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(http://pfam.wustl.edu/). Programas de andlise de segliéncia

projetades para busca de motives podem ser usados para a
identificagao de fragmentos, regides e dominios
conservados, conforme mencionado acima. Programas de
computador preferidos incluiriam, mas ndoc est3c limitados,
a MEME, SIGNALSCAN e GENESCAN. Um algoritmo MEME (Versdo
2.2) pode ser encontrado na versdo 10.0 do pacote GCG; ou

no site da Internet http://www.sdsc.edu/MEME/meme. A

informacdo no SIGNALSCAN versdco 4.0 estd disponivel no site

da Internet

http://biosci.cbs.umn.edu/software/sigscan.html. O GENESCAN

pode ger encontrado no site da Internet

http://gnomic.stanford. edu/GENESCANW . html.

Homdlogos de cdc27A mais particularmente preferidos
tém os dominios conservados conforme descrito no W00102430,
texto © qual €& incorporade aqui por referéncia. Mais
particularmente, eles compreendem repetigdeg de dominio TRP
(nﬁmerolde acesso ao banco de dados Interpro dominic de
repetigdo IPR0O0G1440) e/ou o© assim denominado dominio
semelhante a cde27/NUC (nimero de acessc ac banco de dados
Prodom PD555428) ou um dominio o gqual se alinha a esses
dominios quando explorado com o software acima menciocnado
para identificacdo de dominios.

Duas formas egpeciais de homolcogia, ortdlogos e

pardélogos, F-1e) conceitos evoluéiégé;ios usados __para
descrever rela¢des ancestrais de genes. O termo "pardlogo"
se refere a duplica¢des de gene dentro do genoma de uma
egpécie. O termo "ortdlogo" se refere a genes homdleogos em

organismos diferentes devideo & relagdo ancestral. O termo

"homdlogos”, conforme usado agui, também abrange pardlogos
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e ortdlogos e sdo proteinas idteis nos métodos de acordo com
a invencado.

Outra wvariante de 2 CDC27A 04til nos métodos da
presente invencdc € um derivadoe de CDC27A. O termo
"derivados" se refere a peptideos, oligopeptideos,
polipeptideos, proteinag e enzimas 0s gquais podem
compreender substituigSes, delegdes ou adigdes de residuos
de aminocadcido que ocorrem naturalmente e ndo naturalmente
comparado a sequéncia de aminocadcidos de uma forma gue
ocorre naturalmente da proteina, por exemplo, conforme
apresentadoc em SEQ ID NO: 2., “Derivados” de uma proteina
CDC27A abrangem peptideos, oligopeptideos, polipeptideos,
proteinas e enzimas as quais podem compreender residuos de

aminoacidos gque ocorrem naturalmente ou ndo naturalmente

alterados, glicosilados e acilados comparado a seqiéncia de

amincldcidos de uma forma que ocorre naturalmente do
polipeptideo. Um derivadc também pode compreender um ou
mais substituintes de nio aminoacido comparado & seqUéncia
de aminocdcideos a partir da qual ele & derivado, por
exemplo, uma molécula repérter ou outro ligante, covalente
ou ndo covalentemente ligado & seqUéncia de aminodcido tal
comc, por exemplo, uma molécula reportar a gqual é ligada
para facilitar sua detecgdo e residuos de amincacido que

ocorrem ndo naturalmente com relagdo & segléncia de

aminodcidos de.uma proteiné due 6corre natﬁ;;imeﬁfe.
"Variantes com substituigdo" de wuma proteina sao
aquelas nas quaié pelo menos um residuc na seqléncia de
aminoacide fol removide e um residuo diferente inserido em
gseu lugar. Substituigdes de aminoacido sdo, tipicamente, de

residuos Unices, mas podem ser agrupadas dependendo das
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restrigdes funcionals colocadas sobre o polipeptideo;
inser¢tes usualmente serdo da ordem de cerca de 1 a 10
residuos de aminodcidos e dele¢des oscilardo de cerca de 1
a 20 residuos de aminoacido. De preferéncia, as
substituigdes de aminodcidc compreendem substituigdes
conservativas de amincdcidos.

“Variantes insercionais" de uma proteina sdo aquelas
nas quais um ou mais residuos de aminodcidos sd3o
introduzidos em um local predeterminado em uma proteina.
Insercdes podem compreender fusdes amino-terminais e/ou
carbéxi-terminais, bem come insergdes intra-seqliéncia de
aminoadcidos Unicos ou miltiplos. Geralmente, insercgdes
dentro da sequéncia de amincécidos serdc menores do gue
fusbes amine- ou carbéxi-terminais, da ordem de cerca de 1
a 10 residuos. Exemplos de proteinas de fusdo carbdxi-
terminais ou peptideos incluem o© dominic de ligagdo ou
dominio de ativagdo de um ativador transcricional, conforme
usado no sistema com dois hibridos em levedco, proteinas do
enveltdrio de fagos, (histidina)é-tag, S-transferase-tag de
glutationa, proteina A, proteina de ligagdoc a maltose,
dihidrofolato reductase, epitopo Tag-100, epitopo c-myc,
FLAG®-epitopo, lacz, CMP {(peptideo de ligagao a
calmodulina}, epitopo HA, epitopo de proteina C e epitopo

VSV.

"Varianteé_ EOm delecéoh_ ”de uma pfbtéina gao
caracterizadas pela remogdo de um ou mais aminodcidos da
preteina., Variantes de aminodcido de uma proteina podem ser
feitas prontamente usando-se métodos de sintese de peptideo
bem conhecidos na técnica, tal como sintese de peptideo em

fase =sdélida e semelhantes ou através de manipulagdes
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recombinantes de DNA. Métodos para a manipulagdo de
seqiéncias de DNA para produzir variantes com substituigéo,
insergdc ou delegdo de uma proteina sdc bem conhecidos na
técnica. Por exemplo, técnicas para fazer mutagdes com
substitui¢do em locais predeterminados ne DNA s3o bem
conhecidas por aqueles habilitados na técnica e incluem
mutagénese M13, T7-Gen em mutagénese in vitro (USB,
Cleveland, O©H), mutagénese Sitio Dirigida QuickChange
(Stratagene, San Diego, CA), mutagénese sitio dirigida PCR-
mediada ou outros protocolos de mutagénese sitio-dirigida.

Outra variante de CDC27A (til nos métodos da presente
invengaoc & um fragmento ativoe de CDC27A. “Fragmentos
ativos” de uma proteina CDC27A abrangem residuos de
aminoacidos contigucocgs de uma proteina CDC27A, residuos os
quais retm a atividade bioldgica e/ou funcional similar &
proteina que ocorre naturalmente. Por exemplc, fragmentos
(teis compreendem pelo menos 10 residuos de aminocacidos
contiguos de uma proteina CDC27A. Cutros fragmentos
preferidos sdo fragmentos da proteina CDC27A comegando nos
segundo ou terceiro ou outros residuos internos de
metionina. Esses fragmentos se originam de tradugdc de
proteina, comegando em cdédons ATG internos.

De acordo com um aspecto preferido da presente

inven¢do, expressdo intensificada ou aumentada de um acido

nucleico de cdéé?a“.éﬁ.-ﬁma _Eiantsludﬁ parte de planta &
pretendida. Métodos para obten¢do de expressdo aumentada de
genes ou produtos genéticos sdo bem documentados na técnica
e incluem, por exemplo, superexpressdo aciocnada por um
promotor (forte), o usc de intensificadores de transcricdo

ou intensificadores de tradugdo. O termo superexpressac,
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conforme usade aqui, significa qualquer forma de expressdo
gue é adiciocnal ao nivel de expressdc do tipo silvestre
original. De preferéncia, o acido nucleico a ser
introduzido na planta e/ou &cido nucleico que tem de ser
superexpresso em planta estd na diregdo senso com relagdo
ao promotor ao qual ele estd coperavelmente ligado.

Conseqgiientemente, uma modalidade preferida da presente
invengéo properciona um método para alterar o}
desenvolvimento em uma planta compreendende intredugdo, em
uma planta, de uma seqUéncia de Acido nucleice capaz de
aumentar ou diminuir a expressdoc de um gene cdc27a e/ou
capaz de aumentar ou diminuir a atividade e/ou nivel de
uma proteina CDC27A na orientagdc senso com relagdo a um
elemento de controle & qual ela esteja operavelmente
ligada.

Alternativa e/ou adiciocnalmente, a express8o aumentada
de um gene que codifica a CDC27A ou atividade e/ou niveis
aumentados de uma proteina CDC27A em uma célula de planta
sdo obtidos através de mutagénese. Por exemplo, essas
mutagdes podem ser responsaveis pelo controle alterado do
gene cdc27a, resultando em maiocr expressao do gene com
relagao a um gene do tipo silvestre. Mutagdes também podem
causar alteragdes conformacionais em uma proteina,
resultande em maior atividade e/ou niveis da preteina

CDC27A.

Uma vez que a taxa acelerada de desenvolvimento foi
demonstrada via plantas superexpressandc o gene cdc27a, é
considerado pela presgente invengao um método para retardo
do desenvelvimento compreendendo sub-regulagdo de expressao

de um gene c¢dc27a ou sub-regula¢dc dos niveis e/fou
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atividade de uma proteina CDC27A. Também, métodos
abrangendo a sub-regula¢doc de CDC27A podem ser usados para
diminuir ¢ nGmero ou tamanho de &rgdocs ou para retardar a
floragdo. Portanto, de acordo com um outro aspecto da
inveng¢ao, expressdo diminuida de um Aacido nucleico de
cdc27a ou atividade e/ou nivel diminuido de uma CDC27A é
pretendido.

Exemplecs de diminuigdo cu sub-regulagic de expresséao
sdo bem documentados na técnica e incluem, por exemplo,
sub-regulagdo de expressdo através de técnicas anti-senso,
técnicas de RNAi, RNAs de pouca interferéncia (siRNAs),
microRNA (miRNA}, etc. Portante, de accrdo com um aspecto
particular da invengdo, é proporcicnado um método para
alteragdo do desenvolvimento de uma planta, incluindo
tecnologias gque sdo baseadas, por exemplo, na sintese de
transcritos anti-senso, complementares ao mRNA de um gene
cdc27a.

Outro método para a sub-regulagao da expressiao de um
gene ou silenciamentoc de um gene compreende o© usc de
ribozimas, por exemplo, conforme descrito no WO9S400012
(Atkins e colaboradores), W09503404 {Lenee e
colaboradores), WO0000619 (Nikolau e colaboradores),

W09713865 {Ulwvskov e colaboradores) e W09738116 (Scott e

colaboradores) .

0 silenciaméﬁté dé geﬁé também ﬁode_éer obéidohatgévés
de insergac de mutagénese (por exemplo, insergao de T-DNA
ou insergdo de transposon) ou através de estratégias de
gilenciamento de gene, conforme descrito, dentre outros,
nos documentos W09836083 (Baulcombe e Angell), W0O$853083

(Grierson e colaboradores), W09915682 (Baulcombe e
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colaboradores) ou W09953050 (Waterhouse e colaboradores) .

A expressao de um gene enddgenc pode também ser
reduzida se © gene enddgenco contém uma mutag¢dc. Tal gene
mutante pode ser isolado e introduzido na mesma Ou em uma
espécie de planta diferente de forma a se obter plantas
tende desenvolvimento alterado. Também, mutantes negativos
dominantes de: um Acido nucleico de cdc27a podem ser
introduzidos na célula para diminuir o nivel e/ou atividade
da proteina CDC27A enddgena.

Qutros métodos para diminuir a expressdo de um &cide
nucleico de cdc27a efou atividade e/ou nivel de uma
preteina CDC27A em uma célula abrangem, por exemplo, os
mecanismos de silenciamento de gene transcricional, tal
como a metilacdo do promotor cdc27a.

Qutro mecanismo para sub-regular os niveis e/ou
atividade de uma proteina CDC27A em uma planta abrange o©
mecanismo de co-supressido. O aumento ou diminuigdao de
expressdo do gene (quer através de uma abordagem direta ou
indireta) abrange niveis alterados de transcrito desse
gene. Niveis alterados de transcrito podem ser suficientes
para induzir a determinadog efeitos fenotipicos, por
exemplo, via o mecanismo de co-gupressac. Aqui, o efeito
global da expressdo de um transgene & aguele de menos

atividade na célula da proteina codificada por um gene

native tendo homologla aco transgene introduzidg. A Co-
supressdo & realizada através da adigdo de sequUéncias de
codificagdo ou partes das mesmas em uma orientag¢do sensoc na
célula. Portanto, de acordc com um aspecto da presente
invengdo, © desenvolvimente de uma planta pode ser alterado

através de intrcdug8o, em uma planta, de uma codpia
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adicional (no todo ou em parte}) de um gene cdc27a jé
presente em uma planta hospedeira. O gene adicional pode
silenciar o gene enddgeno, dande origem a um fendmeno
conhecido como co-supressédo.

Estruturas genéticas objetivadas na expressio
silenciosa de gene podem compreender a seguéncia de
nucleotideos do cdc27a ou pelo menos uma parte da mesma em
uma orientagdo senso e/ou anti-senso com relagdo a uma
seqléncia promotora. De preferéncia, as porgdes compreendem
pelo menos 21 aAcidos nucleicos contiguos de uma segléncia a
gser sub-regulada. Também, c¢dpilas sensc ou anti-senso de
pelo menos parte do gene enddgeno na forma de repetigdes
diretas ou invertidas podem ser utilizadas nos métodes de
accrdo com a invencdo. O desenvolvimento de uma planta
também pode ser alterado através de introdugac, em uma
planta, de pelo mencs parte de uma versdo anti-senso da
sequéncia de nucleotideo representada, por exemplo, por SEQ
ID NO: 1. Sera evidente que parte do Aacide nucleico (uma
porgdo) também poderia obter o resultado desejado. Genes
homblogos anti-senso sdo preferidos, genes homdlogos sendo
genes de planta, de preferéncia genes de planta da mesma
espécie de planta na qual a estrutura silenciosa &
introduzida.

A expressdo de um gene cdc27a pode ser investigada

através de andlise por Northern ou Scurthern blot de
extratos de células. 0Os niveis de proteina CDC27A na célula
podem ser investigados via andlise por Western blot dos
extratos de células.

A atividade de uma proteina CDC27A pode  ser

investigada fazendo-se extratos de uma célula (e
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opcionalmente purificando-se a proteina CDC27A) e usé-los
em ensaios bioldgicos para comparagdo com um extrato de
células de CDC27A do tipo silvestre (ou proteina
purificada). Tal ensaio bioldgico pode envolver um teste em
resposta a hormdnios e aglcar e uma comparagdc do perfil de
RT-PCR da proteina investigada com os perfis da CDC27A.
Outro teste para investigar a funcicnalidade de uma
proteina 2 ({(ou um fragmento, um homdlego ou derivado da
mesma) é um ensaic de complementagdc em levedo, em que o©
gene/proteina sob investigac¢do & introduzida em uma célula
de levedo carecendo de seu gene efou proteina cdc27
natural. Subseqlientemente, é verificado se essa célula de
levedo € capaz de formar coldnias normalmente e se ela é
capaz de sintese normal de DNA. Tal ensaio de
complementagdo em levedo foi descrito por Blilou e
colaboradores (Genes Dev. 2002 16(19}: 25&6-75). Em resumo,
para investigar se a proteina CDC27A pode atuar com um
componente do APC, o c¢DNA de comprimento total pode ser
c¢lonado em um vetor de levedo com um promotor tiamina-
repressivel e transformado em um género nuc2® de 5. pombe.
A expressdo da cdc27A resgataré, pele menos parcialmente, o
fenotipo nuc2 na temperatura restritiva e restaurari,
reproduzivelmente, o crescimento a uma densidade maior,

comparade ao controle de vetor vazio.

Outro ensaio para testar a fuﬁciénalidéae de uma
proteina cdc27 é um experimento de "pull down". A CDC27 é
parte de um complexe APC com multiproteinas, através de
ligagio a proteinas especificas dentro desse complexo. Para
confirmar que essa proteina esta, na verdade, implicada em

sua estrutura, o método de purificagdo por afinidade
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aleatdria (TAP) pode ser usado. O TAP € uma ferramenta que
permite a purificagdo rédpida sob condigdes nativas dos
complexos, mesmo quando expresscs em seu nivel natural. O
método TAP requer fusdc da tag TAP, quer N- ou C-
terminalmente, & proteina alvo de interesse, por exemplo,
CDC27. Através de eluigdo sucessiva de colunas de afinidade
para as tags, purificagdo altamente especifica do complexo
pode ser obtida. Apds a etapa final de eluigdo do complexo
purificade, a identificacdo de proteinas gue interagem com
a proteina alvo fornecida é feita via espectrometria de
massa. (Puig e colaboraderes, (2001) The tandem affinity
purification (TAP) method: a general procedure of protein
complex purification. Methods 24(3): 218-29; Rigaut e
colaboradores (1999), A generic protein purificaticn method
for protein complex characterization and proteome
exploration. Nat Biotechnol. 17(10):1030-2).

De acordo com uma segunda modalidade da presente
invengao, estruturas genéticas e vetoreg para facilitar a
introdugdc e/ou expressdo das sequéncias de nucleotideo
dteis nos métodos de acordo c¢com a invengdo sdo
proporcionadas. Portanto, de acordoc com & segunda
modalidade, a presente invengdo proporciona uma estrutura
genética compreendendo:

(1) uma sequéncia de A&acido nucleico capaz de

auﬁénﬁér ou diminuir a expressdco de um &cido naéléico de
cdc27a e/ou capaz de aumentar ou diminuir a atividade e/cu
nivel de uma proteina CDC27A;

(ii) uma ou mais seqléncias de contrecle capazes
de regular a expressido da seqgqliéncia de &acido nucleico de

(i) ; e opcionalmente
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{iii) uma seqiéncia de términc de transcrigdo.
De acordo com os métodos da presente invengdc, tal vetor
€ introduzido em uma planta ou parte de planta.

Estruturas (teis nos métodos de acordo com a presente
invengdc podem ser construidas usando-se tecnologia de DNA
recoﬁbinante bem conhecidas por aqueles habilitados na
técnica. As estruturas genéticas podem ser inseridas em
vetores, os quais podem estar comercialmente disponiveis,
adequados para a transformagdo em plantas e adequados para
a expressae do gene de interesse nas células transformadas.

A estrutura genética pode ser um vetor de expressdo em
que a referida seqgléncia de acido nucleico & operavelmente
ligada a uma ou mais seqgléncias de controle gue permitem a
expressdo em células hospedeiras procariotas e/ou
eucariotas.

0 acido nucleico de acordo com (i) &, vantajosamente,
qualquer um dos &cidos nucleicos antes mencionados, de
preferéncia um dcido nucleico de cde27a, mais
preferivelmente um acido nucleico de cdc27a de acordo com
SEQ ID NO: 1 ou 3. A seqguéncia da estrutura de (ii) é, de
preferéncia, um promotor constitutivo, por exemplo, um
promotor CaMvV3ihs ou GOSZ.

0Os métodos de acordo com a presente invencgdo também
podem ser praticados através de introdugdo, em uma planta,
de pelo menos uma parte de um cromossd&a -(nétuf;i néﬁ
artificial} (tal como um Bacterial Artificial Chromosome
(BAC)), cromossoma © gual contém pelo mencs um gene/acido
nucleico de cdc27a, opciconalmente junto com um ou mais
elementos da familia do gene relacionado. Portanto, de

acordo com um outrc aspecto da presente invengdo, é
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proporcionado um métedo para alteragdo do desenvolvimento
de uma planta através de introdugdo, em uma planta, de pelo
mencs uma parte de um cromossoma compreendendo pelo menos
um gene/acido nucleico de cde27a, gene/dcido nucleico de
cde27a o gqgual é, de preferéncia, um representado por
gqualquer uma de SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID NO: 3.

De acordo com uma modalidade preferida da invengéo, a
estrutura genética € um vetor de expressdo projetado para
superexpressar a seqténcia de &acido nucleico. A sequéncia
de Acido nucleico capaz de aumentar ou diminuir a expressao
de um acido nucleico de c¢dc27a efou atividade e/ou nivel de
uma proteina CDC27A em si pode ser um &cido nucleico de
cdc27a ou um homdlogo, derivado ou fragmentoc ative do
mesmo, tal como qualquer uma das seqguUénecias de Aacido
nucleico descritas aqui antes. Uma segliéncia de acido
nucleico preferida pe a sequéncia representada por SEQ ID
NO: 1 ou 3 ocu uma por¢do da mesma ou sequéncilias capazes de
hibridizagdo a mesma ou uma seqiiéncia de acido nucleico que
codifica uma sequéncia representada por SEQ ID NO: 2 ou 4
ou um homélogo, derivade ou fragmento ativo da mesma. De
preferéncia, esse acido nucleico é clonado na orientacdo
sensc com relagdo a sequéncia de controle.

As plantas sao transformadas com um vetor

compreendendo a sequéncia de interegse (isto é, a seqiéncia

de &cido nucleico capaz de aumentar ou diminuir a expressdo
do Acido nucleico de c¢dc27a), seguéncia a qual é
operavelmente ligada a uma ou mais seqgiéncias de controle
(pelc menos um promotor). Os termos "elemento regulatdrio",
"seqiéncia de contrecle” e "promotor" gdo todos usados aqui

permutavelmente e devem ser tomados em um contexte amplo
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para se referir a uma seqiéncia de Acido nucleico
regulatdéria capaz de efetuar a expressdo das segléncias ds
quais eles estdco ligados (isto &, operavelmente ligados).
Abrangidas pelos termos antes mencionados estdo seqiéncias
regulatdrias de transcrigdoc derivadas de um gene gendmico
eucariota cléssico (incluindo a caixa TATA a qual é
requerida para inicio preciso de transcrig¢do, com ou sem
uma sequéncia de caixa CCAAT) e elementos regulatdrios
adicionais (isto é, seqléncias de ativagdo a montante,
intensificadores e ©gilenciadores}) os guais alteram a
expressio do gene em resposta a estimulos de
desenvolvimento e/ou externos ou de uma maneira tecido-
especifica. Também incluida dentroc do termo esta uma
sequéncia regulatéria de transcrigdao de um gene procariota
tipico, caso no gual ela pode incluir uma sequéncia de
caixa -35 e/fou seqléncias regulatérias de transcricgdo de
caixa -10. O termo "elemento regulatdric® também abrange
uma molécula de fusdo sintética ou derivado ¢ qual confere,
ativa ou intensifica a expressd3o de uma molécula de &cido
nucleico em uma célula, tecido ou érgdo. C termo
"operavelmente ligadc", conforme usado aqui, se refere a
uma ligagdc funcional entre a sequéncia promotora e © gene
de interesse, de medo gue a seqiéncia promotora & capaz de

iniciar a transcrigic do gene de interesse.

-Vantajoéamente, -qualquef- tipo dé_ proﬁdﬁor pode_ ser
usado para acionar a expressao da seqUéncia de acido
nucleico, dependendo do cbjetivo desejado. Por exemplo, um
promotor meristema-especifico, tal cemo o promotor rnr
(ribonucleotideo reductase), o promotor cdc2a e o promotor

cyc07. Também promotores semente-especificos, tais como
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p252, pPROLAMIN, pOLEOSIN, poderiam ser selecionados. Um
promotor aleurona-especifico pode ser selecionado. Um
promotor inflorescéncia-especifico, tal como pLEAFY, pode
também ser utilizado. Para produzir plantas macho estéreis,
seria necessirio um promotcr antero-especifico. Poderia
também ser escolhido um promotor pétala-especifico. Se o
objetivo desejado seria alterar o desenvolvimentce em &rgaos
em particular, entdo, a escolha do promotor dependera do
6rgao a ser alteradc. Por exemple, © uso de um promotor
raiz-especifico levaria a uma alteragdo fenotipica da raiz.
Isso seria particularmente importante onde é a raiz em si
que é& o procduto final importante; tais safras incluem
beterraba de ag¢licar, nabo, cenoura e batata. Um promoter
fruta-especifice pode ser wusade para medificar, por
exemplo, a resisténcia da casca externa da fruta ou
aumentar o tamanho da fruta. Um promotor tecido verde-
egpecifico pode ser usado para influenciar o pf fenotipico
da folha. Um promotor parede celular especifico pode ser
usado para aumentar a rigidez da parede celular, desse
modo, aumentado a resisténeia a agentes patogénicos. Um
promotor antero-especifice pode ser usade para preduzir
plantas wmacho esgstéreis. Um promotor vascular-especifico

pede ser usado para aumentar o transporte das folhas para

as sementes. Um promotor nddulo-especifico pode ser usado

para aumentar as capacidades-de fixééao de nitrogénic de
uma planta, desse modo, aumentando os niveis de nutrientes
em uma planta. Um promctor estresse-induzivel pode também
ser usado para acicnar a expressdo de um acide nucleico
durante condigdes de estresse. Um promotor estresse-

induzivel tal como © promotor induzido por estresse pela
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adgua WSI18, o promotor induzido por estresse por estiagem
Trg-31, o promctor ABA-relacionado rab2l ou qualquer ocutro
promotor o qual é induzido sob condigdes de estresse em
particular, tal comoc estresse por temperatura (frio,
5 congelamento, calor) ou estresse osmdético ou estresse por
tempestades ou estresse oxidativo ou estresse bidtico, pode

ser usado para acionar a expressdo de um gene cdc27a.
De preferéncia, a seqgiéncia de acido nucleico capaz de
aumentar ou diminuir a expressdoc de um gene cdc27a €
10 operavelmente ligada a um promotor constitutivo. 0O termo
"constitutivo", conforme definido aqui, se refere a um
promotor que € expresso predominantemente em pelo menos um
tecido ou 6érgdoc e predominantemente em qualquer estigic de
vida da planta. De preferéncia, o promotor €& expresso
15 predominantemente na maicoria dos tecidos ou O&rgdcs da
planta, mais preferivelmente étravés da planta toda. De
preferéncia, © promotor constitutivo & um promotor CaMv3sSs
ou promotor GOSZ cu um promotor com um padrado de expressic
similar. Resisté@ncia similar e/ou padr3do de expressdo
20 sgimilar podem ser analisados, por exemplo, através de
acoplamento de promotcores a um gene repdrter e verificagdo
da fungdo do gene repdbrter em tecidos da planta. Um gene
repdrter adequadc é beta-glucoronidase e a colcoragdo por

GUS colorimétrico para vigualizar a atividade do gene

-

25 repérter em um tecido de planta-e 5em géﬁheEiéauﬁér aqdeles
habilitados na técnica.

Exemplos de outres promotores constitutiveos sdo

apresentados na Tabela 1, promotores os guais ou derivados

dos mesmos sdo Uteis na realizagdo dos métodos da presente

30 invengédo.
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TABELA 1
PROMOTORES CONSTITUTIVOS EXEMPLIFICATIVOS PARA USO NA

REALIZAGAO DA INVENCAO

PADRAO DE R
FONTE GENETICA . REFERENCIA
EXPRESSAQO

Actina constitutivo McElroy e colaboradores, PFlant
Cell, 2: 163-171, 1990

CAMV 358 constitutive Odell e colaboradores, Nature,
313: 810-812, 1985

CaMv 188 constitutivo Nilsson e colaboradores,
Physicl. Plant. 100:456-462,
1597

G0S2 constitutivo de Pater e colaboradores, PFlant
J Nov; 2(6): B37-44, 1992

ﬁbiquitina censtitutivo Christensen e colaboradores,

| Plant Meol. Bicl. 18: 675-8688,

1832

arroz constitutivo Buchhclz e colaboradores, Plant

ciclofilina de Mol Biol. 25{5): 837-43, 1994

arroz

H3 histona de constitutivo Lepetit e colaboradores, Mol,

milho Gen. Genet. 231: 276-285, 1%9%2

actina 2 constitutivo An e colaboradores, Plant J.

. _ o 10{(1); 107-121, 1996

Opcionalmente, uma ou mails seqiéncias terminaderas
podem também ser usadas na estrutura introduzida em uma
planta. O termoc ‘'"terminader" abrange uma seqiéncia de
controle a qual é uma seqg@éncia de DNA no final de uma
unidade transcriciocnal a gual sinaliza processamento 3' e

poliadenilagdo de um transcrito primdrio e término de
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transcrigdo. Elementos regulatérios  adicicnais  podem
incluir intengificadores de transcrig¢do, bem como de
tradugdo. Aqueles habilitados na técnica estardoc cientes de
seqiéncias terminadoras e intensificadoras as quais podem
ser adequados para usgc na realizagdo da invengdo tails
seqléncias sdo conhecidas ou podem ser prontamente obtidas
por aqueles habilitados na técnica.

As estruturas genéticas da inven¢do podem ainda
incluir uma origem de seqténcia de replicagac a qual &
requerida para manutengdc e/ou replicagdc em um tipo de
célula especifico. Um exemplo & guandc € reqguerido que uma
estrutura genética seja mantida em uma célula bacteriana
come um elemento genético episscmal (por exemplo, molécula
de plasmidio ou cosmidio}. Origens de replicag¢do preferidas
incluem, mas ndoc estdo limitadas, a fl-ori e colEl.

A estrutura genética pode, opcionalmente, compreender
um gene marcador seleciondvel. Conforme usado aqui, o termo
"gene marcador seleciondvel" inclui gualgquer gene o qual
confere um fenotipo a uma célula na qual ele & expresso
para facilitar a identificagdo e/ou selegdc de células as
quais sd3c transfectadas ou transformadas com uma estrutura
de &cido nucleico da invengdo. Marcadores adequados podem

ser selecionados de marcadores que conferem resisténcia a

antibidtico ou herbicida, que introduzem uma nova

caracteristicé“ﬁétabéiicé ou d&é permifem-selecéa_visualj_
Exemplos de genes marcadores selecionaveis incluem genes
que conferem resisténcia a antibidticos (tal como o nptII
que codifica a fosfotransferase de neomicina, capaz de
fosfeorilagdo de neomicina e canamicina ou hpt que codifica

a fosfotransferase de higromicina, capaz de fosforilagdo de
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higromicina), a herbicidas (por exemplo, bar, o qual
proporciona resisténcia ac Basta; arcA ou gox gue

proporcicnam resisténcia contra glifosato) ou genes que
proporcionam uma caracteristica metabdlica (tal como manA,
que permite que as plantas usem manose como a Unica fonte
de carbono}. Genes marcadores visuais resultam na formagao
de cor {por exemplo, beta-glucoronidase, GUS},
luminescéncia (tal como 1luciferase) ou fluorescéncia
(Proteina Verde Fluorescente, GFP e derivados da mesma}.
Outros exemplos de genes marcadores selecionavels adequados
incluem © gene da resisténcia & ampicilina (Ampr), a
tetraciclina (Tcr), gene da resisténcia & canamicina
bacteriana {(Kanr), o gene da resgisténcia & fosfinotricina e
o gene de acetiltransferase de cloranfenicl (CAT), dentre
outros.

Em uma modalidade preferida, a estrutura genética,
conforme mencicnado acima, compreende um acido nucleico de
cdc27a na orientagdo sensc acoplado a um promotor gque &, de
preferéncia, um promotor constitutivo, tal come, por
exemplo, o© promotor GOS$2. Portanto, de acordo com outro
aspecto da presente invencdo, é proporcionade um d&cido
nucleico iscladec compreendendc um cassete de expressio
compreendendo pelo menos uma parte de uma segiéncia de
acido nucleico representada em SEQ ID NO: 1 cu 3 ou a fita
complementar da mesma; operavelmentemligado a pelo menos
uma parte de um promotor constitutivo.

De acorde com uma terceira modalidade da presente
invencgdo, € proporcicnadeo um método para a produgdo de uma
planta tendo desenvolvimento alterado compreendendo o

aumento ou diminuicgdo, em uma planta, da expressdo e/ou
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atividade e/ou niveis de 4&cido nucleico de cdc27a ou
proteina CDC27A.

De acordo com uma modalidade em particular, a presente
invengdo proporciona um método para a produgdo de planta
transgénicas tendo caracteristicas de crescimento
alteradas, método o gqual compreende:

(1) dintrodugdo, em uma planta ou parte de planta, de
um &cido nucleico ou uma porgdo do mesmo ou segléncias
capazes de hibridizacio ao mesmo, &cido nucleico © qual &
capaz de aumentar ou diminuir a expressdo de um gene
qualguer e/ou capaz de aumentar ou diminuir a atividade
e/ou niveis de uma CDC27A, de preferéncia em que o referido
acido nucleico codifica uma proteina CDC27A ou um homdlogo,
derivadeo ou fragmento ativo da mesma;

(ii) cultura da célula de planta scb condigdes que
promovem a regeneragdo e crescimento de uma planta madura.

0 A&cido nucleico de (i) pode ger, vantajosamente,
qualquer um dog A4cidos nucleicos antes mencionadeos, de
preferéncia um adcido nucleico de cdcz7a, mais
preferivelmente um &cido nucleico de cdc27a de acordo com a
SEQ ID NO: 1 ou 3. O &cido nucleico &, de preferéncia,
operavelmente ligado a um promotor constitutiveo, tal como
um promotor CaMVi5S ou GOSZ.

A proteina em si efou o acido nucleico em si pode ser
intreduzido diretamente em umam céiﬁia dé “élantém-ou n;.
planta em si (incluindo introdugdo em um tecide, Srgdo ou
qualquer outra parte da planta). De acordo com uma
caracteristica preferida da presente invengdo, o© Aacido
nucleico &, de preferéncia, introduzido em uma planta

através de transformagdo.
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0 termo 'transformagio®, conforme referido aqui,
abrange a transferéncia de um polinuclectideo exdgeno para
uma célula hospedeira, a despeito do método usado para a
transferéncia. O tecido da planta capaz de subsequente
propagagdo clonal, quer através de organogénese ou de
embriogénese, pode ser transformado com uma estrutura
genética da presente invengdo e uma planta inteira
regenerada a partir do mesmo. O tecido escolhide em
particular wvariard, dependendo dos sistemas de propagagdo
clonal disponiveis para e melhor adequados a espécie que
estd sendo transformada em particular. Alvos teciduais
exemplificativos incluem discos de folhas, pdlen, embrides,
cotilédones, hipocdtilo, megametdfitos, tecido do caule,
tecido meristemdtico existente (por exemplo, meristema
apical, Dbrotos axilares e meristemas de raiz) e tecido
meristemidtico induzido (por exemplo, meristema de
cotilédone e meristema de hipocdtilo). O polinucleotideo
pode ser transitdria ou estavelmente introduzide em uma
célula hospedeira e pode ser mantido ndo integrado, por
exemplo, come um plasmidio. Alternativamente e de
preferéncia, o transgene pode ser estavelmente integrado no
genoma do hospedeiro. A célula' de planta transformada
resultante pode ser usada, entdo, para regenerar uma planta
transformada de uma maneira conhecida  por aqueles
habilitados na técnica. _ - -

A transformag¢do de uma espécie de planta € agora uma
técnica de rotina comum. Vantajosamente, gualquer um dos
varios métodos de transformagido pode sger wusado para
intreduzir o© gene de interesse em uma c¢élula ancestral

adequada. Métodos de transformacidc incluem o uso de
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lipossomas, eletroporagdo, produtos guimicos gue aumentam a
captagdo de DNA livre, inje¢d3c do DNA diretamente na
planta, bombardeamento com pistela de particulas,
transformagdo usando virus ou pdlen e microinjegdo. Métodos
podem ser selecionados a partir do método de
célcio/polietileno glicol para protoplastas (Krens, F.A. e
colaboradores, 1882, Nature 296, 72-74; Negrutiu I. e
colaboradores, Junho de 1987, Plant Mol. Biol. 8, 363-373};
eletroporagéo de protoplastas _ (Shilliteo R.D. e
colaboradores, 1985 Bico/Technel 3, 1099-1102); microinjecgdc
no material da plantas (Crosgway A. e colaboradores, 1986,
Mol. Gen Genet 202, 179-185); bombardeamento de particulas
DNA ou RNA-revegtidas (Klein T.M. e c¢eolaboradores, 1987,
Nature 327, 70), infecgdo com virus (ndo integrativo) e
semelhantes.

Plantas transgénicas de arroz expressando um dene
cdc27a sdo, de preferéncia, produzidas via transformagdo
Agrobacterium-mediada usando-se qualquer um dos métodos
conhecides para a transformagdo de arroz, conforme descrito
em gualquer um dos seguintes: Pedido de patente eurcopéia EP
11928985 Al, Aldemita e Hodges (Planta, 199, 612-617, 1996);
Chan e colaboradores (Plant Mol. Biol. 22 (3) 491-506,

1893), Hiei e colaboradores (Plant J. 6 {(2) 271-282, 1%94),

divulgacdes as quais sdo incorporadas agui por referéncia

conforme se totalmente apresentado. No caso de
transformagdo de milho, o método preferido € conforme
descritc em Ishida e colaboraderes (Nat. Biotechnol. 1996
Jun; 14(6}: 745-50) ou Frame e colaboradecres (Planta
Physiol. Maio de 2002; 129(1): 13-22), divulga¢des as quais

sdo incorporadas aqui por referéncia conforme se totalmente
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apresentado.

Geralmente, apos transformagao, as células ou
agrupamentos de c¢élulas de planta sdo selecionados com
relagdo & presenca de um ou mais marcadores os guais sao
codificados por genes expressiveis em plantas co-
transferidos com o gene de interesse, apds o que ¢ material
transformado € regeneradc em uma planta inteira.

ApSs transferéncia de DNA e regeneragdo, plantas
putativamente transformadas podem sger avaliadas, por
exemplo, usando-se andlise de Sourthern, com relagdo a
presenga do gene de interesse, nimero de c¢dpias e/ou
organizagdo gendmica. Alternativa ou adicionalmente, niveis
de expressao do DNA recentemente introduzido podem ser
monitorados usando-se andlise de Northern e/ou Western,
ambos o8 métodos sendo bem conhecidos por agueles
habkilitados na técnica.

As plantas transformadas geradas podem ser propagadas
através de uma variedade de meios, tal como através de
propagagdo clonal ou técnicas classicas de semeadura. Por
exemplo, uma planta transformada de primeira geragdc (T1)
pede ser cultivada para proporcionar transformantes
homozigotos de segunda geragdo (ou T2) e as plantas T2
ainda propagadas através de técnicas cléassicas de
semeadura.

Os organiémos traﬁsfofhados geradoé podem tomar uma
variedade de formas. Por exemplo, eles podem ser quimeras
de c¢élulas transformadas e células ndc transformadas;
transformantes clonais (por exemplo, todas as células
transformadas para conter o cassete de expressdo); enxertos

de tecidos transformados e nao transformados (por exemplo,
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em plantas, um estoque de raiz transformado enxertado em um
broto ndo transformado).

A presente inven¢do também abrange planta obteniveis
por meio dos métodos de acordo com a presente invengdo. A
presente invengdo, portanto, proporciona plantas obteniveis
por meio do método de acordo com a presente invengao,
plantag as quais tém desenvolvimente alterado, quando
comparado & plantas do tipo silvestre e plantas as guais
tém atividade e/ou niveig aumentades ou diminuidos de
proteina CDC27A e/ou expressdo aumentada ou diminuida de um
acido nucleico de cdc27a.

A presente invengdo se estende, claramente, a qualquer
célula de planta ou planta produzida por meico de qualquer
um dos métodos descritos agui e a todas as partes de planta
e propdgulos da mesma. A presente invengdo se estende ainda
para abranger a prole de uma célula, tecido, &6rgdo ou
planta inteira primaria transformada ou transfectada, o
inico requisito sende que a prole exiba as mesmas
caracteristicas genotipicas e/ou fenotipicas gque aquelas
produzida na original por meio dos métodos de acordo com a
inven¢do. A invengdo, conseqientemente, também inclui
células hospedeiras contendo uma molécula de acido nucleico
isolada que ceodifica uma proteina 2. Células hospedeiras
preferidag de acordo com a invengdo sdo células de planta.
A inven¢do também se estende é ;partés colhiveis de uma
planta tais come, mas nao limitado, a sementes, folhas,
frutos, flores, culturas de caules, caule, rizomas, raizes,
tubérculos e bulbosg.

De preferéncia, as referidas plantas sao transformadas

com um gene que codifica a CDC27A sob o controle de um
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promctor constitutivo e mais preferivelmente as plantas da
presente invengéo trazem um cassete de  expressao
compreendendo pelo menos uma parte de cdec27A e peloc menocs
uma parte de um promotor constitutivo, conforme mencionado
agui acima. As células hospedeiras, plantas ou partes de
planta da presente inven¢do podem szer identificadas pela
presen¢a de maior expressio de um gene cdcz27a e/ou um nivel
efou atividade maior de uma proteina CDC27A. Ainda, as
plantas em particularmente da presente invengdo sao
reconheciveis pela presenga de um transgene de cdc27a ou
parte do mesmo geneticamente acoplada a um promotor
constitutivo, de preferéncia a um promotor CaMV35S ou a um
promotor GOS2 cou qualquer promotor conforme descrito aqui
acima ou pelo menos uma parte do mesmo.

C termo ‘'planta', conforme usado aqui, abrange plantas
inteiras, ancestrais e proles das plantas e partes de
plantas, incluindo gementes, brotos, caules, rajzes
{incluindo tubérculecs) e células, tecidos e Orgdos de

plantas. O termo "ps. O termo "planta" também abrange,

portanto, culturas em suspensio, embrides, regides
meristematicas, tecido de caule, feolhas, gametdfitos,
espordfitos, pdlen e micrcesporos. Plantags que s&o

particularmente Gteig nos métodos da invengdo incluem todas

as plantas as quais pertencem a superfamilia Viridiplantae

em particular plantas monccotileddneas e dicotiledéneas,

incluindo um legume de forragem, planta ornamental, safra
de alimentos, arvore ou vegetacdo de cerrado selecionada da
lista compreehdendo Acacia spp., Acer spp., Actinidia
spp., Aesculus spp., Agathis australis, Albizia amara,

Alsophila tricolor, Andropogon sgpp., Arachis spp., Areca
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catechu, Astelia fragrans, Astragalus cicer, Baikiaea
plurijuga, Betula spp., Brasgica spp., Brugulera
gymnorrhiza, Burkea africana, Butea frondosa, Cadaba
farinosa, Calliandra spp, Camellia sinensis, Canna indica,
Capsicum s5pp., Cassia spp., Centroema pubescens,
Chaenomeles spp., Cinnamomum cassia, Coffea arabica,
Colophospermum  mopane, Coronillia varia, Cotoneaster
serotina, Crataegus gpp.., Cucumis spp., Cupressug spp.,
Cyathea dealbata, Cydonia obklonga, Cryptomeria japonica,
Cymbopogon spp. ., Cynthea dealbata, Cydonia oblonga,
Dalbergia monetaria, Davallia divaricata, Desmodium spp.,
Dicksonia squarbsa, Diheteropogon amplectens, Dicclea spp,
Dolichos spp., DPorycnium rectum, Echinochlcoca pyramidalis,
Ehrartia spp. ., Eleusine coracana, Eragrestis spp. ,
Erythrinalspp., Bucalyptus spp., Euclea schimperi, Eulalia
villeosa, Fagopyrum spp., Feljca sellowiana, Fragaria spp.,
Flemingia spp, Freycinetia banksii, Geranium thunbergii,
Ginkgo biloba, Glycine javanica, Gliricidia spp, Gossypium
hirsutum, Grevillea spp., Guibourtia coleosperma, Hedysarum
spp., Hemarthia altissima, Heteropogon contortus, Hordeum
vulgare, Hyparrhenia rufa, Hypericum erectum, Hyperthelia
dissoluta, Indigo  incarnata, Iris spp., Leptarrhena
pyrolifolia, Lespediza spp., Lettuca spp.. Leucaena

leucocephala, Loudetia simplex, Lotonus bainesii, Lotus

spp., Macrotyloma axillare, Maiuéuéébr;.ﬁaniggt.éézulenté;
Medicago sativa, Metasequoia glyptostroboides, Musa
sapientum, Nicotianum spp., Onobrychis spp., Ornithopus
spp., Oryza spp., Peltophorum africanum, Pennisetum spp.,
Persea gratisgsima, Petunia spp., Phaseolus spp., Phcoenix

canariensis, Phormium cockianum, Photinia spp., Picea
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glauca, Pinus spp., Pisum sativum, Podocarpus totara,
Pogonarthria fleckii, Pogonarthria squarrosa, Populus spp.,
Prosopis cineraria, Pseudotsuga menziesii, Pterolobium
stellatum, Pyrus communis, Quercus spp., Rhaphiolepsis

umbellata, Rhopalostylis sapida, Rhus natalensis, Ribes

- grossularia, Ribes spp., Robinia pseudcacacia, Rosa spp.,

Rubus spp. . Salix spp. ., Schyzachyrium sanguineum,
Sciadopitys verticillata, Sequoia sempervirens,
Sequoiadendron giganteum, Sorghum bicolor, Spinacia spp.,
Sporobolus fimbriatus, Stiburus alopecuroides, Stylosanthos
humilis, Tadehagi spp, Taxodium distichum, Themeda
triandra, Trifolium spp., Triticum spp. ., Tsuga
heterophylla, Vaccinium spp., Vicia spp., Vitis vinifera,
Watsonia pyramidata, Zantedeschia aethiopica, Zea mays,
amaranto, alcachofra, aspargo, brécolis, couve de Bruxelas,
repolho, canola, cenoura, couve-flor, aipo, couves verdes,
linho, couve, lentilha, c¢olza, quiabo, cebola, batata,
arroz, soja, palha, beterraba de aglicar, cana-de-aglGcar,
girasseol, tomate, abdbeora, arvores. Alternativamente, algas
e outras plantas nao Viridiplantae pcdem ser usadas para os
métodos da presente invenc3o. De preferéncia, a planta de
acordo c¢om a presente 1invengdc €é uma planta de safra
gselecionada de arroz, milho, trigo, cevada, soja, girassol,

canola, cana-de-agdcar, alfafa, paingo, leguminosas

(feijae, ervilha), linho, tremogo, colza, tébaco, e
algodaoc. Ainda de preferéncia, a planta de acordo com a
presente invencdc €& uma planta monocotiledbnea, de
preferéncia um cereal.

0 termo desenvolvimento, conforme usado aqui,

significa © processo para atingir a maturidade e estdgio
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reprodutivo, envolvendo diferenciagdo das células e
formagdo de ©Hrgdos. Uma alteragd3c no desenvolvimento
significa uma altera¢do no tempo para atingir a maturidade,
bem como uma alteracgédo nas caracteristicas de
desenvolvimento, as quais sdo manifestagdes de
desenvolvimento, tais como diferenciacgido e/ou formagdo de
érgdoecs.

Vantajosamente, a presente invengdao proporciona um
método para alterar o desenvolvimento de uma planta, em gque
o desenvolvimento alterade €, de preferéncia, selecionado
de diferenciacgio alterada, taxa alterada de
desenvolvimento, formagdo alterada de 6rgdcs, tamanho e/ou
nimero alterado de o&érgd&os e caracteristicas reprodutivas
alteradas, com relaglo a plantas do tipo silvestre.

Ainda de preferénecia, a diferenciag3o alterada &
diferenciacgao acelerada e/ou a taxa alterada de
desenvolvimento é taxa acelerada de desenvolvimento e/ou a
formagdo alterada de drgdos & formagio acelerada de brgdos
e/ou o tamanho e/ou nimero alterado de o6rgdos & tamanho
e/ou nimero aumentado de o&rgdos e/ou a caracteristica

reprodutiva alterada é floracdo precoce e numero aumentado

de flores e/ou sementes.

As plantas de acordo com a presente invengdo mostram
diferenciacio acelerada. Essa caracteristica é
particularmente véntajosa para aceleragdoc da péoduqéo de
safras.

As plantas de acordo com a presente invengdo mostram
taxa acelerada de desenvolvimente. Portantc, além da taxa

acelerada de diferenciagdo (o qual &, tipicamente, um

fenbmeno de células que deixam o meristema), a taxa mais
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rapida de desenvolvimento € manifestada em wais de uma
parte de uma planta e no decorrer da vida da planta. Os
efeitos de uma cdc27a também podem ser mais pronunciados em
estdgios mais maduros da planta.

As plantas de acordo com a presente invengdo moestram
formagao acelerada de ©&rgdos. Mais particularmente, a
formacdo de folhas, flores e sementes, € acelerada. Essas
caracteristicas sd3o particularmente interessantes para
aplicagd3o em horticulturas bem com em agricultura, em
particular para plantas de safra cclhidas com relagdc a sua
biomassa verde (gramas), flores (algoddo) ou suas sementes
(cereais).

'"A plantas de acordo com a presente invengio tém
tamanho e nimero aumentado, mals particularmente folhas
maiores, folhas mais 1longas, folhas mais largas, mais
folhas, caule mais 1longo, mais flores, mais vagens de
sementes, mais sementes,

Os métodos da presente invengdo alteram evidentemente
a aparéncia ou morfeclogia de uma planta, incluindo qualquer
uma ou mais das caracteristicas estruturais ou combinagdo
de caracteristicas estruturais da mesma. Portanto, as
plantas de acordo com a presente inven¢dc tém arquitetura

alterada quando c¢omparado a plantas do tipo silvestre.

Outras caracteristicas estruturais as dguais podem ser

alteradas pelos métodos da presente invengao incluem
formato, tamanho, nUmerc, posigdo, textura, disposigdc e
padrdc de qualquer célula, tecido ou drgdcs ou grupos de
células, tecidos ou Srgdos de uma planta, incluindc a raiz,
folha, broto, caule ou rebento, peciolo, tricoma, flor,

inflorescéncia (para plantas monocotileddneas e
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dicotiledbneas), paniculos, pétalas, .estigma, estilo,
estame, pélen, Svulo, sementes, embrides, endosperma,
enveoltdrio da semente, aleurona, fibra, cdmbio, madeira,
seiva da madeira, parénquima, aerénquima, elementos da
seiva, floema ou tecido vascular, dentre outros.

As plantas de acordo com a presente invencdo tém
caracteristicas reprodutivas alteradas. 0 termo
"caracteristica reprodutiva", conforme usado agui, abrange
as caracterigticas as quais estd@o enveolvidas no momento de
floragdo, tempo para atingir o estadgic de floragdaoc e os
érgdos reprodutivos (tais como, por exemplo, flores e
partes de flores e as sementes). Mais particularmente, as
plantas da presente invengdo mestram floragdo precoce com
relagao a plantas do tipo silvestre. A caracteristica de
floragdo precoce & particularmente favoridvel para qualquer
planta de safra, uma vez que o ciclo de vida {(isto &, tempo
de ciclo) das plantas é reduzido e a colheita tem de
ocorrer logo. ConseqlUentemente, a terra agricola estara
logo disponivel para outras safras. Também, a terra, a qual
normalmente ndoc estad disponivel para agricultura devido a
estagdo de crescimento muito curta, pode agora se tLornar
acessivel para as plantas da presente invengdo.

As plantas de acordo com a presente invengdo tém mais

0 termo "rendimento aumentade" abrange um aumento na

biomassa em uma ou mais partes de uma planta com relagdc a
biomassa de plantas do tipo silvestre correspondentes., O
termo também abrange um aumento no rendimento de sementes,
o qual inclui um aumento na biomassa das sementes (pesc das

sementes) e/ou um aumento no ndmero de sementes {cheias)
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e/ou no tamanho das sementes e/ou um aumento no volume das
sementes, cada um com relagdo a plantas do tipo silvestre.
Um aumento no tamanho e/ou volume das sementes pode também
influenciar a composigdo das sementes. Um aumento no
rendimento das sementes poderia ser devido a um aumento no
nimeroc e/ou tamanho das flores. Um aumento no rendimento
poderia também aumentar o indice de colheita, o© gqual €
expressao como uma propor¢do da biomagsa total sobre o
rendimento das partes colhiveis, tal como sementes.

Conseqlentemente, uma modal idade particular da
presente invengdc se refere a um método para aumentar o
rendimento de sementes e/ou para aumentar o 1indice de
colheita de um cereal. 0s métodos da presente invengao sio,
portanto, particularmente favoraveis a serem aplicados a
plantas de safra, de preferéncia safras de sementes e
cereals, devide ao fato de os métodos da presente invencgaoc
serem usados para aumentar o rendimento de sementes e o
indice de colheita da planta. Portanto, os métodos da
presente invengidc sdo particularmente Uteis para plantas
desenvolvidas para a colheita de sementes, tals como
cereals, colza, girasscl, leguminosas (por ekemplo, soja,
ervilha, feijdo), linho, tremogos, canola, etc.

Adicional ou alternativamente, as plantas de acordo
com a invengdo tém mais folhas e caules maiores. Portanto,
os métodos da presente inveﬁqéo sdo adicionalmente e/ou
alternativamente favoraveis, particularmente, a safras
desenvolvidas com relagéo ao tecido verde e/ou
desenvolvidas com relacgdo a biomassa acima do solo. Os
métodos da presente inven¢dc sdo particularmente titeis para

o aumento do tamanhc e nimerc de folhas em safras de gramas
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e forragens (tais como milho para forragem, trevo, alfafa
medicago, etc.). Os métodos da presente invengdo também sdo
particularmente dteis para aumento do tamanho de caule de
arvores (para a indistria de papel e polpa) e cana-de-
agucar.

A presente invengdo também se refere ao usc de um
dcido nucleico de cdc27a e ao usce de porgdes do mesme ou
dcidos nucleicos que se hibridizam ac mesmo na alteragdo do
desenvolvimento, diferenciagcdc e formagdo de O6rgdos de
plantas. A presente invengao também se refere ao uso de uma
proteina CDC27A e ao uso de homdlogos, derivados e
fragmentos ativos da mesma na alteragdo do desenvolvimento,
diferenciagdo e formagdo de dOrgios de plantas. A seqléncia
de 4acido nucleico &, de preferéncia, conforme representado
por SEQ ID NO: 1 ou 3 ou uma porgdo da mesma ou seqiéncias
capazes de hibridizagdo & mesma ou €& uma seqgléncia de
amincdcido representada por SEQ ID NO: 2 ou 4 o©ou um
homéloge, derivado ou fragmento ativo da mesma.

A presente invengdo também se refere ac uso de um
dcido nucleico de cdc27a e ao uso de porgdes do mesmo ou
dcidos nucleicos gue se hibridizam aoc mesmo e ac uso da
proteina CDC27A em 81 e de hombélogos, derivados e
fragmentos ativos da mesma como reguladores deo
desenvolvimento de uma planta. A sequiéncia de acido
nucleicé agui éntes descrita (e pdrcées da mesma e
sequéncias capazes de hibridiza¢ic a mesma) e as seqléncias
de aminodcido agui antes descritas (e homélogos, derivados
e fragmentos ativos das mesmas) sdo Uteis na alteragdo do
degsenvolvimento de uma planta, conforme aqui antes

descrito. 2As seqliéncias, portanto, encontrario uso como
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regulador de tais processos, tais como reguladores da taxa
de desenvolvimento, taxa de formacdo de érgdos, regulador
do nimero e tamanho de &6rgdos ou regulador de
caracteristicas reprodutivas, tais come momento de
floragcdo, nimero de flores e sementes.

A presente invengdc também proporciona uma composigao
compreendendo uma proteina representada por qualquer uma
das seqgUéncias de aminodcidos antes menciconadas ou
homdlogos, derivados ou fragmentos ativos dag mesmas, para
uso como um regulador dos processos € caracteristicas de
desenvolvimento, conforme mencionado aqui acima.

Consequentemente, as seqUéncias de acordo com a
presente inven¢do também podem ser alvos interessantes para
compostos agroguimicos, tais como herbicidas ou
estimulantes do crescimento. Conseqglentemente, a presente
invengdo abrange o uso da seqguiéncia de acido nucleico antes
mencionada {ou uma porgdo da mesma ou seqiéncias capazes de
hibridizagdo a mesma) ou uma seqliéncia de aminoacido
conforme aqui antes descrito (ou homdlogos, derivades e
fragmentos ativos das mesmas) como alvos para compoesto
agroquimice, tal como um herbicida ou um esatimulador do
crescimento.

De acordo com outro aspecto da presente invengdo,
vantagem também pode ser tomada da seguéncia de nucleotideo
capaz de aumentar -ou diminuir a egg;ésséo -de um”“ééido
nucleico de cdc27a em programas de semeadura. A seguéncia
de acido nucleicec pode estar sobre um cromossoma, ou parte
do mesmo, compreendendo pelo menos a sequéncia de Aacide
nucleico de cdc27a e, de preferéncia, também um ou mais

membrcos da familia relacionadogs. Em um exemplo de tal
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programa de semeadura, um marcador de DNA é identificado, o
qual pode ser geneticamente ligado a um gene capaz de
aumentar ou diminuir a exXpressdoc de um &cido nucleico da
proteina CDC27A em si ou gqualquer outro gene o qual pode,
direta ou indiretamente, influenciar a expressdo do gene
cdc27a e/ou atividade da proteina CDC27A em si. Esse
marcador de DNA pode, entdo, ser usado em programas de
semeadura para selecicnar plantas tendo desenvolvimento
alterado.

Ainda, o uso de variantes alélicas conforme descrito
aqui acima € particularmente 1Gtil para programas
convenciocnais de semeadura, tal como semeadura marcador-
agssistida, a qual também & abrangida pela presente
invenc¢do. Tais programas de semeadura requerem, algumas
vezes, a I1ntrodugdc de variagdes alélicas nas plantas
através de tratamentoc mutagénico de uma planta. Um método
mutagénico adequado é mutagénese EMS. A identificacdo de
variantes alélicas, entdc, pode ocorrer, por exemplo,
através de PCR. Rebentos sdo preferidos para a
identificagio de variantes alélicas. Isso & seguido por uma
etapa de selegdo de variantes alélicas superiores da
sequéncia da CDC27A e as guais dao origem ao
desenvolvimento alterado em uma planta. A selegdo, de
acordo com o método da presente invengdo, €&, tipicamente,
realizada através de monitorameﬁto do desenvolvimeﬁto,
diferenciagdo e formagdo de ©o6rgdos de plantas contendo
diferentes variantes alélicas da seqléncia da CDC27A, por
exempleo, diferentes variantes alélicas de SEQ ID NO: 1 ou
de um ortdélogo de CDC27A nessa planta. O monitoramento do

desempenho de crescimento pode ser feito em uma estufa ou
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no campo. Outras etapas adicionais incluem cruzamento das
plantas, no gqual a variante alélica superir foi
identificada, com outra planta. Isso poderia ser usado, por
exemplo, para fazer uma combinagdo de caracteristicas
fenotipicas de interesse.

Portanto, mﬁtacées nc gene cdc27a podem ocorrer
naturalmente e podem formar a base da selegdo de plantas
mostrando taxa de desenvolvimento acelerada, tamanho e/fou
namero aumentado de érgfos e/cu floragldo precoce.

Conseqientemente, como outreo aspecto da invengao, €
proporcicnar um método para a selegdo de plantas tendo
desenvolvimento alterado, métedo o qual € baseado em
variantes alélicas de melhor desempenho da seqiéncia da
CDC27A com relagdo a um alelo do tipo silvestre e o gual da
origem ac¢ desenvolvimento alterado em uma planta.

De acordo c¢om outro aspecto da  invengdo, é
proporcionade também um métodc para a geragdo de plantas
tendo desenvolvimento alterado, gquandec comparade a uma
planta do tipo silvestre, método o© gqual compreende as
etapas de:

a) desenvolvimentce de uma planta com expressdo
aumentada ou diminuida de um Acido nucleico da seqliéncia do

cdc27a e/ou tendo niveis e/ou atividade aumentada ou

diminuida de uma proteina CDC27A, gquando comparado a uma

pPlanta do tipo silvestre, e

b) cruzamento da_referida planta de (a) com uma planta
de interesse; e

c) produgdo de uma prole do cruzamento e,
opcionalmente

d} selegdc da prole com o referido desenvolvimento
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alterado.

Alternativamente, o gene cdc27a em si pode ser usado
como um marcador (genético) para identificar a presenga ou
auséncia de wuma caracteristica desejada ou Local de
Caracteristica Quantitative (QTLs). Nessa aplicagdo da
presente invengdo, o© gene que codifica a CDC27A ¢é
geneticamente ligado a caracteristica desejadé e,
tipicamente, os fendtipos causados pelo gene que codifica a
CDC27A sdc monitorados de forma a semear e selecionar
plantas com a caracteristica desejada. Essa caracteristica
desejada ou QTL pode compreender um uUnico gene ou um
agrupamento de genes ligados que conferem a caracteristica
desejada.

Em biologia molecular, é padrdo selecionar, guando de
transfecg¢do ou transformagdo, aqueles individuos (ou grupos
de individuos, tais comeo cecldénias de bactérias ou levedos
ou placas de fago ou clones de células eucariotas) que sdo
eficazmente transfectados ou transformados com a estrutura
genética desejada. Tipicamente, esses procedimentos de
selecdo sdo baseados na presenga de um marcador
selecionavel na estrutura genética transfectada, para
distinguir (0] individuos positivos facilmente dos
individuos negativos. Portanto, © gene cdc27a também pode

ser usado para essas finalidades, uma vez gue a introdugdc

desse  gene em uma célula. Hééﬁedéggém"_}ééﬁigém em
desenvolvimento alterade da referida célula hospedeira.

0Os métodos de acordo com a presente invengdo também
podem ser praticados através de co-expressdo de um gene
cdc27a em uma planta com pelo menos um outrc gene gue

coopera com © gene cdc27a. A co-expressdo pode ser
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realizada através de clonagem dos genes scb o controle de
um promotor expressivel em planta em um vetor expressivel
em planta e introducdo do(s) vetor{es) de expressdc em uma
c¢élula de planta usando-se transformagdo de planta
Agrobacterium-mediada.

Os métodos de acordo com a presente invengdo resultam
em plantas tendo desenveolvimento alterado, conforme
descrito aqui antes. Essas caracteristicas de
desenvelvimento vantajosas também podem ser combinadas com
outras caracteristicas econcmicamente vantajosas, tais como
outras caracteristicas de intensificagdoc de rendimento,
tolerincia a vArios estresses, caracteristicas de aumento
ou diminuigdoc de vArios tragos de arquitetura e/ou
caracteristicas biogquimicas e/ou fisioldgicas.
Consequentemente, os métodos da presente invengdo também
podem sger usados nos assim denominados procedimentos de
"empilhamento de gene”,

Também, a presente invengdo '~ abrange um produto
alimenticio derivade de gqualguer uma das plantas produzidas
pelos métodos da presente invengdo. Ainda, a invengao
também se refere ao usc de um produto derivado de qualguer
uma das plantas de acordo com a presente invengao em ragdes
para animais e em alimentos ou a procedimentos de producdc
dos mesmos.

Em uma modalidade particular da inven;g;,-ég_biaﬁzgé
com caracteristicas de desenvolvimento aperfeigoadas sac
usadas para produzir enzimas industriais e/ou produtos
farmacéuticos. A produgdc de tais enzimas ou produtos
farmacéuticos em plantas €& objetivada em um elevade actimulo

dos produtos desejados em um tecideo de planta em particular
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e facil de colher, por exemplo, actimulo nas folhas e/ou nas
sementes. As plantas da presente invengdo té&m caules
maiores, folhas maiores, mais folhas, mais flores e/ou mais
sementes e, portanto, sdo capazes de produzir mais enzimas
industriais e/ou produtos farmacéuticos nesses tecidos,
mais particularmente em sua bicomassa verde e/focu em suas
sementes. Consequentemente, a presente invengdc também
proporciona um método para a produgdo de enzimas e/ou
produtes farmacéuticos, método o qual compreende © aumente
ou diminuigac da expressdo de um gene cdc27a ou o aumento
ou a diminuigdo de atividade e/ocu nivel de uma proteina
CDC27A. Ainda, a invengdo se refere ao uso de plantas de
accrdo com a invengdoc para a produgdo de enzimas
industriais e produtes farmacéuticos e a invengdc se
estende & enzimas industriais e produtos farmacéuticos
produzidos de acordo com esses métodos.

Descrigao das Figuras

A presente invengdo serd agora descrita com referéncia
as figures a seguir, nas quais:

A PFigura 1 €é uma representagdo esquematica da
estrutura usada para transformagiac das plantas da presente
invencio.

A Figura 2 ilustra que as folhas se desenvolvem mais

rédpido em plantas transgénicas cdc27a (35513.3/1) comparado

as plantas de controle (SR1}. Os nGmeros 1 a 6 correspondem
ds folhas conforme elas se desenvolveram no caule da
planta, significando que a folha 1 & a folha desenvolvida
na planta jovem e a folha 6 é€ a folha mais recentemente
desenvolvida, isto &, uma folha desenvolvido quando a mesma

planta estd em um estagio mais maduroc.
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A Figura 3 ilustra plantas transgénicas transformadas
com a estrutura 35S::cdc27a {posigdes 1 a 4) e uma planta
de controle nado transgénica (posi¢do 5). As plantas sao
fotegrafadas no momento quando as primeiras plantas comegam
a florescer. Pode ser observadoe na ilustragdo gue as
plantas transgénicas sdo mais altas.

A Figura 4 é uma ilustragdo grafica indicando o
comprimento das folhas 6 (A) e 7 (B) de plantas
transgénicas c¢dc27a comparado & linhagem de controle (SR1).

A Figura 5 ¢é uma ilustragdo grafica indicando a
largura das folhas 6 (A) e 7 (B) de plantas transgénicas
c¢dc27a comparado a linhagem de controle (SR1).

A Figura 6 €& a seqléncia de &acido nucleico e a
seqliéncia de proteina da proteina CDC27As de Arabidopsis
thaliana Uteis para os métodos da presente invengao.

A Figura 7 & uma A&rvore filogenética mostrando a
reagdo estrutural e evolucionaria entre proteinas de cdc2?
do tipo A e proteinas de cdc27 do tipo B de Arabidopsis
thaliana. A arvore foi construida usando-se o© software
Align X como parte do pacote de software VNTi suite 5.5.
Como um grupo externo, a sequéncia de proteina Atcdc2C foi
usada. As seqléncias sfo anotadas por seu nimerc de acesso

ao Genbank ou pelo ndmero de publicagdc internacional do

Exemplos

A presente invengdo serd agora descrita com referéncia
aos exemplos a seguir, os guais sdo d guisa de ilustragdo
apenas.

A menos que de ocutro modo estabelecido, técnicas de

DNA recombinantes sdc realizadas de acordo com protocolos
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padrdes descritos em Sambrook (2001) Melecular Cloning: a
laboratecry manual, 3*®* Edig3c, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, CSH, New York; ou nos Volumes 1 e 2 de Ausubel e
colaboradcores (1988}, Current Protocols in Molecular
Biolegy, Current Protocols. Materiais e métodos padrdes
para trabalho molecular com plantas sdo descritos em Plant
Meclecular Biolegy Labfase (1993) por R.D.D. Croy, publicado
pela BIOS Scientific Publications Ltda. {Reino Unido) e
Blackwell Scientific Publications {Reino Unido).

Exemplo 1: c¢lonagem do gene cdc27a

Para expresgsgsar constitutivamente o cDNA de cdc27a de
Arabidopsis em plantas transgénicas, o gene cdc27a de
comprimento total fol isclade e clonadeo como segue. Para
introduzir locais de restricdo adequados no ¢DNA de cdc27a,
uma reagdo de PCR foi realizada usando-se cligonucleotideos
contendo os locais de restricdo Ncel e BamHI. O fragmento
resultante foi restringido com as 2 enzimas {Nccl e BamHI).
A rede de leitura aberta da cdc27a fei ligada no vetor
PH35S5 (Hemerly e colaboradores, EMBO J. 14, 3925-39386}, ©
qual foi abertc com as enzimas de restrigdo Ncol e BamHl1l. ©
cassete de expressdo resultante continha o© promotor
CaMV35S, o gene Atcdc27a e o terminador NOS (veja Fig. 1).
Subseqglentemente, esse plasmidio fol digerido com ECORI,
enchido com enzima Klenow e, entdo, cortado com Sall para
liberar o-cassete de expressic cbntendo o promotor 358, a
rede de leitura CDC27 e ¢ terminados NOS. Esge fragmento
foi clonado no plasmidio PGSV4 nos locais Sall e Scal. O
plasmidio de expressdc resultante foi introduzido em
Agrobacterium tumefasciens C58.

Exemple 2: Transformagdo de células de tabaco com a
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estrutura 358::cde27a

Plantas de tabaco foram transformadas com o género de
Agrobacterium conforme mencionado no Exemplo 1
compreendendo o vetor de expressdo CDC27A. Para introducgdo
do gene cdc27a nas plantas de tabaco, o método com disco de
folha foi usado (Horsch e cclaboradores, 1985; A simple and
general method for transferring genes into plants, Science
227 1229 =~ 1231}, Desses discos de folha transformados,
plantas TO feoram regeneradas e deixadas germinar (sementes
Tl). Essas sementes T1 foram germinadas em wmeio contendo
canamicina para determinar ¢ nimero de locais do transgene.
Plantas com uma relagdoc de 3 para 1 de resisténcia a
canamicina para semeadurag suscetiveis foram escolhidas
para produzir sementes de forma a s8e obter plantas
homozigdticas.

Exemplo 3: plantas de tabaco transgénicas cdc27a se
desenvolvem mais rapide

Plantas de tabaco do tipo gilvestre e plantag de
tabaco transgénicas foram gimultaneamente desenvolvidas sob
as mesmas condigdes de crescimento. As folhas de plantas
transgénicas e nao transgénicas foram cortadas, escolhidas
por idade (1 & a folha mais velha e 6 é a folha mais
recentemente desenvolvida no caule) e fotografadas ({veja
Fig. 2).

A linhagem superior désignada SR1 mostra as fbihéé de
uma planta de controle ndc transgénica e a linhagem
inferior designada 2358%13.3/1, mostra as folhas de uma
planta transgénica transformada com a estrutura
358::cdc27a. Essa fotografia comparativa das folhas de

mesma idade de ambas as plantas ilustra que as folhas
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transgénicas sdo maiores. Portanto, pode ser concluido que
as folhas transgénicas se desenvelvem mails rapido. Também
pode ser observado que as semeaduras transgénicas produzem
folhas mais cedo do gque as plantas de controle do tipo
silvestre. Portanto, pode ser concluido que o programa de
degsenvolvimento em transgénicas progride mais rapido do que
aquele de plantas do tipc silvestre. A fotografia da Figura
2 ilustra, adicionalmente, que os efeitos da CDC27A sobre o
desenvolvimento da planta se tornam progressivamente mais
pronunciados a medida que a planta amadurece. Esses
resultados ilustram gque as plantas transgénicas tém uma
taxa de desenvolvimento acelerada.

Ainda, foi demonstrado que as folhas de plantas
transgénicas cdc27a tinham comprimento aumentado de folha.
Plantas de tabaco do tipo silvestre e plantas de tabaco
transgénicas foram simultaneamente desenvolvidas sob as
mesmas condiqﬁes de crescimento e as folhas 6 e 7 foram
colhidas em vérios dias apdbs a semeadura (veja Fig. 4).
Essa numerac¢io corresponde & numeragio de folha da Fig. 2.
E observado que para as folhas recentes 6 e 7, as folhas
das plantas transgénicas se desenvolvem mais rapido (Fig.
4, A e B, respectivamente)}. Isso é ilustrado pelo fato de
que as folhas transgénicas sdo mais compridas do que as
folhas do tipo silvestre de mesma idade. A folha
tran.sgé‘ni_.ca -6 ja esgé ciesenvolvida e t:am 400 mm- de
comprimento 45 dias apds semeadura, enquanto que a folha 6
da planta do tipo silvestre ainda estd sendo formada. E
ilustradoc que as folhas 6 e 7 das linhagens de plantas
transgénicas (1.1, 1.3, 18.1, 25, 3.2) sio mais longas do

que a linhagem de controle SR1. As folhas transgénicas eram

LN 2]
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mais longas do que as folhas do tipo silvestre de mesma
idade, idade a qual €, de preferéncia, antes do estagic
maduro.

Ainda, foi demonstrado que folhas das plantas
transgénicas cdc27a tinham largura aumentada da folha.
Plantas de tabaco do tipo silvestre e plantas de tabaco
transgénicas foram simultaneamente desenveolvidas sob as
mesmas condig¢des de crescimento e as folhas 6 e 7 foram
colhidas e medidas em varicos diags apds semeadura (veja Fig.
5). Essa numeragdo corresponde & numeragac das folhas na
Figura 2. E ilustrado que a largura de folha das folhas
recentemente desenvolvidas 6 e 7 das linhagens de plantas
transgénicas' (1.1, 1.3, 18.1, 2%, 3.2) & maicr do que a
linhagem de controcle SR1.

As folhas transgénicas eram mais largas do que as
folhas do tipo silvestre de mesma idade, idade a qual &, de
preferéncia, antes do estdgic maduro.

Exemplo 4: plantas transgénicas c¢dc27a mostram biomassa
aumentada

Plantas de tabaco do tipo silvestre e plantas de
tabaco transgénicas foram simultaneamente desenveolvidas nas
mesmas condigses de cregcimento e um conjunto
representativo de plantas foi fotografado quando as
primeiras plantas atingiram o estdgic de floragdo (veja
Fig. 3). |

Nesse ponto, as plantas transgénicas (ntmeros 1 a 4
na Fig. 3) podem ser vistas na ilustragdo come mais altas e
tende atingido um tamanho que pede ser o dobro ou mais do
tamanho das plantas ndo transgénicas {nimerc 5 na Fig. 3)

crescida scb o mesme periodo de tempo. Além dissc, nesse
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pericdo, as plantas transgénicas produziram 18 folhas em
média wversus 12 a 13 nas plantas do tipo silvestre. Em
conclusdce, o© tamanho aumentado do caule e do numero de
folhas contribuem para a biomassa aumentada nas plantas
transgénicas cdc27a. 0 fato de que além do tamanho da folha
(veja exemplo 3), o tamanho de caule e também ¢ numero de
folhas serem aumentados sustenta adicicnalmente a
descoberta de dque a superexpressdo de CDC27A acelera o
desenvelvimento vegetativo global.
Exemplo 5: plantas transgénicas cde27a mostram f£floragdo
precoce

Plantas de tabaco do tipo silvestre e plantas
transgénicas foram desenvolvidas simultaneamente nas mesmas
condi¢des de crescimento e as plantas foram fotografadas
quando as plantas transgénicas comecaram a florescer (veja
Fig. 3). Fol observadc que as plantas transgénicas tinham
um periode reduzido de tempe para atingir a floragdo. 4 de
5 linhagens transgénicas floresceram dentro de 127 dias
apds semeadura, enquanto que as plantas do tipo silvestre
levaram quase gue 20 dias a mais (veja Tabela 2). B2As
plantas transgénicas formaram uma inflorescéncia com flores
perfeitamente saudaveis, sem nenhuma penalidade sobre os
tecidos vegetativos no momento de floragdo, nem penalidade
sobre o nimeroc de flores ou nlmero de sementes (veja Tabela
3) . |

Isso & notavel, uma vez gque o fenotipo de floragac
precoce, em muitos casos8, estd associado & redugdo na
biomassa vegetativa, uma reducdo no nimero de
inflorescéncia e flores e uma redugdc no conjunto de

sementes. Por exemplo, muta¢des no gene eld4 resultam em
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floragdo precoce e, nessas plantas, o fendtipo de floragdo
preccce esta, tipicamente, associado a¢ nlmero total
reduzido de folhag (Doyle e colaboradores, Nature 2002 419:
74-77}. Além disso, em plantas mutantes TFL1 as quais
florescem precocemente, o fenotipo de floragldo precoce estéa
associado a uma penalidade sobre a estrutura da flor
(Shannon e Meeks-Wagner, 19%1 The plant cell 3, 877-892).
Também, o fenotipo de florag¢doc precoce de mutantes ebs esté
associado a uma redugac da dorméneia de sementes, tamanho e
fertilidade da planta {Gomez-Mena e colaboradores, 2001,
The plant cell 13, 1011-1024).

0 fenotipo de floragdo precoce demonstra gque a
superexpressdo de CDC27A altercu o desenvolvimento da
planta.

Exemple 6: plantas transgénicas c¢dc27a no momento de
floragdo 8s3c mais altas do que plantas WT no momento de
floragdo

Plantas transgénicas transformadas com CDC27A
florescem antes das plantas de controle (veja coluna
momento de floragdo na Tabela 2). PFoi ainda cobservado que
no momento em que as plantas transgénicas atingiram o
estagio de floraééo, as plantas eram maig altas do que a
planta de controle ndo transgénica no mesme estagio de
floragdao (veja coluna altura da planta no momento de
fleoracgao) . Desses dados, conclui-se gue as ﬁiéntas
transgénicas mostram desenvolvimento mais rapido (taxa
acelerada de), que elas florescem mais cedo e que elas tém
um tamanho maior. Esses dados indicam Qque plantas

transgénicas cdc27a tém biomassa aumentada.

Exemplo 7: plantas transgénicas cde27a tém mais flores do
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as

flores foram contadas em

plantas transgénicas cdc27a e em plantas do tipo silvestre

desenvelvidas nas mesmas condicgdes.

Plantas transgénicas transformadas com 358::cdc27a tém mais

ficres

plantas de

plantas de

(veja Tabela

3}). As

controle envolveram duas

medigdes

plantas

envolveram

cada linhagem transgénica e as medigdes

SR1.

cinco
de

Eases

dados ilustram que a introdugdaoc de CDC27A em plantas pode

do que

uma

duplicag¢do da

O nidmero de vagens de sementes,

quantidade

de

conseqllentemente,

enquanto que © tamanho das vagens de sementes nao

levar a mais
fluores.

aumenta,

foi reduzido nas

pretendido que,

plantas

transgénicas.

Portantoc, é

através de uso dos métodos da presente

invencioc, também o nimero de sementes seja aumentado.

Tabela 2:

Linhageml Genotipo Tempo de |Altura da| Ndmero de | Proporgdc
floragao, planta, foihas ne de
media apds | média no [momento de|comprimento
semeadura momento | floragdo* | / largura
{em dias)* de da folha

floragdo
time
- o (cm) *
1.1 homozigoto 126,5 % 63,8 + 15,25 1,87
11,13 11,77 1,98 0,327 ***
1.3 homozigota 123,3 + 66,3 + 17,6 + 1,76 +
16,66 24,12 3,75 0,36 ***
18.8 hemizigoto 124,8 + 59,9 1 18,2 2 1,69 #
7,17 16,70 1,61 0,28 *x=
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25 *¥* homozigoto 138,5 + 37,87 + |17 + 3,65 1,95 +
20,30 19,98 0,27 *xx*x

32 homozigoto 127,2 + 41,1 + 16,8 + 1,71 +

7,79 11,11 1,28 0,28 ***

SR1 |sem transgene| 147,6 + 29 + 4,6 17,8 + 1,78 +
16,30 1,35 0,13 *»x*

* intervalo de confian¢a de 95%

** treg de cinco plantas

**% Média 3+ SD calculada a partir de 6 folhas de cinco
plantas 74 dias apds semeadura

Tabela 3:

Linhagem 1.1 1.3 i8.1 25 32 SR1

NMimerc de 23,25 131,331 21,2 14 18,2 12,5

flores

Exemple 8: Uso da invengio em milho

A invengdoc descrita agui também pode ser usada em
milho. Para issco, uma cdc27a, por exemplo, um ortdlogo de
milho ou outro, € clonada sob © controle de um promotor
constitutivo operavel em. milho, em um vetor de
transformag¢ioc de planta adequado para transformagdo de
milho Agrobacterium-mediada. Métodos para uso na
transformagio de milho foram descritos na literatura
{Ishida e colaboradores, Nat Biotechnol. Junho de 199&; 14

(6): 745-50; Frame e colaboradores, Plant Physiol. Maio de

2002; 129 (1) :13-22). Plantas transgénicas feitas por meic
desses métodos sdo desenvolvidas na estufa para a produgdoc
de sementes Tl. A hereditariedade e o nUmero de cdpias do
transgene sao verificadeos através de PCR quantitativa em
tempo real e anélise por Southern blot e os niveis de

expresgdo do transgene sd3o determinadog através de PCR
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invertida e anilise de Northern. Linhagens transgénicas com
insergdes de cdpia Unica do transgene e com niveis variados
de expressdo do transgene s3o selecionadas para a produgéo
de sementes T2. Sementes  prole sdc germinadas e
desenvolvidas na estufa em condigdes bem adaptadas para
milho (fotoperiodo de 16:8, temperatura diaria de 26-28°C e
temperatura noturna de 22-24°C), bem come scb condigdes
dgua-deficientes, nitrogénio-deficientes e com excesso de
NaCl. Segregantes nulos da mesma linhagem original, bem
como plantas do tipo silvestre da mesma cultura foram
usados como controle. As plantas prole resultantes de
cultura ou dos c¢ruzamentos sdo avaliadas com relagido a
diferentes parametros da bicmassa e de desenvolvimento,
incluinde tamanho de caule, numero de folhas, &rea total
acima do solo, verde das folhas, tempo para maturidade
tempo de floragdo, tempo para florescer, numero de brotos,
tempo de colheita. As sgementes dessas linhagens também
foram verificadas com relagdo a varios parametros, tails
como tamanhc de gric, rendimente de gréo por planta e
qualidade do grdc (teor de amido, teor de proteina e teor
de &leo). Linhagens que sd3o mais significativamente
aperfeicoadas versus os controles para qualguer um dos
pardmetros mencionados acima sdo selecionadas para testagem
adicional no campb e semeadura assistida por marcador, com
validadas no campo para germplasma comercial. Métodos para
a testagem de milho com relagdo ao crescimento e parametros
relacionados ao campo gdc bem estabelecidos na técnica,
assim como técnicas para integragdo em locais especificos

(tal como o local contendo © transgene) de um germplasma



106

15

20

25

30

[ LA N R} J
L X E )
LER N ]
»
a9y &%

L]

(XL RN 8]

LER L]

LE X X
LA T N
LA X ]
LA B J
-k »
R

para outro. Plantas de milho de acorde com a presente
invengio tém desenvolvimento alterado, taxa de
desenvolvimento alterada, formagdo alterada de O&rgaos,
tamanho e nimero alterados de &rgdos e/fou caracteristicas
reprodutivas alteradas, tal como floragdo preccoce e nimero
aumentado de flores e sementes.
Exemplo 9: usc da invengdoc em arroz

A invengdc descrita aqui também pode ser usada em
arroz. Para fazer isso, uma cdc27a, por exemplo, um
ortélogo de arroz ou outre, €& cionada scob o controle de um
promotor constitutivo operédvel em arroz, tal como, por
exemplo, © promotor GOS2, em um vetor de transformagdo de
planta adeguadc para transformagdo Agrcobacterium-mediada de
arrcz. Tais vetores e métodos para a transformagdo de arroz
foram descritos na literatura. Métodos proporcionande
transformantes em local UGnico em uma taxa de mais de 50%
gd&o descritos em Aldemita e Hodges, Planta, 199 612-617,
1996; Chan e colaboradores, Planta Mol. Biol. 22 (3) 491-
506, 1993, Hiei e cclabeoradores, Planta J., 6 {2} 271-282,
1594) ou no EP1198985).

Plantas transgénicas geradas através desses métodos de
transformacdo de arroz sf8c avaliadas com relagdo a véarios
parametros de desenvolvimento. Mails particularmente, as

plantas transgénicas s8¢ avaliadag e os seguintes

pardmetros sac monitorados: aﬁmenﬁo total-écima da bioﬁéssa
no solo, altura aumentada da planta, namero aumentado de
rebentos, nlGmero aumentadco de primeiros paniculos, nimero
aumentado de segundos paniculos, namerc total aumentado de
sementes, nimerc aumentado de sementes cheias, rendimento

total aumentado de sementes por planta, indice aumentado de

LL L X ]
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colheita, peso por centena de carogo aumentado, Tmid
aumentada, T45 ou AS0 aumentado, A43 aumentado, tempo de
ciclo alterado ou curva de crescimento alterada, tempo de
fleoragdo alterado.

Plantas com uma taxa aumentada de desenvolvimento,
formagdo aumentada de Srglfos, nuimerc e/ou tamanho aumentado
de oOrgdos, tempo de floragdc reduzido, mais flores e/ou
maig sementes s8o gelecionadas com o© objetivo de
transferéncia das caracteristicas transgénicas ne

germplasma comercial.
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REIVINDICAGOES
1. Métode para alterar o desenvolvimento de uma

planta ou parte de planta comparado & planta ou parte de

planta do tipo silvestre, o método caracterizade por

compreender o aumento ou diminui¢lc da expressdo, em uma
planta ou parte de planta, de um A&cido nucleico da
seqiéncia da cdc27a efou o aumento ou diminuigdo dos niveis
e/ou atividade, em uma planta, de uma proteina CDC27A.

2. Método, de acordec com a reivindicacgao 1,

caracterizado pelo fato do aumento ou diminuigic da

expressdc de cdc27a, do nivel de proteina CDC27A ou da
atividade de proteina CDC27A serem realizados através de
meios recombinantes e/ou através de meiogs quimicos.

3 Método, de acordo com a reivindicacao 1 ou 2,

caracterizado por compreender introdugdo, em uma planta, de

uma seqﬁéncia' de 4&cido nucleico capaz de aumentar ou
diminuir a expressio de um gene cdc27a gene e/ou capaz de
aumentar ou diminuir a atividade e/ou niveis de uma
proteina CDC27A.

4, Mérodo, de acorde c¢com a reivindicagido 3,

caracterizado pelo fato de a seguéncia de Aacido nucleico

ser um &cido nucleico de cdc27a.
5, Método, de acorde com a reivindicagdo 4,

caracterizado pelo fato de o referide &acido nucleico ser,

de preferéncia, de uma ﬁlanta dicotiled8nea, ainda de
preferéncia da familia Brassicaceae, mais preferivelmente a
sequéncia de Aacide nucleico é de Arabidopsis thaliana,
ainda mals preferivelmente conforme representado por SEQ ID
NO: 1 ou 3 ou uma parte da mesma ou seqiiéncias capazes de

hibridizagdo as mesmas ou uma seqiéncia de acido nucleico
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que codifica uma seqiéncia de aminodcidos representada por
SEQ ID NO: 2 ou 4 ou um homSlogo, tal come um homdlogo
tendo pelc menos, 47%, 48%, 49%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%,
75%, 80%, B85%, 90%, 95% 98%, 99% de identidade de seguéncia
a SEQ ID NO 2 ou um derivado ou fragmento ative da mesma.

6. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 3, 4 ou 5, caracterizado pelo fato de a

referida seqiéncia de 4&cido nucleico ser uma variante
alélica de um Acido nucleico da seqiiéncia do cdc27a ou em
que a referida proteina CDC27A €& codificada por uma
variante alélica.

7. Método, de acordo com gualquer uma das

reivindicag¢des 3, 4 ou 5, caracterizado pelo fato de a

referida sequéncia de &acido nucleico ser uma variante com
unifio de um acido nucleico da seqiénecia do cdc27a ou em que
a referida proteina CDC27A € codificada por uma variante
com unido,

8. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢Ses 3, 4, 5, 6 ou 7, caracterizade pelo fato de

a referida seqgiiéncia de &acido nucleico ser introduzida em
uma dire¢dio senso em uma planta.
9. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢fes 3, 4, 5, 6, 7 ou 8, caracterizado pelc fato

de a expressao do referido Acido nucleico ser acionada por
um promotor congtitutivo.
10. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 ou 9, caracterizado

pelo fato de o referido desenveolvimento alterado ser
selecionado de diferenciagio alterada, taxa de

desenvolvimente alterada, formacio alterada de ©&rgios,
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tamanho e/ou nimero alterado de érgdos e/ou caracteristicas
reprodutivas alteradas com relagdo &s caracteristicas do
tipo silvestre,

11. Método, de acorde com a reivindicagdo 10,

caracterizado pelc fato de a referida diferenciagéo

alterada ser diferenciacdo acelerada ou em que a referida
taxa de desenvolvimento alterada ser taxa de
desenvolvimento acelerada ou em que a referida formagao
alterada de érgdos é formagdo acelerada de drgdos.

12. Método, de acordo com a reivindicag¢ao 10,

caracterizado pelo fato de o referido tamanho e/ou nimero

alterado de &rgdcs ser tamanho e/ou nlmero aumentado de
Sérgdos, tal como nlmero aumentado de folhas, nGmerc
aumentado de flores, nimero aumentado de sementes, nidmero
aumentado de caules, tamanho aumentado da folha ou biomassa
total aumentada.

13. Método, de acorde com a reivindicagidao 10,

caracterizado pelo fato de a referida caracteristica

reprodutiva auterada ser <caracteristica de floragaoc
alterada, comparado ao tipo silvestre, tal como um periodo
de tempo alterade para atingir a floragdo, de preferéncia
floragdo precoce, ou tal como numerc aumentade de flores,
nimero aumentado de sementes de vagens, nimero aumentado de
sementes.

14. Método paréla.proéﬁqéo dé uﬁa planta tranégénica.
tendo desenvolvimento alterado, comparado a uma planta do
tipo silvestre da mesma espécie de planta, o método

caracterizado por compreender:

a. Introdugao, em uma planta, de uma seqgléncia de

acido nucleico capaz de aumentar ou diminuir a expressdc de
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um gene cdc27a e/ou capaz de aumentar ou diminuir a
atividade e/ou niveis de uma proteina CDC27A; e
cpcicnalmente

b. cultive de célula de planta sob condigles gque
promovem a regeneragao e crescimento de uma planta madura.

15. Método para geragao de plantas tendo
desenvolvimento alterade da planta, gquando comparado a
plantas do tipo silvestre da mesma espécie, o© método

caracterizado por compreender as etapas de:

a. Crescimento de uma planta com expressido aumentada
ou diminuida de um Aacido nucleico da seqliéncia da c¢dc27a
e/ou tendo niveis e/ou atividade aumentada ou diminuida de
uma proteina CDC27A, quande comparade a plantas do tipo
silvestre, e

b. Cruzamento da referida planta de (a) com uma planta

de interegse; e

c. Produgio de uma Prole do cruzamento, e
opcicnalmente
d. Selegdo da referida prole com o 7referido

desenvolvimento alterado.
16, Método, de acordoe com gualguer uma das
reivindicag¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,

14 ou 15, caracterizado por compreender a introdugdc, em

uma planta, de uma estrutura compreendendo:

(i) uma seqgliéncia de éﬁido nucleico capaz de aumentar
ou diminuir a expressdo de um acido nucleico de cdc27a efou
capaz de aumentar ou diminuir os niveis e/ou atividade de
uma proteina CDC273;

{(i1) uma ou maisgs segiéncias de controle capazes de

regulagdo da expressic da sequénecia de acido nucleico de
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(i} em uma planta; e opcionalmente
{iii) uma seqgliéncia de término de transcrigdo.
17. Planta obtenivel pelc métcdo de qualgquer uma das

reivindicagdes de 1 a 16, a gqual & caracterizada por ter

desenvolvimento alterado, quando comparado & plantas do
tipo silvestre correspondentes da mesma espécie.

18. Planta tendo desenvolvimento alterado guando
comparado & planta do tipo silvestre correspondente,

caracterizada por ter pelo menos uma célula com expressaoc

aumentada ou diminuida de um acido nucleico da seqiéncia do
cde27a e/ou ter pelo menos uma célula com niveis e/ou
atividade aumentada ou diminuida de uma proteina CDC27A,
guando comparado a uma planta da mesma espécie de planta.
15. Planta, de acordo com a reivindicagdo 17 ou 18,

caracterizada por ser uma planta monocotileddnea, ainda de

preferéncia um cereal e/ou em que a referida planta é
selecionada de arroz, milho, trigo, cevada, paingo, soja,
leguminesas, c¢olza, girassol, canola, alfafa, cana-de-
aglcar, tabacoc e algoddo.

20. Parte de planta caracterizada por ser, de

preferéncia wuma parte colhivel de uma planta, uma

'propagacéo ou prole de uma planta de acordo com as

reivindicag¢des 17 a 19.

21. Estrutura genética caracterizada por compreender;

(iv) uma sequéncia de &cido nucleico capaz de aumentar

ou diminuir a expressdo de um acido nucleico de cdc27a e/ou
capaz de aumentar ou diminuir os niveis e/ou atividade de
uma proteina CDC27A;

(v) uma ou mais sequéncias de controle capazes de

regular a expressdo da sgeqliéncia de 4dcide nucleico de (i)
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em uma planta; e opcionalmente
{vi) uma seqiéncia de término de transcricgio.
22. Estrutura genética, de acordo com a reivindicacgdoc

21, caracterizada pelo fato de o referido acido nucleico

ser um &cido nucleico de c¢dc27a, de preferéncia de uma
planta dicotileddnea, ainda de preferéncia da familia
Brassicaceae, mais preferivelmente a segléncia de é&cido
nucleico é de Arabidopsis thaliana, ainda mais
preferivelmente conforme representadec por SEQ ID NC: 1 cu 3
ou uma parte da mesma ou seqiiéncias capazes de hibridizagaoc
as mesmas ou uma seqiéncia de &cido nucleico gque codifica
uma sequéncia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 2
ou 4 ou um homéloge, tal como um homdlogo tendo pelo menos
47%, 48%, 49%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95% 98%, 99% de identidade de seqiéncia & SEQ ID NO 2 ou um
derivado ou fragmento ativo da mesma.

23, Estrutura genética, de acordo com a reivindicagado

21 ou 22, caracterizada pelo fato de a referida seqiéncia

de controle ser um promotor censtitutivo ou pelo menos uma

parte do mesmo.

24. Planta ou parte de planta caracterizada por

compreender uma estrutura genética de qgualquer uma das
reivindicagdes de 21 a 23, a gqual a planta ou parte de
planta tem desenvolvimento alterado.

: 25. Uso de-um écidd nucleice da.seqﬂéncia do cdcz27a
efou proteina CDC27A ou um homdlogo, derivado ou fragmento

ative da mesma caracterizade pelo fatoc de ser para

alteragdo do desenvolvimentce de uma planta.

26. Uso de um &acido nucleico da sequéncia do cdc27a

e/ou proteina CDC27A ou um homdlogo, derivade ou fragmento
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ativo da mesma caracterizado pelo fato de ser para

alteragdao da diferenciacic de uma planta,
27. Usc de um acido nucleico da sequéncia do cdec27a
e/ou proteina CDC27A ou um homélogo, derivade ou fragmento

ativo da mesma caracterizado peloc fate de ger para

aceleragdo ou retarde do desenveolvimento de uma planta,
forma¢do de Srgdos e/ ou diferenciagdo.

28, Uso de um &acido nucleico da sequéncia do cdc27a
e/ou proteina CDC27A ou um homdlogo, derivado ou fragmento

ativo da mesma caracterizado pelo fato de ser para o

aumento ou diminuicdo do tamanho e/ou nimerc de érgdos.
29. Usc de um Acido nucleico da sequéncecia do cdc27a
e/ou proteina CDC27A ou um homdlogo, derivado ou fragmento

ativo da mesma caracterizado pelc fato de ser para

alteragdo das caracteristicas reprodutivas, tais como
floragdo precoce ou floragdo tardia.

30. Produto alimenticio caracterizadeo pelo fato de

ser derivado de uma planta ou parte de planta de qualguer

uma das reivindicagdes de 17 a 20 ou da reivindicagio 24.
31. Uso de um produto derivado de uma planta ou parte

de planta de gualguer uma das reivindicagdes de 17 a 20 ou

da reivindicagdo 24 caracterizado pelo fato de ser em ragio

para animais e alimentos.
32. Uso de uma planta ou parte de planta de qualquer
uma das reivindicagdes de 17 a 20 ou da reivindicacgdo 24

caracterizado pele fato de ser para a produgdo de enzimas e

produteos farmacéuticos.
33, Enzimas industriais e produtos farmacéuticos

caracterizados pelo fato de serem produzidos através de uso

de uma planta ou parte de planta da reivindicagao 32.
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CropDesign N. V.; e

Universidade Federal do Rio de Janeiro

<120>

para fabricagido da mesma

<130> 57-cdc27-PCT

<150= PCT/EP02/10265
<151> 05/09/2002

<160> 14

<170> PatentIn versac 3.1
<210> 1

<211> - 2434

<212> DNA

<213> Arabidopsis thaliana
<220>

<221> misc_feature

«223> cdc27Al

<400> 1

atgatggaga atctactggc gaattgtgtce
aatgctatct tcctttgega acttcttcte
ttgttageca ggtgttactt gagtaacagt
ggttcaaaaa cgcctcagtc tcggtattta
cttggagagy ctgaagctge attgttgece
ggtgcagetg ggcattatet tcttggtott
tcaatacaac agtttaggat ggcattgtca
gaactttgta gtttaggtge cgctgaagaa
cagcgtetta aaacttgbtgt agaacaaaga
cagattacag attctgataa ggccttaaaa

cagaaaaacc
gcccaatttc
caagcttata
tttgcattet
tgtgaagatt
atatatagat
tttgatccat
gectcaacag
ataagcttct

gatacaggtt

ttaaccattt
catctgaggt
gtgcatatta
catgctttaa
atgctgaaga
attctgggag
tgtgttggga
tettecgggaa
cagaaggagc

tatcgcaaac

LE K} J
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raRe
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tatgttcacc
gaacctgcaa
tatccttaaa
gttggatctt
agttcectggt
gaagaactgt
agcatatgga
tgttgcttce
aaccatagac

agaacacatt

av e

plantas tendo desenvolvimento alterado e um método

LE LR ]

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



ccaggagaga
actgacagge
caggtaatgyg
ggatctttga
ttgtcagcag
aaaaagaatc
tcecgagtcaa
agcaaagaag
tetgtaagtg
tceooccggatce
cttggagatg
caaaagctat
‘tattttgagc
tatcecttatg
gagatgaggt
tooctggtgtyg
atgtttcaga
cacgagtttg
ggcatagata
gagaaatteg
tcagtcatca
ttgatgatga
aaggctcaca
ctcaaagaat
cagctaaagc
tetecatetg
ctggtgacgyg
catataacce
ctaaaacaaa
gggtttgaaf

aaaaaaaaasa

accaacaaga
aacttagtac
atgctceecace
tgtctgtaca
aggctcaaga
ctatgtcgea
actatgcacc
cgattcctga
acactggaag
gtttcagect
gceacagygea
ctcagaaaca
tacaagacta
ctttggaagg
tgggctatct
cagttgggaa
gagctatceca
ccgeattgga
cgagacacta
agtttgcgca
tgtgttacta
taggagaagge
tattaaccag
gigctcctca
atgctgtcaa
aggaaaattt
aaagtcatct
actgattata
tttcatttct

afdaasaasaa

tctgaaaatt
aaacggatygy
gectetgett
tggagtygcgt
agaatctggg
gteatttgga
ttetetttee
taccgttact
ctoctgttgat
tatttctgga
tttacatatg
atacaataca
cttcaacgct
aatggataca
ggctcaggaa
ctygttacagt
actgaatgaa
agaattcgag
taatgcatgg
gcatcaattt
tggaattgct
tgtacteact
cctaggtgat
agaaagcagt
ageegtgtta
gataaaggct
gtagatttat
gtaattttte
taaacttaga
tttccaagtt

aaaaaaaaaa

_2/225:.

.

.
atgcagcage
gacttgaaca
cttaagaata
gtgcgtegaa
cgccgecgta
aaagattccc
tecgatgattyg
ctaaatgatc
gatgaggaaa
atttcagaag
tacaagtgtc
cactgygtic
gactcttect
tactccactg
ctgatttcag
ttacgtaagg
agattcacat
gatgcagagda
tacggtcettg
caactggctce
ttgcatgagt
gatgcaaaga
tatcacaaag
gtccatgeat
cattteggea
tacatggaga
tgtgcagata
trcatctttag
gygataatatt
ggaacttttg

aaas

(AR R LN

ctggagatat
caccttctce
tgcgtcegtece
gaaacttttt
gtgctagaat
attggttaca
gaaaatgcag
cagcaacgac
agtcaaatec
tgctaggcat
aggaagcttt
tcatgeaggt
ttactcttge
ttctttatca
ttgatcgeet
ateatgatac
atgcacatac
gatgetaceg
gaatgaccta
tccaaataaa
caaagagaaa
atcegetece
cacagaaagt
cgettggceaa
ttgetttgga
ggttgatact
atacaccaga
atcagtcttg
acagaaaatt

ttcaaaaaaa

tccaccaaat
agtgetttta
agcagtggaa
tagtgaagaa
agcagcaagyg
tectttecacct
aatccaaagc
gteaggecag
tagtgaatct
tctgaaaatt
gttggecatat
tggaaaagca
tcatcaaaag
cctgaaagaa
gtctccagaa
tgetctcaaa
cetttgtgge
gaaggctctg
tcttegteag
tccaagatcet
cgatgaggcy
caagtactac
tttagaagag

aatatacaat

tttaagecet

accagacgag
ttatgtttet
tggactaacc
gtatagagtt

Aadaaaadas

720
780
840
900
9860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100 _
2160
2220
2280
2340
2400

2434



<210>

<211l>

<212 >

<213>

<220>

221>

<223>

<400>

Met
1
Phe
Phe
Asn
Pro
65
Leu
Glu
Arg
Leu
Led
145
Gln

Gly

Thr

Met

Met

Pro

Ser

50

Gln

Gly

Val

Tyr

Ser

130

Gly

Arg

Ala

Gly

728

PRT
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Arabidopsis thaliana

MISC_FEATURE

cdc27Al

2

Glu

Phe

Ser

35

Gln

Ser

Glu

Pro

Ser

115

Fhe

Ala

Leu

Thr

Leu
195

AsSn

Thr

20

Glu

Ala

Arg

Ala

Gly

100

Gly

Asp

Ala

Gln

Ile

180

Ser

Leu

Asn

Val

Tyr

Tyr

Glu

85

Gly

Arg

Pro

Glu

Lys

165

Asp

Gln

Leu

Ala

Asn

Ser

Leu

70

Ala

Ala

Lys

Leu

Glu

150

Thr

Gln

Thr

Ala

Ile

Leu

Ala

S5

FPhe

Ala

Ala

Asn

Cys

135

Ala

Cys

Ile

Glu

Asn

Phe

Gln
40

Tyr

Ala

Leu

Gly

Cys

120

Trp

Ser

Val

Thr

His
200

Cys

Leu

25

Leu

TYTr

Phe

Leu

His

105

Ser

Glu

Thr

Glu

AsSp

185

Ile

Val

10

Cys

Leu

Ile

Ser

Pro
90

Tyr

Ile

Ala

val

Gln

176

Ser

Pro

Gln

Glu

Ala

Leu

Cys

75

Cys

Leu

Gln

TvYr

Phe

155

Arg

Asp

Gly

Lys

Leu

Arg

Lys

60

Phe

Glu

Leu

Gln

Lys

Glu

Asn

Leu

Cys

45

Gly

Lys

Asp

Gly

Phe

125

Glu

Asn

Ser

Ala

Asn
205

Leu

Leu
30

Tyr

Ser

Leu

Tyr

Leu

1190

Arg

Leu

val

Phe

Leu

130

Gln

A

Asn

15

Ala

Leu

Lys

Asp

Ala

95

Ile

Met

Cys

Ala

Ser

175

Lys

Gln

Hisg

Gln

Ser

Thr

Leu

8¢

Glu

Tyr

Ala

Ser

Ser

160

Glu

ASp

Asp



Leu

Gln

225

Leuy

Arg

Arg

Glu

Pro

305

Pro

Cys

Asn

Ser

Arg

385

Ile

Ala

Trp

Phe

Ala

465

Glu

Arg

Arg

Lys

210

Leu

Gln

Pro

Arg

Ser

290

Met

Serx

arg

Asp

Val

370

Phe

Leu

Leu

val

‘Asn

450

Leu

Glu

Leu

Lys

Ile

Ser

Val

Ala

Arg

275

Gly

Ser

Glu

Iie

Pxro

3585

Asp

Ser

Gly

Leu

Leu

435

Ala

Glu

Met

Ser

Asp
5158

Met

Gln

Gln

Thr Asn Gly

Met
val
260
Asn
Arg
Gln
Ser
Gln
340
Ala
Asp
Leu
Asp
Ala

420

Met

Asp

Gly

Arg

Pro

500

His

Asp

245

Glu

Phe

Arg

Ser

Asn

325

Ser

Thr

Glu

Ile

Gly

405

Tyr

Gln

Ser

Met

Leu

485

Glu

Asp

230

Ala

Gly

Phe

Arg

Phe
310

Tyr

Ser

Thr

Glu

Ser

390

His

Gln

val

Ser

RAsp

470

Gly

Ser

Thr

Pro

218

Trp

Leu

Ser

Ser

Ser

295

Gly

Ala

Lys

Ser

Lys

375

Gly

Arg

Lys

Gly

Phe

455

Thr

Tyr

Trp

Ala

Gly

Asp

Pro

Leu

Glu

280

Ala

Lys

Pro

Glu

Gly

360

Ser

Ile

His

Leu

Lys

440

Thr

Tyr

Leu

Cys

Leu
R20

4/223°,

Asp

Leu

Pro

Met

265

Giu

hrg

Asp

Ser

Val

345

Gln

Asn

Ser

Leu

Ser

425

Ala

Leu

Ser

Ala

Bla

505

Lys

L]
-
*

asre
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-
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.
seenasn
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Ile Pro Pro Asn Thr Asp Arg

Asn

Leu

250

Ser

Leu

Ile

Ser

Leu

330

Ile

Ser

Pro

Glu

His

410

Gln

Tyr

Ala

Thr

Gln

490

Val

Met

Thr

235

Leu

Val

Ser

Ala

His

315

Ser

Pro

Val

Ser

val

355

Met

Lys

Phe

Hisg

Val

47%

Glu

Giy

Phe

220

Pro

Leu

His

Ala

Ala

3ce

Trp

Ser

Asp

Ser

Glu

380

Leu

Tyr

Gln

Glu

Gln

460

Leu

Leu

Asn

Gln

Ser

Lys

Gly

Glu

285

Arg

Leu

Met

Thr

Asp

365

Ser

Ser

Lys

Tyr

Leu

445

Lys

Tyr

Ile

Cys

Arg
525

Pro
Asn
Val
210
Ala
Lys
His
Ile
Val
350
Ile
Seyr
Leu
Cys
Asn
430

‘@Gin

Tyr

Ser

Tyr
510

Ala

val

Met

255

Arg

Gln

Lys

Leu

Gly

338

Thr

Gly

Pro

Leu

Gln

415

Thr

Asp

Pro

Leu

Vai

495

Ser

Ile

Leu

240

Arg

val

Glu

Asn

Ser

320

Lys

Leu

Ser

Asp

Lys

400

Glu

His

Tyr

Tyr

Lys

480

Asp

Leu

Gln

*ean
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Asn
530

Leu

Ala Ala

545

Leu Gly

Thr Tyr
Leu Ala

Ile
610

Gly

Met Glu

625

Tyr Lys

Lys Val
Ala

His

val
650

Ala

Asp Ala

705
Glu Leu

<210>

<211l>

212>

<213>

<400> 3
atgatggaga

aatgctatct
ttgttagceca
ggttcaaaaa

cttggagagg

Glu

Leu

Ile

Leu

Leu

595

Ala

Lys

Ala

Leu

Ser

675

Leu

Val

Val

Arg Phe

Glu Glu

Thr

Phe

Tyr Ala

535

Glu Asp

550

Thr
565

Asp

Arg Gln

580

Gln Ile

His

Leu

Ala Val

Arg

Glu

Asn

Glu

Leu

Tyr

Lys Phe

Pro Arg

600

Ser
615

Lys

Thr Asp

630

Ile
645

His

Glu Glu

660

Leu Gly

FPhe

His

Lys Ile

Leu

Leu

Lys

Gly

Lys

Thr Ser

Lys Glu

Ile Tyr

680
Ile Ala
695

Ala Tyr

710

Glu
725

Thr

2401

DNA

atctactgge
tcetttgoga
ggtgttactt
cgeecteagtce

ctgaagctge

Glu

Asn Leu

gaattgtgtc
acttcttecte
gagtaacagt
tcggtattta

attgttgecec

5/22:.

Hig

Ala Glu Ara

555

Ala
570

Asn Trp

Glu Phe Ala

585
Val

Ser Ser

Arg Asn Asp

Ala Aun

635

Lys

Leu Gly

650

Bsp

Cys Ala Proc

665

Asn Gln Leu

Leu Asp Leu

Glu Arg

715

Met

Arabidopgis thaliana

cagaaaaacc
gecccaattte
caagettata
tttgecattet

tgtgaagatt

[ XA XL D)

Thr Leu Cys Gly His Glu

540

Tyr Arg

Cys

Tyr Gly Leu

Gln
580

Gln His

Ile Met

605

Cys

Glu
620

Ala Leu

Pro Leu Pro

Tyr His Lys

Gln Glu Ser

670

Gln
685

Lys TYr

Ser Pro Ser

700

Leu Ile Leu

ttaaccattt
catetgaggt
gtgcatatta
catgctttaa

atgctgaaga

Phe

Ala
560

Lys

Gly Met

575

Phe Gln

Tyr Tyr

Met Met

Tyr
640

Lys

Ala
655

Gln

Ser Val

Asp Lys

Pro Ser

Pro Asp

720

tatgttcacec
gaacctgcaa
tatccttaaa
gttggatctt

agttcctggt

60

120

180

240

300



ggtgcagctg
tcaatacaac
gaactttgta
cagegtetta
cagattacag
ccaggagaga
actgacaggc
caggtaatgg
ggatctttga
ttgtecagcag
aaaaagaatc
tcecgagtcaa
agcaaadaadq
gaggdaaaagt
tcagaagtgce
aagtgtcagyg
tgggttctca
tctteocttita
tceactgtte
atttcagrtg
cgtaaggatec
ttcacatatg
gcagagagat
ggtcttggaa
ctggetctec
catgagtcaa
gcaaagaatc
cacaaagcac
catgcatcge
tteggecattyg

atggagaggt

ggcattatct
agtitaggat
gtttaggtge
aaacttgtgt
attctgataa
accaacaaga
aacttagtac
atgctecacc
tgtetgtaca
aggctcaaga
ctatgtcgeca
actatgcacc
caacgacgtc
caaatcctag
taagcattct
aagctttgtt
tgcaggttgg
ctettgetea
tttatcacct
atcgcctgtc
atgatactagc
cacataccct
gctaccégaa
tgacctatet
aaataaatce
agagaaacga
cgcteocccaa
agaaagtttt
ttggcaaaat
ctttggattt

tgatactacc

tcttggtett
gacattgtca
cgctgaagaa
agaacaaaga
ggccttaaaa
tctgaaaatt
aaacggatgg
gcecetotgett
tggagtgcgt
agaatctggg
gtecatttgga
ttetetttee
aggccagtct
tgaatcttece
gaaaattctt
ggcatatcaa
aaaagcatat
tcaaaagtat
gaaagaagag
tccagaatec
tctcaaaatg
ttgtggecac
ggctctggge
tcgtcaggag
aagatcttca
tgaggegttg
gtactacaag
agaagagetc
atacaatcag
aagcccttct

agacgagctg

6/2%°.

.
atatatagat
tttgatccat
gcctcaacag
ataagettct
gatacaggtt
atgcagcagc
gacttgaaca
cttaagaata
gtgcgtegaa
cgccgeoegta
aaagattccc
tcgatgattg
gtaagtgaca
ccggatcegte
ggagatggce
aagctatetce
tttgagctac
ccttatgett
atgaggttgg
taggtatgcag
tttcagagaqg
gqaatttgeoy
atagatacga
aaattcgagt
gtcatcatgt
atgatgatgg
gctcacatat
aaagaatgtg
<¢taaagceaat

ccatctgaty

gtgacggagg

(A R N

attctgggag
tgtgttggga
ttttegggaa
cagaaggagc
tatcgcaaac
ctggagatat
caccttetece
tgcgtogtece
gaaacttitt
gtgctagaat
attggttaca
gaaaatgcag
ctggaagcecte
tcagccttat
acaggcattt
agaaacaata
aagactactt
tggaaggaat
gctatctgge
ttgggaactyg
ctatccaact
cattggaaga
gacactataa
ttgcgcagca
gttactatgg
agaaggctgt
taaccagcct
ctectcaaga
acgacaaagc
ctgtcaagat

aaaatttgta

gaagaactgt
agcatatgga
tgttgcttec
aaccatagac
agaacacatt
tccaccaaat
agtgctttta
agcagtggaé
tagtgaagaa
agcagcaagg
tetttcacct
aatccaaagc
tgttgatgat
ttectggaatt
acatatgtac
caatacacac
caacgctgac
ggatacatac
tcaggaactg

ttacagttty

gaatgaaaga

attcgaggat
tgcatggtac
tcaactttcaa
aattgctttg
actcactgat
aggtgattat
aagcagtgte
cgtgttacat
aaaggcttac

gatttattgt

360

420

480

540

600

€60

720

780

840

200

$60

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160



7/2%:.

aeSaud

gcaggtaata caccagatta tgtttcetcat ataacccaaa gtcatctgta atttttctca
tctttagatc agtcttgtgg actaacccta aaacaaaact gattatataa acttagaggg
taatattaca gaaaattgta tagagttggg tttgaatttt catttctttt ccaagttgga
acttttgttc aaaaaaasaaa aasaaaaaaa aazaaadaaa daladaaaaaa aaaaaaaaaa

a

<210> 4
<211> 716
<212> PRT

«213> Arabidopsis thaliana

<400> 4

Met Met Glu Asn Leu Leu Ala Asn Cys Val Gln Lys Asn Leu Asn His
1 5 10 1s

Phe Met Phe Thr Asn Ala Ile Phe Leu Cys Glu Leu Leu Leu Ala Gln
20 25 30

Phe Pro Ser Glu Val Asn Leu Gln Leu Leu Ala Arg Cys Tyr Leu Ser
35 40 45

Asn Ser Gln Ala Tyr Ser Ala Tyr Tyr Ile Leu Lys Gly Ser Lys Thr
50 55 60

Pro Gln Ser Arg Tyr Leu Phe Ala Phe Ser Cys Phe Lys Leu Asp Leu
&5 70 75 80

Leu Gly Glu Ala Glu Ala Ala Leu Leu Pro Cys Glu Asp Tyr Ala Glu
85 90 95

Glu val Pro CGly Gly Ala Ala Gly His Tyr Leu Leu Gly Leu Ile Tyr
100 105 110

Arg Tyr Sexr Gly Arg Lys Ren Cys Ser Ile Gln Gln Phe Arg Met Ala
115 120 125

Leu Ser Phe Asp Pro Leu Cys Trp Glu Ala Tyr Gly Glu Leu Cys Ser
130 135 140

Leu Gly Ala Ala Glu G3lu Ala Ser Thr Val Phe Gly Asn Val Ala Ser
145 150 155 160

Gln Arg Leu Lys Thr Cys Val Glu Gln Arg Ile Ser Phe Ser Glu Gly
165 170 175

Ala Thr Ile Asp Gln Ile Thr Asp Ser Asp Lys Ala Leu Lys Asp Thr
140 185 190

Gly Leu Ber Gln Thr Glu His Ile Pro Gly Glu Asn Gln Gln Asp Leu

2220

2280

2340

2400

2401



Lys

Leu

225

Gln

Proc

Arg

Ser

Met

305

Ser

Arg

Asp

Ser

Ser

385

Lys

Tyr

Leu

Lys

Tyr

465

Ile

Cys

Arg

Iie

210

Ser

Val

hAla

Arg

Gly

290

Ser

Glu

Ile

Thr

Ser

370

Ile

Cys

Asn

Gln

Tvyr

450

Ser

Tyr

Ala

195

Met

Thr

Met

Val

Asn

275

Arg

Gln

Ser

Gln

Gly

355

Pro

Leu

Gln

Thr

Asp

435

Pro

Leu

Val

Ser

Ile
515

Gln

Asn

Asp

Glu

260

Phe

Arg

Ser

Asn

Ser

340

Ser

Asp

Lys

Glu

His

420

Tyr

Lys

Asp

Leu

500

Gln

Gln

Ala

245

Gly

Phe

Arg

Phe

TYr

325

Ser

Ser

Arg

Ile

ala

405

Trp

Phe

Ala

Glu

Arg

485

Arg

Leu

Pro

Trp

230

Pro

Ser

Ser

Ser

Gly

310

Ala

Lys

val

Phe

Leun

3%0

Leu

Val

Asn

Leu

Glu

470

Leu

Lye

ASn

Gly

215

Bsp

Pro

Leu

Glu

Ala

295

Lys

Pro

Glu

AsD

Ser

375

Gly

Leu

Leu

Ala

Glu

455

Met

Ser

Asp

Glu

200

Asp

Leu

Pro

Met

Glu

280

Arg

Asp

Ser

Ala

Asp

360

Leu

Asp

Ala

Met

Asp

440

Gly

Arg

Pro

His

Arg
520

8/225‘.

Ile
Asn
Leu
Ser
265
Leu
Ile
Ser
Leu
Thr
345
Glu
Ile
Gly
TyY
Gln
425
Ser
Met
Leu
Glu
Asp

505

Phe

Pro
Thr
Leu
250

val

Ser

Ser

330

Thr

Glu

Ser

His

Gln

410

val

Ser

Asgp

Gly

Ser

490¢

Thr

Thr

Pro

Pro

235

Leu

Hig

Ala

Ala

Trp

315

Ser

Ser

Lys

Gly

Arg

385

Lys

Gly

Phe

Thr

Tyr
475
Trp

Ala

TYr

Asn
220
Ser
Lys
Gly
Glu
Arg
300
Leu
Met
Gly
Ser
Ile
380
His
Leu
Lys
Thr
TyY
460
Leu
Cys

Leu

Ala

Pro

hsn

val

Ala

28S

Lys

Gln

Asn

365

Ser

Leu

Ser

Ala

Lys

His
525

Met

Aryg

270

Gln

Lys

Leu

Gly

Ser

350

Pro

Glu

His

Gln

Tyr
430
Ala
Thr
Gln
Val
Met

510

Thr

Leu

Arg

255

val

Glu

Asn

Ser

Lys

i35

Val

Ser

Val

Met

Lys

415

Phe

His

Val

Glu

Gly

485

Phe

Leu

LA AR
(2 A X ]

Gln

Leu

240

Arg

Arg

Glu

Pro

Pro

320

Cys

Ser

Glu

Leu

Tyr

400

Gln

Glu

Gln

Leu

Leu

480

Asn

Gln

Cys

as %

(11 X



- a - » el * L - .
KRR ERORE-

: : « B & & L] s % B 4 w B @

. . L . (2 X ” . - .

Gly His Glu Phe Ala Ala Leu Glu Glu Phe Glu Asp Ala Glu Arg Cys
530 535 540

Tyr Arg Lys Ala Leu Gly Ile Asp Thr Arg His Tyr Asn Ala Trp Tyr
545 550 555 560

Gly Leu Gly Met Thr Tyr Leu Brg Gln Glu Lys Phe Glu Phe Ala Gln
565 57¢ 575

His Gln Phe Gln Leu Ala Leu Gln Ile Asn Pro Arg Ser Ser Val Ile
580 585 590

Met Cys Tyr Tyr Gly Ile Ala Leu His Glu Ser Lys Arg Asn Asp Glu
585 600 605

Ala Leu Met Met Met Glu Lys Ala Val Leu Thr Asp Ala Lys Asn Pro
610 615 520

Leu Pro Lys Tyr Tyr Lys Ala His Ile Leu Thr Ser Leu Gly Asp Tyr
625 630 . 635 540

His Lys Ala Gln Lys Val Leu Glu Glu Leu Lys Glu Cys Ala Pro Gln
645 650 655

Glu Ser Ser Val His Ala Ser Leu Gly Lys Ile Tyr Asn Gln Leu Lys
660 665 670

Gln Tyr Asp Lys Ala Val Leu His Phe Gly Ile Ala Leu Asp Leu Ser
675 680 685

Pro Ser Pro Ser Asp Ala Val Lys Ile Lys Ala Tyr Met Glu Arg Leu
690 655 700

Ile Leu Pro Asp Glu Leu Val Thr Glu Glu Asn Leu
705 710 - 715

<210 5

<211> 18892

<212> DNA

<213> Oryza sativa

<220>

<221;mmmisc_feature
<222> (730)..(734)

<223> n = gualguer nuclectideo

<400> B .
atggaaaccce taatggtgga cogcgtccac ggcagectcoce gecectcttecat gcaccegcaac 60

gecgtettee tcoctgogageg cctctgegec cagttceoceg ccgagacaaa tgtcocagttg 120



ctagcaactt
aagaagctge
cgggaagetg
gcaacagygge
gctgageaat
ttgtgcatac
cgtcttcage
aatcggtttc
cagctgcatyg
ttgcatatge
tcaacgeagn
tatcccgage
atcagggagc
tttaagtgtc
ggatgggtte
gatcatttte
tactccactg
cttgtttcta
ttgaggaaag
agagttgcat
caggtagatg
gaaaagtttg
tctgttctta

ttggaaatga

__aaggctttaa

ctaaaggaaa
caacttaaca
cetgetgetg
cttatggatg

ggaaccaaca

gctaccttca
cagagtcceyg
aagaagccett
actacecttct
ttgtacaage
taggtgttge
aggaactcac
tatcttcocaa
ctaacaccac
agaacggtge
nnnataatgt
aagagaaatc
taatggcact
aggaagcatt
tttgccaggt
ttgagttagc
ttctttatca
ttgatcgact
atcatgagac
acgctcacac
aaagacacta
agtttgctga
tgtgectatct
tagagaaggc
tccttectagg
ttgcaccteca
ttcttgacaa
acgttgctat
atgatgatga

ttgattggca

caacaaccayg
gtacttgttt
gtgtcctgtc
tggagtaatt
tctgactett
tgaagatgca
atccacatca
tgtgtcagca
tgcagaagta
accatctaat
aacttcaact
tgaacgagtt
cttgcggaca
ggaagtatat
tgggaagaca
gcatcgacta
tttgaatgag
atctcceccas
tgccttigaag
gctatgoggt
caatgcctgg
gcatcattte
tgggatggcee
tatatttget
cctacaaaaa
tgaaagtagt
ggctgtattt
aatacaatct
tgatgatgag

tgocetgtget

10/2223°,
se

ccatatgetg
gctatgtcat
aatgaaccaa
tacaggtaca
gatcctette
aatgaatgtt
aatgtggaaa
agttttggtg
tctggttatce
ttatcacagt
tegtetteta
ctgteacagg
ctaggggaag
agaaagctec
tattttgaac
tcaccatgea
gaaatgceggce
gcatggtgtg
aattttcaac
cacgatataa
tatggecttyg
agaagggcat
ttgcatgett
gataagaaga
tacecctgaty
atgtatgcac
tgctttggca
gcaatggaga
atttaagctce

tg

LA R EL B

cataccacat
gcttccgaat
atattgaggt
ctggeagagt
tatgggcagc
tcagtgaagc
agtcaaactt
atagtcctaa
ctcatgtaaa
ttgacactee
caagtatagt
actccaaatt
ggtataggct
cagaggcaca
tcgtecaatta
cgttggaggg
taagttacct
ctgtgggaaa
gtgctgtaca
aactataccg
gagtggtgta
tccagataaa
taaagaggaa
atccactecc
ctetggataga
tgatgggaaa
ttgcectygga
aagtacacct

actccgaaga

cttgaaagga
gaacctctta
tecaagtggt
ggaagctgoea
atacgaggaa
aacagctcta
tgttaatgaa

gcaaattaaa

gtcaactgca

atcgccaact
tgatggaaga
agctattggt
ttecttgettyg
atttaatact
tttagaagcc
aatggacatt
tgotcaagat
ttgctttgee
gcttgactca
atctgcactt
ccktcgececag
tccttgetet
tgaggaagcc
caagtatcaa
gttggaacgg
gatttacaayg
tttgaaacct
tccagatgaa

acagaggggda

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

102¢

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

17490

1800

1860

1892



<210

<211l>

212>

<213>

<220>

<221>

222>

223>

<400>

6

611

PRT

Oryza sativa

MISC_FEATURE

{244) .. (245)

11/22 %",

Xaa € qualquer aminocdcido

6

Met Glu Thr Leu

Met His

Pro Ala

Asn Gln
50

Glu Ser
65

Arg Glu
Val Pro
Tyr Thr
Thr Leu

130
Gly Val
145
Arg Leu

Phe Val

Gly Asp

Arg

Glu

35

Pro

Arg

Ala

Ser

Gly

115

Asp

Ala

Gln

Asn

Ser
195

Asn
20

Thr

Tyr

TYT

Glu

Cly

100

Arg

Pro

Glu

Gln

Glu

180

Pro

Met

Ala

Asn

Ala

Leu

Glu

85

Ala

Val

Leu

Asp

Glu

165

Asn

Lys

Val

Val

Val

Ala

FPhe

70

Ala

Thr

Glu

Leu

Ala

150

Leu

Arg

Gln

Asp

Fhe

Gln

Tyr

55

Ala

Leu

Gly

Ala

Trp

135

Asn

Thr

Phe

Ile

Arg

Leu

Leu

40

Met

Cys

His

Ala

120

Ala

Glu

Ser

Leu

Lys
200

val

Cys

25

Leu

Ile

Ser

Pro

TYr

105

Ala

Ala

Cys

Thr

Ser

185

Gln

His

Glu

Ala

Leu

Cys

Val

20

Leu

Glu

TYyr

Phe

Ser

170

Ser

Leu

Gly

Arg

Thr

Lys

Phe

75

Asn

Leu

Gln

Glu

Ser

155

Asn

Asn

His

LE L RN R J

Ser

Leu

Cys

Gly

60

Arg

Glu

Gly

Phe

Glu

140

Glu

Val

Val

Ala

Leu

Cys

Tyr

45

Lys

Met

Pro

Val

Val

125

Leu

Ala

Glu

Ser

Asn
205

Arg

Ala

30

Leu

Lys

Asn

Asn

Ile

110

Gln

Cys

Thr

Lys

aAla

190

Thr

Leu
15

Gln

Leu

Leu

Ile
95

Tyr

Ala

Ile

Ala

Ser

175

Ser

Thr

Phe

Phe

Asn

Pro

Leu

BOD

Glu

Arg

Leu

Leu

Leu

160

Asn

Phe

Ala



G1lu

Asn

225

Ser

val

Gln

Arg

Glu

305

Gly

Tyr

Cys

Ann

Asp

385

Leu

Gln

Ile

Ala

Phe

465

Ser

Asn

Lys

Val

210

Gly

Thxr

Asp

Asp

Thr

290

Ala

Trp

Leu

Thr

Glu

370

Arg

Arg

Leu

Lys

Trp

450

Ala

Val

Glu

Asn

Ser
Ala
Gln
Gly
Ser
275
Leu
Leu
Val
Glu
Leu
358
Glu
Leu
Lys
Asp
Leu
435
Tyr
Glu
Leu

Glu

Pro
515

Gly Tyr Pro His

Pro

Xaa

Arg

260

Lys

Gly

Glu

Leu

Ala

340

Glu

Met

Ser

Asp

Ser
420

Tyr

Gly

His

Met

Ala

500

Leu

Ser

Xaa
245

Tyr

Leu

Glu

val

Cys

325

Asp

Gly

Arg

Pro

His

405

Arg

Arg

Leu

His

Cys

485

Leu

Pro

Asn

230

Asn

Pro

Ala

Gly

Tyr

310

Gln

His

Met

Leu

Gln

380

Glu

Val

Ser

Gly

Phe

470

Tyr

Glu

Lye

215

Leu

val

Glu

Ile

Tyr

295

Arg

val

Fhe

Asp

Ser

375

Ala

Thr

Ala

Ala

Val

455

Arg

Leu

Met

Tyr

Val

Ser

Thr

Gln

Gly

280

Arg

Lys

Gly

Fhe

Ile
360

Tyr

Trp

Ala

Tyr

Leu

440

val

Arg

Gly

Met

Gln
520

12/22 :°,

Lys
Gln
Ser
Glu
265
Ile
Leu
Leu

Lys

Glu
345

Tyr
Leu
Cys
Leu
Ala

425

Gln
TyT
A}a
Met
Glu

505

Lys

Ser

Phe

Thr

250

Lys

Arg

Ser

Pro

Thr

330

Leu

Ser

Ala

Ala

Lys

410

His

val

Leu

Phe

Ala

490

Lys

Ala

4%

L]

L]
Thr
Asp
235
Ser
Ser
Glu

Cys

Glu
315

Tyr
Ala
Thr
Gln
Val
395
Agn
Thr
Asp

Arg

Gln

47%

Leu

Ala

Leu

[ FE R RTR]

Ala Leu His Met

220

Thr
Ser
Glu
Leu
Leu
300
Ala
Phe
His
val
Asp
380
Gly
Bhe
Leu
Glu
Gln
4690
Ile
His
Ile

Ile

Fro

Ser

Arg

Met

285

Phe

Gln

Glu

Arg

Leu

365

Leu

Asn

Gin

Cys

Arg

445

Glu

Asn

Ala

Phe

Leu
525

Ser

Thr

val

270

Ala

Lys

Fhe

Leu

Leu

350

Tyr

Val

Cys

Arg

Gly

430

Lys

Pro

Leu

Ala

510

Leu

Fro

Ser

255

Leu

Leu

cys

Asn

val

335

Ser

His

Ser

Phe

aAla

415

His

TyT

FPhe

Cysg

Lys

495

Asp

Gly

LA XA
[ X X3
LA R
an B
-k .
LR X R J
LA R 3 J

Gln

Thr

240

Ile

Ser

Leu

Gln

Thr

320

Asn

Pro

Leu

Ile

Ala

400

Val

Asp

Asn

Glu

Ser

480

Arg

Lys

Leu



13/2212°.

* 9
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X RN YY)
LN A J
LA XK ]
aw @
"k »
X TN
LN |

Gln Lys Tyr Pro Asp Ala Leu Asp Glu Leu Glu Arg Leu Lys Glu Ile
530 535 540

Ala Pro His Glu Ser Ser Met Tyr Ala Leu Met Gly Lys Ile Tyr Lys
545 550 555 560

Gln Leu Asn Ile Leu Asp Lys Ala Val Phe Cys Phe Gly Ile Ala Leu
565 570 5785

Asp Leu Lys Pro Pro Ala Ala Asp Val ala Ile Ile Gln Ser Ala Met
c80 585 590

Glu Lys Val His Leu Pro Asp Glu Leu Met Asp Asp Asp Asp Asp Asp
595 600 605

Asp Glu Ile

€10
<210> 7
<211l 2559
«<212> DNA

«213> Saccharum sp.

<220>

<221> misc_feature

<222> (911)..(911)

«223> n & qualquer nucleotideo
<220>

<221> misc_feature

<222> (1327)..(1327)

<223> n é qualguer nucleotideo
<220>

<221> misc_feature

<222> (1792} ..(1792)

<223> n é qualgquer nucleotideo

<400> 7
ggtcgaccca cgegteocgac cggaccctcee cactgetgeg cetgeccgect gogettegge &0



caccgcacaa
gcecgggegga
tgcaccgcaa
atgtgcaatt
ttttgaaagy
tgaacctcett
ttoccaagtgg
tttcagctac
catatgagga
cgactgetet
tcgeccaatga
ctaagcaaat
taagaccaac
ccccatcacce
tceatgetta
tcagggaaat
ccgtgecaagt
atgaagtcat
cagctgatgg
aattggcact
ggctttcttg
cccattntag
attatttgga
atggaatgga
accttgetea
gcaattgcte
tacagcttga
tggaggatta
actacaatgc
ctgagcatca

atcttgggat

cactteccect
gatggaaacce
cgeegtatte
gttagcgace
gaagaagctyg
gcgtgaagea
agcaacagga
agctgaacaa
attgtgtata
acgtctcecag
aaatcgagtt
caaacagctt
tgcattgeat
aactgcagca
nattcaaatt
tgcgagtaaa
taggaaagga
tgatgaaatg
aagatccttt
tggtattagg
cttgtttaag
cactggatgg
agctgatcgt
catctattct
agagcttatt
tgccttgagg
ctcaagattt
tgagaatagt
ctggtatggc
tttcagaagg

ggegttgcat

cgctcectegee
ctaatggtgyg
ctectgegage
tgctaccteco
ccggagteocec
gaagaaactc
cactacctec
tttacacaag
ttaggtattyg
caggaacaca
ctatcatcca
catgctaaca
gtgcagaaca
cagacttcta
caaatacctyg
ctegtecaca
aaaccacggg
tggacagaca
gagcaagata
gagatattgg
tgecatgaag
agcatatgcc
tactttgaat
actgttcttt
tcecattgatce
aaagatcatg
gcatatgcte
atcaaattct
cttggggtgg
gcatttcaga

tctettaaga

14/22:".

L]
L)
LJ

cgeecgeceg
accgegteea
geetetgege
acaacaateca
ggtacttgtt
tatgtccagt
ttggagtgat
cgttgactet
ctgaagatac
catccacgge
gggtctctge
acatagcaga
gttcaacctc
gtatcatgcc
gggtttggag
ccatcaaaat
ctacagaaaa
atatatcagg
aagctgaacg
gacttgtceg
cettggaagt
aggttggtaa
tggcacaccey
atcatctgaa
gactatctcc
agactgettt
acactcetatg
accggtgtge
tgtatcttcg

taaatcctecg

ggaaggagga

cgctegecge
cagcagectc
gcagttccce
gccatatgct
tgctacatca
caatgaacca
ttacaggtgc
agatcctctt
tgatgagtgt
cactctggtg
aaatcttggg
agtatctggce
taatgtagca
accaccactc
ggaatggtac
ggtgttaacc
ttttgatgaa
aacttcatct
aattctgttg
aacactcggt
ctacagaaga
ggpatatttc
actgtegect
tgaggaaatg
tcaagcatgy
gaagaatttt
tggtcatgag
actgecaggta
ccaggaaaag
ctetteotgtt

ggcattggaa

cgeccgecgee
cgcetettea
tccgagacca
gcataccaca
tgctttcgaa
aacatggagd
acaggcagaa
ttatgggcgy
tttagtgaat
aagtcgaact
gatattagtce
tatcctcatg
cagtttgaca
tttaggaatg
aggttattcg
accatacgtt
ggaagtagat
tetgtaagta
caagactcca
gaaggttgta
cteecctgaga
gaattagttyg
tgtacgcttg
agactaagct
tgtacagtgg
caacgttcgg
tattctgeat
gatgaaaggc
tntgagtttg
ctecatgtgct

atgatggaga

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1920



15/2 E:.
:
tgeecaagta
atgagttgga
gaaagattta
tggatttgaa
atetecctga
aacatttact
ttetcaagtg
gttgtagect
aagttgagcg
catccttgte

gtttgtegc

aagctatage agctgataag aagaatccac
taggtcttca gaagtatgaa gaagetctgg
ctcatgagag cagtatgtat gcactgatgy
acaaagctgt tttetgettt ggeattgccec
ctataattaa gteccgcaatg gagaaagtac
tagtaagttcg ctecaagcaca ghtgagaaadg
ttgtgetteg tgttectgge ctgettaggce
taccatcaac catccagttt tgtagattta
cagaagetge agtagtttag gactctgtac
ccattataca gttgtgatat taacaaaaca
ggatgaggat cctgctgatt caageagatt
«210> 8

<211> 697

«212> PRT

<213> Saccharum sp.

<220

«221»> MISC_FEATURE

222> (260} ..{260)

<223> Xaa é qualquer aminodcido
<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (399)..(399)

«<223> Xaa é gualquer aminoacido
<220

<221> MISC FEATURE

<222> {(554)..(554)

<223> Xaa é gualquer aminocacido

tcagaaggcce
gcggctaaag
caagcaactc
accteetget
tgaactgatg
tcgggtecat
gaactcagat
ataatcagag
ttggcaaaat

aaataacgga

ttaatcctte
gagattgcac
aatatecttyg
gctgatcttg
gaggatgacc
gatgctttgce
cttggagctg
aacacatgeg
gacgectgta

aataatcaaa

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2559



<400>

Met

Met

Pro

Asn

Glu

65

Arg

Val

Cys

Thr

Gly

145

Phe

Gly

Ala

Gln

225

Thr

Val

Tyr

Lys

Pro
305

Glu

His

Ser

Gln

50

Ser

Glu

Pro

Thr

Leu

130

Ile

Leu

Ala

Asp

Glu

210

Asn

Ala

Hig

Arg

Met

290

Arg

8

Thx

Leu

Met

val

Arg Asn Ala Val

Glu

35

Prc

Arg

Ala

Ser

Gly

115

Asp

Ala

Gln

Asn

Ile

195

Val

Ser

Ala

Ala

Leu

275

val

Ala

20

Thr

Tyr

Tyr

Glu

Gly

100

Arg

Proc

Glu

Gln

Glu

180

Ser

Ser

Ser

Gln

Xaa

260

Phe

Leu

Thr

Asn

Ala

Leu

Glu

8%

Ala

Ile

Leu

Asp

Glu

165

Asn

Pro

Gly

Thr

Thr

245

Ile

val

Thr

Glu

Val

Ala

Phe

70

Thr

Thr

Ser

Leu

Thr

150

Arg

Lys

Tyr

Ser

230

Ser

Gln

Arg

Thr

Asn
310

Asp

Phe

Gln

Tyr

55

Ala

Leu

Gly

ala

Trp

138

Asp

Thr

Val

Gln

Pro

215

Asn

Ser

Ile

Glu

Ile

285

Phe

Arg

Leu

Leu

40

Hig

Thr

Cys

His

Ala

120

Ala

Glu

Ser

Leu

Ile

200

His

vVal

Ile

Gln

Ile

280

Arg

Asp

16/223:".

Val
Cys
25

Leu
Ile
Ser

Pro

Tyx
105
Ala
Ala
Cys
Thr
Ser
185
Lys
Val
Ala
Met
Ile
265
Ala

Ser

Glu

Glu

Ala

Leu

Cys

Val

90

Leu

Glu

Tyr

Phe

Ala

170

Ser

Gln

Arg

Gln

Pro

250

Pro

Ser

Val

Gly

Ser

Arg

Thr

Lys

Phe

75

ASn

Leu

Gln

Glu

Ser

155

Thr

Arg

Leu

Pro

Phe

235

Pro

Gly

Lys

Gln

Ser
115

[ R AR T N3

Ser

Leu

Gly

60

Arg

Glu

Gly

Phe

Glu

140

Glu

Leu

Val

Thr
220
Asp
Pro
Val
Leu
Val

300

Arg

Leu

Cys

Tyr

45

Lys

Met

Pro

Val

Thr

125

Leu

Ser

val

Ser

Ala

205

Ala

Thr

Leu

Trp

val

285

Arg

Tyr

Arg

Ala

30

Leu

Lys

Asn

Asn

Ile

110

Gln

Cys

Thr

Lys

Ala

190

Asn

Leu

Pro

Phe

Arg
270
His

Lys

Glu

Leu

15

Gln

His

Leu

Leu

Met

9s

Tyr

Ala

Ile

Ala

Ser

175

Asn

Asn

His

Ser

Arg

Glu

Thr

Gly

Val

Phe

Phe

Asn

Pro

Leu

80

Glu

Arg

Leu

Leu

Leu

160

Asn

Leu

Ile

val

Pro

240

Asn

Trp

Ile

Lys

Ile
320



Asp

Thr

Leu

val

His

385

Thr

Asp

Pro

Leu

Ile

465

Ala

Val

Glu

Cys

Gly

545

Fhe

TyYTr

Glu

Lys

Ala

625

Ser

Glu

Ala

Gln

Arg

370

Glu

Gly

Tyr

Cys

Asn

450

Asp

Leu

Gln

Tyr

Ala

530

Val

Arg

Leu

Met

Tyr

610

Leu

Met

Met

Asp

Asp

355

Thr

Ala

Trp

Leu

Thr

435

Glu

Arg

Arg

Leu

Ser

515

Leu

Val

Arg

Gly

Met

595

Gln

Asp

Tyr

Trp

Gly

340

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

420

Leu

Glu

Leu

Lys

Asp

500

Ala

Gln

Tyr

Ala

Met

580

Glu

Lys

Glu

Ala

Thr
325
Arg
Lys
Gly
Glu
Ile
405
Ala
Asp
Met
Ser
Asp
485
Ser
Leu
Val
Leu
Phe
565
Ala
Lys
Ala

Leu

Leu

Asp

Ser

Leu

Glu

Val

390

Cys

Asp

Gly

Arg

Pro

470

His

Arg

Glu

Asp

Arg

550

Gln

Leu

Ala

Leu

Glu

630

Met

Asn

Phe

Ala

Gly

375

Tyr

Gln

Arg

Met

Leu

455

dln

Glu

Phe

Asp

Glu

535

Gln

Ile

Ile
Ile
615

Arg

Gly

Ile

Glu

Leu
360

Cys

Arg

Val

Tyr

Asp

440

Ser

Ala

Thr

Ala

Tyr

520

Arg

Glu

Asn

Ser

Ala

600

Leu

Leu

Lys

17/22%°,

Ser

Gln

345

Gly

Arg

Arg

Gly

Phe

425

Iile

Tyr

Trp

Ala

Tyr
505

Glu

Lys

Pro

Leu

585

Ala

Leu

Lys

Ile

Gly
3390
Asp
Ile
Leu
Leu
Lys
410

Glu

Tyx

Leu

Cys

Leu

490

Ala

Asn

Tyr

Xaa

Arg

570

Lys

Asp

Gly

Glu

Tyr

e
L]

Thr

Lys

Arg

Ser

Pro

3985

Ala

Leu

Ser

Ala’

Ala

475

Lys

His

Ser

Asn

Glu
555

‘Ber

Arg

Lys

Leu

Ile

€35

Lys

svéoan
LA R &

-

188

LL RN
*Pe R
LR A

Ser Ser Ser Val Ser

Ala

Glu

Cys

380

Glu

Tyr

Ala

Thr

Gln

460

Val

Asn

Thr

Ile

Ala

540

Phe

Ser

Lys

Lys

Gln

620

Ala

Gln

Glu

1le

365

Leu

Thr

Phe

His

val

445

Glu

Gly

Phe

Leu

Lys

525

Trp

Ala

Val

Glu

Aan

605

Lys

Pro

Leu

Arg

as50

Leu

Phe

His

Glu

Arg

430

Leu

Leu

Aan

Gln

Cys

510

Phe

Tyr

Glu

Leu

Glu

590

Pro

Tyr

His

Asn

33s

Ile

Gly

Lys

Xaa

Leu

415

Leu

Tyr

Ile

Cys

Arg
495

Gly

Tyr

Gly

His

Met

575

Ala

Leu

Gln

Glu

Ile

Leu

Leu

CyE

Ser

400

Val

Ser

Hig

Ser

Phe

480

Ser

His

Arg

Leu

His

560

cys

Leu

Pro

Glu

Ser

640

Leu

*e 4
[ ]



645

18/223°,

€50

Asp Lys Ala Val Phe Cys Phe Gly Ile Ala Leu

660

665

Ala Ala Asp Leu Ala Ile Ile Lys Ser Ala Met

675

680

Pro Asp Glu Leu Met Glu Asp Asp Leu

690

<210> 9

<211>
<212>

<213>

<400> 9
acagcttgac

ggaggattat
ctacaatgct
tgagcatcat
tcttgggatyg
agctatagca
aggactaatg
tcatgagagt
caaagctgtt

tataattaag

<210> 10
<211l>
<212>

<213>

<400> 10

-8s
DNA

Zea mays

tcaagatttg
gagadatagta
tggtatggece
ttcagaaggy
gececttgeatt
gctgataaga
aagtatgaag
agtatgtatg
ttetgetteg

tcecgeaatgg

192
PRT

Zea mays

695

catatgctca
tcaaattcta
ttaggatggt
catttcagat
ctcttaagag
agaatccact
aagctctgga
cactgatggg
gcattgcecot

agaaagtacc

cactctatgt
cagatgtgca
gtatcttege
aaatcctege
gaatgaagag
gcccaagtat
tgagtﬁggag
aaagatttac
ggatttgaaa

teggocgega

LX)
e
-
»
L I X
L
sRkandd

655

Asp Leu Lys Pro Pro
670

Glu Lys Val His Leu

685

ggtcatgagt
ctgcaggtag
caggaaaagt
tettctagtte
gcactggaaa
cagaagtcct
cggctaaagy
aagcaactca
cgacctgcty

ccacge

attctgcact
atgaaaggca
ttgagtttge
tcatgtgeta
tgatggagaa
taattcttct
agattgcacc
atattcttga

ctgatcttge

Gln Leu Asp Ser Arg Phe Ala Tyr Ala Eis Thr Leu Cys Gly His Glu

1

5

10

i5

L B
[ ]

60

12¢

180

240

300

360

420

480

540

586



Tyr Ser Ala

Leu Glu As
20

Ala Leu Gln Val jpsp Gl

35

Val val

50

Arg Arg Ala
65

Leu Gly Met

Met Met

Tyr Gln Lys
115

Leu Asp Glu
130

Met Tyr Ala
145

Lys Ala Val

Ala Asp Leu

<210> 11
211>
<212>

213>

<400 11
ctccacaaca

Glu Lys

Leu Arg Gl
Phe Gln 11
70

Ala Leu Hi
85

aAla Il
100

Ser Leu Il

p Tyr Glu

u Arg His
40

n Glu Lys
B5

e Asn Pro

8 Ser Leu

e Ala Ala

e Leu Leu
120

Leu Glu Arg Leu Lys

Leu Met Gl
15

Phe Cys Ph

165
Ala Ile Il
180

344

DNA

ateagecata

tceeggtact. tgtttgctac

acteotatgtc
cteccttggag
caagcgttga

attgctgaag

«210> 12

cagtcaatga
tgatttacag
ctectagatcce

ataccgatga

135

y Lys Ile

0

e Gly Ile

e Lys Ser

Sorghum bicolor

tgctgeatac
atcatgtttt
accaaacatyg
gtgcacaggce
tcctttatgg

gtgttttagt

18/22:"°,

—
=
l1:]

Asn Ser
25

Tyr Asn Ala
Phe Glu Phe

Arg Ser Ser
75

Lys Arg Asn
80

Agp Lys
105

Lye

Gly Leu Met

Glu Ile Ala

Gln

Tyr Lys
: 155

Ala Leu Asp
170

Ala Met Glu
185

cacattttga

gaggttccaa
agaatttcag
écggcatatg

gaategactg

L2 L

LE R X ]

L

a8 &4
-

Lys Phe Tyr
g

Trp Tyx Gly
45

Ala Glu His
&0

val Leu Met

Glu Glu Ala

Asn Pro Leu
110

Tyr Glu
125

Lys

Pro His Glu

140

Leu Asn Ile

Pro

Leu Lys

Pro
120

Lys Val

aagggaagaa

gtggageaac
ctgcagetga
aggaattgtg

ctet

LR X 2]
rean
LR R J
L L

L

Arg Cys
Leu Gly
Phe

His

Tyr
80

Cys

Leu Glu
a5

Pro Lys

Glu ala

Ser Ser

Leu Asp
160

Pro Ala
175

Arg Pro

gatgecggag

agcagaagaa

aggacactac
acaatttaca

tatattaggt

A
L2 2 2]

60
120
180
240
300

344



- & * =
20/225.. E :.: ..o t: :.:zo.t::
» y ® » s % sas & 8 = 8 &
- " & » ¥ ® ® * & 5 5 = % &
. M - . 40 . w ' .
«211> 114
212> PRT
<213> Scorghum bicolor
<400> 12
Leu His Asn Asn Gln Pro Tyr Ala Ala Tyr His Ile Leu Lys Gly Lys
1 5 10 15
Lys Met Pro Glu Ser Arg Tyr Leu Phe Ala Thr Ser Cys Phe Rrg Met
20 25 30
Asn Leu Leu Arg Glu Ala Glu Glu Thr Leu Cys Pro Val Asn Glu Pro
35 40 45
Asn Met Glu Val Pro Ser Gly Ala Thr Gly Hig Tyr Leu Leu Gly Val
50 55 60
Ile Tyr Arg Cys Thr Gly Arg Ile Ser Ala Ala Ala Glu Gln Phe Thr
65 70 75 80
Gln ala Leu Thr.Leu Asp Pro Leu Leu Trp Ala Ala Tyr Glu Glu Leu
85 _ 20 95
Cys Ile Leu Gly Ile Ala Glu Asp Thr Asp Glu Cye Phe Ser Glu Ser
100 105 110
Thr Ala
«210> 13
<211l> 715
«212= DNA
<213> Triticum aestivum
<220>
<221> misc_feature
«222> (26)..(26)
<223> n & qualgquer nucleotideo
<400> 13
acccacgegt ccgracgaat attotngcat tggaggatta cgagaacagt gttaaattct 60

accgatgtge acttcaggta gatgaaagge actacaatgc ctggtatggg cttggagtag 120

tttaccttcy ccaggaaaag tttgagtttg ctgagcatca ttttagaagg gcatttcaga 180



taaatceccyg
gagatgagga
tteectaagta
atgagttgga
dcaagatata
ttgatttgaa
accttecaga
agaaatggac

atgtgetttc

<210> 14

<211> 18

<212>

<213>

<400> 14

Ala Leu Glu
1
Val

Gln Asp

Leu Arg

35

Tyr

Phe Gln

50

Ala

Met Ala Leu

65
Ala

Glu Lys

Lys Ala Leu

Glu
1i5

Glu Leu

Leu Met

130

Ala

Val Phe

145

Cys

ctecttetgtt
tgcattggag
tcagaaggct
acggctaaqy
caagcaactc
acctceeget
tgaactgatyg
atttattcag

ggagaggaac

1

PRT

Asp Tyr

Glu
2¢

Arg
Gln Glu
Ile Asn
Ala

His

Fhe
85

Ile

Ile
100

Leu

Arg Leu

Gly Lys

Phe Gly

Glu

His

Lys

Pro

Leu

70

Ser

Val

Arg

Ile

Val

cttatgtget
atgatagaga
ttaattctgg
gagattgcac
aatattetcg
geeogaccttg
gaggatgatyg
atctatgagt

tcagaggttyg

Triticum aestiwvum

Asn Ser

Asn

Tyr

Glu
40

Phe

Arg Ser

55

Lys Arg

Asp Lys
Leu

Gly

Ile
120

Glu

Tyr
135

Lys

Ala Leu

150

21/22:°,

atcttgggat
aagccatatt
taggccttca
ctcatgagag
acaaggctgt
ctataatcaa
acctgtaagt
ttctgettgt

aaggaagcaa

Val Lys Phe

10

Ala
25

Trp

Phe Ala

Ser val Leu

Agp Glu Asp

75
Asn Pro
ap

Lys

Gln
105

Lys

Ala Pro

Gln Leu

Leu Lys

155

Asp

ggccttacat
ttectgataag
aaaatatcag
tagtatgtat
attttgettt
gtctgcaatg
tcactttaaa
gcttccgagt

gcacateatg

Arg
Leu
30
His
45

Met
60

Cys
Ala Leu
Pro

Leu

Glu

Cys

Gly

Phe

Tyr

Glu

Lys

Ala

gctctaaaga
aagaatccac
gaggctctgg
gcacttatgg
ggegttgeec
gagaaagtac
gcacaaactg
catggcectga

cggaa

Ala Leu

15

Val val

Arg Arg
Leu

Gly

Met
80

Met

Tyr Gln

95

Leu Asp

110

Ser
125

Leu

Pro

Ser

Asp

Ala

Met Tyr

Lys Ala

Ala Asp

160

300

360

420

480

540

600

660

715
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Leu Ala Ile Ile Lys Ser Ala Met Glu Lys Val His Leu Prc Asp Glu

165 170 175

TLeu Met Glu Asp Asp
180
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NOTA

£

"ID DE PLANTA
TRANGENICA (TG)

No DE FOLHAS

CONTROLE

12113

LERE L E X ]
& »
LJ

ases
-
LE LT
- L]
LI
LI N 3
L] .
akasme
sans
-
LYY
LE R} ]
.
agan
L ]
-
L3
anae

11/2



3/11

SERBED
L]
LE 2 3 ]
LA R T ]
-

as &0
-

[ R EZ LR J

LA X 3]

abdduww

COMPRIMENTC DA FOLHA - 6 FOLHAS

£ —m—13
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—%—25
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45 55 61 68 74 82
N2 DE DIAS DEPOIS DE DISSEMINAR/
SEMEAR
COMPRIMENTO DA FOLHA - 7 FOLHAS
1600T
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FOLHA €

45 55 61 68 74

NC¢ DE DIAS DEPOIS DE DISSEMINAR/
SEMEAR
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L XY N )
csonns
LR & 3 ]
aa L]

SEQ ID NO 1 cDNA Arabidopsis thaliana cdc27Al

ATGATGGAGANTCTACTGGCGAAT TGTGTCCAGARARRCCTTAACCATTTTAT GTTCACCAR
TGCTATCTTCCTTTGCGARCTTCTTCTCGCCCAATTTCCATCTGAGGTGAACCTGCAARTTGT
TAGCCAGGTGTTACTTGAGTARCAGTCAAGCTTATAGTGCATATTATATCCTTAAAGGTTCA
ABARCGCCTCAGTCTCGGTATTTATTITGCATTCTCATGCTTTAAGTTGGATCTTCTTGGAGA
GGCTGRAGCTGCATTGTTGCCCTGTGARGATTATGCTGRAGARAGTTCCTGGTGGTGCAGCTG
GGCATTATCTTCTTGGTCTTATATATAGATATTCTGGGAGGARGAACTGTTCAATACAACAG
TTTAGGATGGCATTGTCATTTGATCCATTGTGTTGGGAAGCATATGGAGAACTTTGTAGTTT
AGGTGCCGCTGAAGAAGCCTCRACAGTTTTCGGGRATGTTGCTTCCCAGCGTCTTARRACTT
GTGTAGAACAAAGAATAAGCTTCTCAGAAGGAGCARCCATAGACCAGATTACAGATTCTGAT
AAGGCCTTAARAAGATACAGGTTTATCGCAAACAGAACACATTCCAGGAGRGARCCARACRAGA
TCTGARARATTATGCAGCAGCCTGGAGATATTCCACCARATACTGACAGGCAACTTAGTACAA
ACGGATGGGACTTGARACACACCTTCTCCAGTGCTTTTACAGGTAATGGATGCTCCACCGCLT
CTGCTTCTTAAGAATATGCGTCGTCCAGCAGT GGARGGATCTTTGATGTCTGTACATGGAGT
GCGTGTGCGTCGARGAARCTTTTTTAGTGAAGAATTGTCAGCAGAGGCTCARGAAGAATCTG
GGCGCCGCCGTAGTGCTAGARTACCAGCARGGARRBAGAATCCTATGTCGCAGTCATTTGGA
AAAGATTCCCATTGGTTACATCTTTCACCTTCCGAGTCAAACTATGCACCTTCTCTTTCCTC
GATGATTGGAAAATGCAGARATCCARRGCAGCARAGARGCGATTCCTGATACCGTTACTCTAA
ATGATCCAGCARCGACGTCAGGCCAGTCTGTAAGTGACACTGGAAGCTCTGTTGATGATGAG
GARBRAGTCARATCCTAGTGAATCTTCCCCGGATCGTTTCAGCCTTAT TTCTGGAATTTCAGA
AGTGCTAGGCATTCTGAARATTCTTGGAGAT GGCCACAGGCATTTACATATGTACAAGTGTC
AGGAAGCTTTGTTGGCATATCARAAGCTATCTCAGAAACAATACAATACACACTGGGTTCTC
ATGCAGGTTGGAARAGCATATTT TGAGCTACAAGACTACTTCAACGCTGACTCTTCCTTITAC
TCTTGCTCATCARAAGTATCCTTATGCTTTGGAAGGAATGGATACATACTCCACTGTTCTTT
ATCACCTGARRGAAGAGATGAGGTTGGGCTATCTGGCTCAGGAACTGATTTCAGTTGATCGC
CTGTCTCCAGAATCCTGGTGTGCAGTTGGGARCTGTTACAGTTTGCGTAAGGATCATGATAC
TGCTCTCAAAATGTTTCAGRGAGCTATCCAACTGAATGRAARAGATTCACATATGCACATACCC
TTTGTGGCCACGAGTTTGCCGCATTGGAAGAATTCGRAGGATGCAGAGAGATGCTACCGGAAG
GCTCTGGGCATAGATACGAGACACTATAATGCATGGTACGGTCTTGGAATGACCTATCTTLG
TCAGGAGAARTTCGAGTTTGCGCAGCATCAATTTCAACTGGCTCTCCARATARATCCARGAT
CTTCAGTCATCATGTGTTACTATGGAATTGCT TTGCATGAGTCARAGAGAAACGATGAGGCG
TTGATGATGATGGAGAAGGCTGTACTCACTGATGCARAGAATCCGCTCCCCAAGTACTACAA
GGCTCACATATTAACCAGCCTRGGTGATTATCACAARGCACAGAAAGTTTTAGAAGRGCTCA
AAGAATGTGCTCCTCAAGARAGCAGTGTCCATGCATCGCTTGGCARAATATRCARTCAGCTA
ARGCAATACGACAAAGCCGTGTTACATTTCGGCATTGCTTTGGATTTAAGCCCTTCTCCATC
TGATGCTGTCEAGATARAGGCTTACATGGAGAGGTTGATACTACCAGACGAGCTGGTGACGG
AGGAARATTTGTAGATTTATTGTGCAGGTARTACACCAGATTATGTTTCTCATATARCCCRA
AGTCATCTGTAATTTTTCTCATCTTTAGATCAGTCTTGTGGACTAACCCTARRACARARLTG
ATTATATAAACTTAGAGGGTAATATTACAGAAAATTGTATAGAGTTGGGTTTGAATTTTCAT
TTCTTTTCCAAGT TGGAACTTTTGTTCARRAAAARARARAAAAAAAAARRADBADARAARRRLA
ARARRARMRARAMARRA
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SEQ ID NO 2 DE PROTEINA ARABIDOPSIS THALIANA CDC27Al

MMENLLRNCVQKNLNHFMFTNAIFLCELLLAQFPSEVNLQLLRRCYLSNSQAYSAYYILKGS
KTPOQSRYLFAFSCFKLDLLGEAEAALLPCEDYAEEVPGGAAGHYLLGLIYRYSGREKNCSIQO
FRMALSFDPLCWEAYGELCSLGAAEEASTVFGNVASQRLOKTCVEQRISFSEGATIDQITDS
DKALKDTGLSQTEHIPGENQODLKIMQQPGDI PPNTDROLSTNGWDLNT PSPVLLQVMDALP
PLLLKNMRRPAVEGSLMSVHGVRVRRRNEFSEELSAEAQEESGRRRSARIARRKKNPMSQSE
GKDSHWLHLSPSESNYAPSLSSMIGKCRIQSSKEVIPDTVTLNDPATTSGQSVSDIGSSVED
EEKSNPSESSPDRFSLISGISEVLSLLKILGDGHRHLHMYKCQOEALLAYQKLSQKQYNTHWY
LMOVGRAYFELQDYFNADSSPTLAROKYPYALEGMDTYSTVLYHLKEEMRLGYLAQELISVD
RLSPESWCAVGNCYSTRKDHDTALKMFQRATQOLNERFTYAHTLCGHEFRALEEFEDAERCYR
KALGIDTRHYNAWYGLGMTYLROEKFEFAQHQFQLATLOINPRSSVIMCYYGIALHESKRNDE
ALMMMEKAVLTDAKNPLPKYYKAHILTSLGDYHKAQKVLEELKECAPQESSVHASLGKIYNQ
LEKQYDKAVLHFGIALDLSPSPSDAVKIKAYMERLILPDELVTEENL

SEQ ID NO 3:: cDNA DE CDC27A2 DE ARABIDOPSIS THALIANA

atgatggagaatctactggcgaattgtgtcecagaaaaaccttaaccattittatgttcaccaa
tgctatcttcctttgegaacttcttctegeccaattteccatctgaggigaacctgecaattgt
tagccaggtgttacttgagtaacagtcaagcttatagtgcatattatatccttaaaggttca
aaaacgcctecagtcteggtatttatttgeattctcatgetttaagttggatctticttggaga
ggctgaagctgcattgtigcecctgtgaagattatgectgaagaagttcctggtagtgecagetyg
ggcattatcttettggtcttatatatagatattctgggaggaagaactgttcaatacaacag
tttaggatggcattgtcatttgatccattgtgttgggaagcatatggagaacttigtagtet
aggtgcegetgaagaagectcaacagttitcgaggaatgttgettcccagegtcttaaaactt
gtgtagaacaaagaataagcttctcagaaggagcaaccatagaccagattacagattctgat
aaggccttaaaagatacaggtttatcgcaaacagaacacattccaggagagaaccaacaaga
tctgaaaattatgcagecagectggagatattceccaccaaatactgacaggcaacttagtacaa
acggatgggacttgaacacaccttcteccagtgettttacaggtaatggatgetecaccgect
ctgcttcttaagaatatgecgtecgtccageagtggaaggatectttgatgtetgtacatggagt
gcgtgtgcgtcecgaagaaacttttttagtgaagaattgtcageagaggctcaagaagaatctg
ggcgecgocgtagtgetagaatagcagcaaggaaaaagaatectatgtegecagtecatttgga
aaagattcccattggttacatctttecaccttcecgagtcaaactatgecaccttctetttecte
gatgattggaaaatgcagaatccaaagcagcaaagaagcaacgacgtcaggeccagtctgtaa
gtgacactggaagctctgttgatgatgaggaaaagtcaaatectagtgaatcttecceggat
cgtttcagcecttatttctggaatticagaagtgctaagecattctgaaaattecttggagatgyg
ccacaggcatttacatatgtacaagtgtcaggaagetttgttggcatatcaaaagetatcte
agaaacaatacaatacacactgggttcectcatgcaggttggaaaagcatattttgagetacaa
gactacttcaacgctgactecttcecetttactcttgetecatcaaaagtatecttatgetitgga
aggaatggatacatactccactgtictttatcacctgaaagaagagatgaggttigggetatc
tggctcaggaactgatttcagttgatecgeetgtctececagaatecctggtgtgecagtitgggaac
tgttacagtttgegtaaggatcatgatactgotctcaaaatgtttcagagagetatecaact
gaatgaaagattcacatatgcacatacccttigtyggeccacgagtttgocegeattggaagaat
tcgaggatgcagagagatgcetaceggaaggetetgggeatagatacgagacactataatgea
tggtacggtcttggaatgacctatctticgtcaggagaaattegagttitgegcagecatcaatt
tcaactggectcteccaaataaatccaagatcttcagtcatecatgtgttactatggaattgett
tgcatgagtcaaagagaaacgatgaggcgttgatgatgatggagaaggetgtactcactgat
gcaaagaatccgetececcaagtactacaaggectcacatattaaccagectaggtgattatca
caaagcacagaaagttttagaagagctcaaagaatgtgctecctcaagaaagcagtgtccatg

FIGURA:6 (CONTINUACAO)
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catcgecttggcaaaatatacaatcagctaaagcaatacgacaaageegtgttacatttegge
attgetttggatttaageccctticteccatctgatgectgtcaagataaaggcttacatggagayg
gttgatactaccagacgagctggtgacggaggaaaattigtagatttattgtgecaggtaata
caccagattatgtttcicatataacccaaagtcatctgtaatttttctcatetttagatecag
tettgtggactaaccctaanaacaaaactgattatataaacttagagggtaatattacagaaa
attgtatagagttgggtttgaattttcatttcttttccaagttggaacttitgticaaaaaa
438384224323A33283A33222333333343a82a33a3aaaaaaaa

SEQ ID NO 4: PROTEINA DE ARABIDOPSIS THALIANA

MMENLLANCVOKNLNHFMEFTNAI FLCELLLAQFPSEVNLQLLARCYLSNSQAYSAYYTLKGS
KTPOSRYLFAFSCFKLDLLGEAEAARLLPCEDYAEEVEGGRAGHYLLGLIYRYSGRKNCSIQQ
FRMALSFDPLCWEAYGELCSLGAAREASTVFGNVASQRLKTCVEQRISESEGATIDOITDSD
KALKDTGLSQTEHIPGENQQDLKIMOQPGDIPPNTDROLSTNGWDLNTPSPVLLOVMDAPPP
LLLKNMRRPAVEGSLMSVHGVRVRRRNFFSEELSAERQEESGRRRSARTAARKKNEMSQSEG
KDSHWLHLSPSESNYAPSLSSMIGKCRIQSSKEATTSGOSVSDTGESVDDEEKSNPSESSED
RFSLISGISEVLSILKILGODGHRHLHMYKCQEALLAYQKLSQKQYNTHWVLMOVGKAYFELQ
DYFPNADSSETLAHQKYPYARLEGMDTYSTVLYHLKEEMRLGYLAQELISVDRLSPESWCAVGN
CYSLRKDHDTALKMFORAIQLNERFTYARTLCGHEFAALEEFEDAERCYRKALGIDTRRYNA
WYGLGMTYLROEKFEFAQHQFQLALQINPRSSVIMCYYGIALHESKRNDEALMMMEKAVLTD
AKNPLPKYYKAHILTSLGDYHKAQKVLEELKECAPQESSVREASLGKIYNQLKGYDKAVLAFG
IALDLSPSPSDAVKIKAYMERLILPDELVTEENL

SEQ IDNO 5: cDNA PARCIAL DE CDC27 DE ORYZA SATIVA

atggaaaccctaatggtggaccgegtceccacggcagecteocgectecttcatgcaccgcaacgo
cgtcttectetgegagegectetygegeecagticececcgeocgagacaaatgtecagttgetag
caacttgctaccttcacaacaaccagceccatatgetgcataccacatcttgaaaggaaagaag
ctgccagagtcceggtacttgtttgetatgtcatgettececgaatgaacctettacgggaagce
tgaagaagccttgtgtcetgtcaatgaaccaaatattgaggttecaagtggtgcaacaggyce
actaccttcttggagtaatttacaggtacactggecagagtggaagetgecagetgageaattt
gtacaagctctgactcttgatcectcttectatgggecageatacgaggaattgtgecatactagy
tgttgctgaagatgcaaatgaatgtttcagtgaagcaacagetctacgtecttcagcaggaac
tcacatccacatcaaatgtggaaaagtcaaactttgttaatgaaaatcggtttctatettce
aatgtgtcagcaagttttggtgatagtectaagcaaatiaaacagetgeatgctaacaccac
tgcagaagtatctggttatcetecatgtaaagtcaactgeattgecatatgecagaacggtgeac
catctaatttatcacagtttgacactceategeccaactticaacgecagnnnnataatgtaact
tcaacttcgltcttctacaagtatagttgatggaagatatceccgagcaagagaaatctgaacy
agttctgtcacaggactccaaattagctattggtatcagggagectaatggecactctigegga
cactaggggaagggtataggetticttgettgtttaagtgtcaggaageattggaagtatat
agaaagctcccagaggecacaatttaatactggatgggttcetttgecaggttgggaagacata
- ttttgaactcgtcaattatitagaagccgatcatttttttgagttagegecategactatcac

catgcacgttggagggaatggacatttactccactgttctttatcatttgaatgaggaaaty

cggctaagttaccttgctcaagatettgtttctattgatcgactatctceccaageatggtg
tgctgtgggaaattgetttgecttgaggaaagatcatgagactgecttgaagaattttcaac
gtgctgtacagcttgactcaagagttgcatacgetcacacgctatgeggtcacgatataaaa
ctataccgatctgcacttcaggtagatgaaagacactacaatgcctggtatggecttggagt
ggtgtaccttcgeccaggaaaagtttgagtttgetgageatecatttcagaagggeattcecaga

FIGURA:6 (CONTINUACKO)
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taaatccttgectettctgitettatgtgectatecttgggatggecttgeatgetitaaagagg
aatgaggaagccttggaaatgatggagaaggetatatttgetgataagaagaatccactece
caagtatcaaaaggctttaateccttctaggectacaaaaataccctgatgetetggatgagt
tggaacggctaaaggaaattgeacctcatgaaagtagtatgtatgecactgatgggaaagatt
tacaagcaacttaacattcttgacaaggctgtattttgetttggecattgeecctggatitgaa
acctcctgetgetgacgttgetataatacaatctgocaatggagaaagtacaccttccagatg
aacttatggatgatgatgatgatgatgatgagatttaagctcactccgaagaacagagggga
ggaaccaacattgattggecatgectgtgettyg

SEQ IDNO 6: PROTEINA PARCIAL CDC27 DE ORYZA SATIVA CDC27

METLMVDRVHGSLRLEMHRNAVEFLCERLCAQFPRETNVOLLATCYLHNNQPYARYHITLKGKK
LPESRYLFAMSCFRMNLLREAEEALCEVNEPNIEVESGATGHYLLGVIYRYTGRVEAAAEQE
VOALTLDPLLWAAYEELCILGVAEDANECFSEATALRLOQELTSTSNVEKSNEVNENRFLSS
NVSASFGDSPRKQIKQLHANTTAEVSGY PHVKSTALAMONGAPSNLSQFDTPSPTSTQXXNVT
STSS5TSIVDGRY PEQEKSERVLSODSKLAIGIRELMALLRTLGEGYRLSCLEFKCQEARLEVY
RKLPEAQENTGHVLCOVGKTYFELVNYLEADH FFELAHRLSPCTLEGMDIY STVLYHLNEEM
RLSYLAQDLVESIDRLSPOARCAVGNCFALRKDHETALKNEFQRAVOLDSRVAYRHTLCGHDIK
LYRSALQVDERHYNAWYGLGVVYLROEKFEFAEHHFRRAFQINPCSSVLMCY LGMALHALKR
NEBALEMMEKAI FADKKNPLPKYQKALILLGLOKYPDALDELERLKEIAPHESSMYALMGKT
YKOLNILDKAVECFGIALDLKPPAADVAIIQSAMEKVHLPDELMDDDDDDDET

SEY ID NO 7: SEQUENCIA PARCIAL DE NUCLEOTIDEOS DE CDC27
DE SACCHARUM SP
ggtcgacccacgcgtccgaccggaccctcccactgctgcgcctgccgcctgcgcttcggcca
ccgcacaacacttcecectegetetecgecegeecgeccgegetegocgecgoocgoegoegecd
ggcggagatggaaaccctaatggtggaccacgteccacagcagectecgectettcatgeacce
gcaacgccgtattcctotgegagegectetgcgegecagtteccetcecgagaccaatgtgeaa
ttgttagegacctgetacctecacaacaatcagecatatgetgecataccacattttgaaagg
gaagaagctgccggagtcececggtacttgtttgetacatcatgetttecgaatgaacctettge
gtgaagcagaagaaactctatgtccagtcaatgaaccaaacatggaggtticcaagtggagea
acaggacactacctccttggagtgatttacaggtgcacaggeagaatttcagetgcagectga
acaatttacacaagcgttgactectagatectettttatgaggeggeatatgaggaattgtgta
tattaggtattgctgaagatactgatgagtgttitagtgaatcgactgectectacgtctceag
caggaacacacatccacggccactetggtgaagtcgaacttcgecaatgaaaatcgagttet
atcatccagggtctectgcaaatcttggggatattagtectaagecaaatcaaacagetteatg
ctaacaacatagcagaagtatctggctatectcatgtaagaccaactgcattgeatgtgeag
aacagttcaacctctaatgtagcacagtttgacaccccatcaccaactgeageacagactte
tagtatcatgccaccaccactetttaggaatgtccatgettanattcaaattcaaatacctyg
gggtttggagggaatggtacaggttattcgtcagggaaattgcgagtaaactegtecacace

atcaaaatggtgtiaaccaccatacgttccgtgcaagttaggaaaggaaaaccacgggctac

agaaamattttgatgaaggaagtagatatgaagtcattgatgaaatgtggacagacaatatat
caggaacticatcttctigtaagtacagectgatggaagatccttigagcaagataaagctgaa
cgaattctgttgceaagactccaaattggecacttggtattagggagatattgggacttigtecg
dacactcggtgaaggttgtaggetttettgettgtttaagtgecatgaagectiggaagtet
acagaagactccctgagacccattntagcactggatggageatatgccaggttggtaaggea
tatttcgaattagttgattatttggaagetgategttactittgaattggeacaccgactygtc

FIGURA:6 (CONTINUACAQ)
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geettgtacgettgatygaatggacatetattetactgttetttatcatctgaatgaggasa
tgagactaagctaccttgctcaagagettattteccattgatecgactatctectcaageatgg
tgtgcagtgggcaattgectitgecttgaggaaagatcatgagactgetttgaagaattttca
acgttcggtacagcttgactcaagatttgecatatgetcacactetatgeggtcatgagtatt
ctgcattggaggattatgagaatagtatcaaattctaccggtgtgcactgecaggtagatgaa
aggcactacaatgecectggtatggccttggggtggtgtatcttegeccaggaaaagtntgagtt
tgctgagcatcatticagaagggeatttcagataaatectegetecttoctgttetecatgtget
atcttgggatggcgtigeattctcttaagaggaaggaggaggecatiggaaatgatyggagaaa
gctatagcagctgataagaagaatcecactgeoccaagtatcagaagygccttaatecttctagg
tctteagaagtatcaagaagetetggatgagttggageggctaaaggagatigcaccteatg
agagcagtatgtatgcactgatgggaaagattlacaagcaactcaatatccttgacaaagel
gitttctactttggecattgcectggatttgaaacectectgetgectgatctitgetataattaa
gtccgcaatggagaaagtacatcteoecctgatgaactgatggaggatgacetgtaagticget
caagcacagtgagaaaggaacatttacttcgggtccatgatgetitgettgtgettegigtt
cctggectgettaggetictcaagtggaactecagatettggagectgtaccatcaaccatcca
gttttgtagatttagttgtagecctataatcagagaacacatgecgecagaagetgecagtagttt
aggactctgtacaagttgagegitggeaaaatgacgectgtaccattatacagttgtgatat
taacaasacacatcctigtcaaataacggaaataatcaaaggatgaggatcctgetgatica
agcagattgtttgtcge

SEQ ID NC 8: SEQUENCIA PARCIAI DE PROTEINA CDC27 DE
SACCHARUM SP

METLMVDRVHSSLRLEMHRNAVELCERLCAQFPSETNVQLLATCYLHNNOPYARYRTLKGKK
LPESRYLFATSCFRMNLLREAEETLCPVNEPNMEVPSGATGHYLLGVIYRCTGRISARAEQFE
TQALTLDPLLWAAYEELCILGIAEDTDECESESTALRLOQEHTSTATLVKSNEANENRVLSS
RVSANLGDISPRKQIKQLHANNIAEVSGY PHVRPTALHVQNSST SNVAQFDTPSPTAAQTSST
MPPPLERNVHAXKIQIQIPGVWREWYRLEVRETASKLVHT IKMVLITIRSVOVRKGKPRATEN
FDEGSRYEVIDEMWTDONISGTSSSVSTADGRSFEQDKAERILLODSKLALGIREILGLVRTL
GEGCRLSCLFKCHEBRLEVYRRLPETHXSTGWSICQVGKAYFELVDYLEADRYFELAHRLSPC
TLDGMDIYSTVLYHLNEEMRLSYLAQELISIDRLS POARCAVGNC FALRKDHETALKNFORS
VOLDSRFAYAHTLCGHEYSALEDYENSIKFYRCALOVDERHYNAWYGLGVVYLROEKXEFAE
HHFRRAFQINPRSSVLMCYLGMALHSLKRKEEALEMMEKATAADKKNPLPKYQKALILLGLQ
KYQEALDELERLKEIAPHESSMYALMGKIYKQLNILDKAVFCFGIALDLKPPAADLATIKSA
MEKVHLPDELMEDDL*

SEQ ID NO 9: NUCLEOTIDEOS DA EST DE ZEA MAYS

ACAGCTTGACTCARGATTTGCATATGCTCACACTCTATGTGGTCATGAGTATTCTGCACTGE
BGGATTATGAGARTAGTATCARATTCTACAGATGTGCACTGCAGGTAGATGAAAGGCACTAC
AATGCTTGGTATGGCCTTGGGGTGGTGTATCTTCGCCAGGARARGT TTGAGTTTGCTGAGCA

GCTGATAARGARGAATCCACTGCCCAAGTATCAGAAGTCCTTAATTCTTCTAGGACTAATGAA
GTATGAAGAAGCTCTGGATGAGT TGGAGCGGCTARAGGAGAT TGCACCTCATGAGAGTAGTA
TGTATGCACTGATGGGARAGATTTACAAGCABCTCAATATTCTTGACARAGCTGTTTTCTGC
TTCGGCATTGCCCTGGATTTGAAACCACCTGCTGCTGATCTTGCTATAATTARGTCCGCAAT
GGRGRAAGTACCTCGGCCGCGACCACGE '

FIGURA:§ (CONTINUACAO)
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SEQ ID NO 10: PROTEINA DE TRADUCAO DE EST DE ZEA MAYS

QLDSRFAYARHTLCGHEYSALEDYENSIKFYRCALOVDERHYNAWYGLGVVYLRQEKFEFAEH
HFRRAFQINPRSSVLMCYLGMALHSLKRNEEALEMMEKATAADKKNPLPKYQKSLILLGLMK
YEEALDELERLKEIAPHESSMYALMGKIYKQLNILDKAVFCFGIALDLKPPAADLATIIKSAM
EKVPRP

SEQ ID NO 11: NUCLEOTIDEOS DE EST BF657465 DE SORGHUM
BICOLOR o

CTCCACAACAATCAGCCATATGCTGCATACCACAT TTTGAAAGGGARGARGATGCCGGAGTT
CCGGTACTTGTTTGCTACATCATGTTTTCGAATGARCCTCTTGCGTGAAGCAGARGARACTC
TATGTCCAGTCAATGARCCARACATGGAGGTTCCAAGTGGAGCAACAGGACACTACCTCCTT
GGAGTGATTTACAGGTGCACRGGCAGAATTTCAGCTGCAGCTGAACAATTTACACARGCGTT
GACTCTAGATCCTCTTTITATGGGCGGCATATGAGGAATTGTGTATATTAGGTATTGCTGAAG
ATACCGATGAGTGTITTAGTGARTCGACTGCTCT

SEQ ID NO 12: TRADUCAQ DE PROTEINA DE EST BF657465 DE
SORGHUM BICOLOR ’ '

LHNNQPYAAYHILKGKKMPESRYLFAT SCERMNLLREAREETLCPVNEPNMEVPSGATGHYLL
GVIYRCTGRISAAAEQFTOALTLDPLLWARYEELCILGIAEDTDECESESTA

SEQ ID NO 13: NUCLEOTIDEOS DE EST CD904062 DE TRITICUM
AESTIVUM

ACCCACGCGTCCGCACGARTATTCTNGCATTGGAGGAT TACGAGRACAGTGTTARATTCTAC
CGATGTGCACTTCAGGTAGAT GARAGGCACTRCANTGCCTGGTATGGGCTTGGAGTACTTTA
CCTTCGCCAGGAARAGTTTGAGTTITGCTGAGCATCATT TTAGAAGGGCATTTCAGATARATC
CCCGCTCTTCTGTTCTTATGTGCTATCTTGGGATGGCCTTACATGCTCTARAGAGAGATGAG
GATGCATTGGAGATGATGGAGARAGCCATATTTTCTGATAAGAAGRATCCACTTCCTAAGTA
TCAGRAGGCTTTARTTCTGGTAGGCCT TCARARATATCAGGAGGCTCTGGATGAGTTGGAAC
GGCTAAGGGAGATTGCACCTCATGAGAGTAGTATGTATGCACT TATGGGCAAGATATACAAG
CAACTCAATATTCTCGACAAGGCTGTATTTTGCTTTGGCGTTGCCCTTGATTT GAAACCTCC
CGCTGCCGACCTTGCTATARTCAAGTCTGCARTGGAGAARGTACACCTTCCAGATGAACTGA
TGGAGGATGATGACCTGTAARGTTCACTTTARAGCACRRACTGAGARATGGACATTTATTCAG
ATCTATGAGTTTCTGCTTGTGCTTCCGAGTCAT GGCCTGRRT GTGCTTTCGGAGAGGRACTC
AGAGGTTGAAGGAAGCAAGCACATCATGCGGAR

SEQ ID NO 14: PROTEINA DE TRADUCAO DE EST CD904062 DE
TRITICUM AESTIVUM

ALEDYENSVKEYRCALOQVDERHYNAWYGLGVVY LRQEKFEFAEHHFRRAFQINPRSSVLMCY

LGMALHALKRDEDALEMMEKATFSDKKNPLPKYQKALILVGLOKYQEALDELERLREIAPHE
SSMYALMGKIYKQINILDKAVFCFGVALDLKPPAADLAL IKSAMEKVHLPDELMEDD

FIGURA: 6 (CONTINUACAO)
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METODO PARA ALTERACAO DO DESENVOLVIMENTO E FORMAGAO DE
ORGAOS DE UMA PLANTA

A presente invengdo se refere a um método para
alteracio do desenvolvimento e formagdo de Srgdcs de uma
planta, em particular aceleragdo da taxa de
desenvolvimento, aumento deo tamanho e nlimerc de o&rgdos e
promogdc de floragdc precoce, através de expressdo
aumentada ou diminuida de um adcido nucleico de cdc27a e/fou
atividade e/ou niveis aumentados ou diminuidos, em uma
planta, de uma proteina CDCZ7A. A invengdo também se refere
a plantas transgénicas tendo desenvolvimente alterado,
plantas as quais té&m expressio aumentada ou diminuida de um

dcido nucleico que codifica uma proteina CDC27A.
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