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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para
"POLINUCLEOTIDEO CODIFICANDO TRANSFERASES DE
FOSFOPANTETEINILA, CONSTRUCAO DE DNA, MICRO-
ORGANISMO TRANSGENICO, METODO DE PRODUCAO DE
COMIDA OU ALIMENTO, COMPOSICAO DE COMIDA OU
ALIMENTO E METODO DE PRODUCAO DE ACIDO
DOCOSAEXAENOICO OU ACIDO EICOSAPENTAENOICO".

Antecedentes da Invencao

[001] Esse pedido reivindica a prioridade do pedido de patente pro-
visorio n° de Série US 60/763,644, depositado em 31 de janeiro de 2006,
e pedido de patente n° de Série 11/668,354, depositado em 29 de ja-
neiro de 2007, cujas descricBes sdo incorporadas aqui por referéncia
em sua totalidade.

Campo da Invencao

[002] A presente invencao refere-se a transferases de fosfopante-
teinila que estdo envolvidas na ativagédo de sintase de policetideo para
sintetizar acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa (tais como
acido docosaexanoico e acido eicosapentaenqico).

Descricao da Técnica Relacionada

[003] Os produtos priméarios de biossintese de acido graxo na mai-
oria dos organismos sdo compostos de 16 e 18 carbonos. A razao rela-
tiva de comprimentos de cadeia e grau de insaturacdo desses acidos
graxos podem amplamente variar entre as espécies. Mamiferos, por
exemplo, produzem acidos graxos principalmente saturados e monoin-
saturados, enquando a maioria das plantas superiores, produzem acido
graxos com uma, duas, ou trés ligacdes duplas, as ultimas duas com-
preendendo acidos graxos poliinsaturados (PUFAs). PUFAs de cadeia
muito longa tais acido docosaehaendico (DHA, 22:6) e acido eicopenta-
endico (EPA, 20:5) foram relatados a partir de varias espécies de bac-

térias marinhas, incluindo Moritella (Vibrio) marinha e Shewanella sp. (a
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patente U.S. n° 6.140.486) e a partir de algas marinhas tais como Schi-
zochytrium sp. e Thraustochytrium sp. (a publicagcdo de patente U.S.
20040235127).

[004] Duas familias principais de PUFAs sdo os acidos graxos
oméga-3 (também representados como acido graxos "n-3"), exemplifi-
cadas por acido docosaexaenoico e os acido graxos oméga-6 (também
representados como acido graxos "n-6"), exemplifcados por acido ara-
quiddnico (ARA, 20:4). PUFAs sdo componentes importantes da mem-
brana do plasma da célula e de tecido adiposo, onde eles podem ser
encontados em fosfolipidios e triglicerideos, respectivamente. PUFAs
sdo necessarios para desenvolvimento adequado em mamifero, parti-
cularmente no desenvolvimento do cérebro infantil, e para a formacao e
reparo de tecido.

[005] Varios disturbios respondem ao tratamento com PUFAsS. Su-
plementacdo com PUFAs demonstrou reduzir a taxa de restenose de-
pois da angioplastia. Os beneficios saudaveis de certos acidos graxos
oméga-3 de dieta para a doenca cardiovascular e artrite reumatoide
também foram bem documentados (Simopoulos, 1997; James e outros,
2000). Além disso, PUFAs foram sugeridos para 0 uso em tratamentos
para asma e psoriase. Evidéncia indica que PUFAs podem ser envolvi-
dos em metabolismo de calcio, sugerindo que PUFAs podem ser (teis
no tratamento ou na prevencado de osteoporose e de pedras do trato
urinario ou rim.

[006] A maioria da evidéncia para beneficios saudaveis aplica as
gorduras de oméga-3 de cadeia longa, EPA e DHA, que estdo em peixe
e Oleo de peixe. Com essa base de evidéncia, autoridades e nutricionis-
tas saudaveis no Canada (Scientific Review Committee, 1990, Nutrition
Recommendations, Minister of National Health and Welfare, Canadé,
Ottowa), Europe (de Deckerer e outros, 1998), o Reino Unido (The Bri-

tish Nutrition Foundation, 1992, Unsaturated fatty-acids - nutritional and
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physiological significance: The report of the British Nutrition Founda-
tion's Task Force, Chapman and Hall, London), e nos Estados Unidos
(Simopoulos e outros, 1999) foram recomendados consumo de dieta
aumentado recomendado desses PUFAs.

[007] PUFAs de cadeia longa principal de importancia incluem
DHA e EPA, que séo principalmente encontrados em diferentes tipos de
Oleo de peixe, e ARA, encontrado em fungos filamentosos tal como Mor-
tierella. Para DHA, numerosas fontes existem para producao comercial
incluindo uma variedade de organismos marinhos, 6leos obtidos a partir
de peixe marinho de agua fria, fracées de gema de ovo. No entanto, ha
varias desvantagens associadas a producao comercial de PUFAs a par-
tir de fontes naturais. Fontes naturais de PUFAS, tais como animais e
fungos, tendém ter composicdes oleosas altamente heterogéneas. Os
Oleos obtidos a partir dessas fontes, portanto, podem exigir purificacao
extensiva para separar um ou mais PUFAs desejados ou para produzir
um 6leo que € enriquecido em um ou mais PUFAs.

[008] Fontes naturais de PUFAs também s&o submetidos a flutua-
cOes incontrolaveis na disponibilidade. Estoques de peixe podem sofrer
variacdo natural ou podem ser esgotados por sobrepesca. Além disso,
ainda com evidéncia devastadora de seus beneficios terapéuticos, re-
comendacdes de dieta em relacdo a acidos graxos oméga-3 nao sao
consideradas. Oleos de peixe tém gostos e odores desagradaveis, que
podem ser impossiveis de economicamente separar do produto dese-
jado, e podem tornar tais produtos inaceitaveis como suplementos ali-
menticios. Oleos de animal, e particularmente 6leos de peixe, podem
acumular poluentes ambientais. Alimentos podem ser enriquecidos com
Oleos de peixe, mas novamente, tal enriquecimento é probleméatico por
causa de custo e declinio de estoques de peixe mundialmente. Esse
problema é também um impedimento para consumo e ingestao de peixe

inteiro. Apesar disso, se as mensagens saudaveis para aumentar
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ingestdo de peixe foram abragcadas pelas comunidades, provavelmente
seria um problema na satisfacdo de demanda para peixe. Além do mais,
h& problemas com sustentabilidade dessa industria, que pesadamente
contam com estoques de peixe selvagem para alimento de aguacultura
(Naylor e outros, 2000).

[009] Outras limitacBes naturais favorecem uma nova abordagem
para a producdo de acidos graxos oméga-3. Tempo e doenca podem
causar flutuacdo nos campos de peixe. Fermentacdo em grande escala
de organismos tal como Mortierella é oneroso. Tecidos de animal natu-
rais contém baixas quantidades de ARA e séo dificeis de processar. Mi-
croorganismos tais como Porphyridium e Mortierella séo dificeis de cul-
tivar em uma escala comercial.

[0010] Numerosos microorganismos marinhos produzem PUFAs de
cadeia muito longa tais como DHA e EPA por um mecanismo de sintase
de policetideo (PKS). PKSs sdo complexos de enzima constituidos por
polipeptideos multifuncionais que catalisam a sintese de moléculas
complexas a partir de substratos simples em uma forma interativa. PKSs
sédo bem-conhecidas na técnica e exemplos numerosos de tais sequén-
cias podem ser encontrados na literatura. Em Moritella marina, uma
PKS sintetiza DHA a partir de malonil-CoA and acetil-CoA. Para ativar
essa PKS, uma transferases de fosfopanteteinila é exigida.

[0011] Transferases de fosfopanteteinila (Ppts) catalisam a ativa-
cao pos-traducionais de proteinas carreadoras, sintase de acido graxo,
sintase de policetideo, e sintetases de polipeptideo nédo ribossomal pela

ligacdo covalente da porcao de 4’ -fosfopanteteina de coenzima A a

um residuo de serina conservada, uma reacgéo exigida para a biossin-
tese de produtos naturais incluindo &cidos graxos, policetideos e pepti-
deos néo ribossomais. Ppts foram classificadas de acordo com sua es-
pecificidade de proteina carreadora. Em organismos contendo trajeto-

rias que exigem fosfopanteteina multipla, foi sugerido que cada
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trajetdria tenha sua propria Ppt. Enquanto PKS de M. marina foi clonado
(na patente U.S. n° 6.140.486 (Facciotti e outros)), a Ppt ndo foi encon-
trada. Allen e Bartlett (2002) afirmaram que eles eram incapazes de clo-
nar um gene de Ppt para formar Moritella.

[0012] Numerosas abordagens foram tentadas para a producao de
DHA e EPA em plantas (WO 05103253A1 (Singh e outros), WO
04071467A2 (Kinney e outros)). Essas abordagens tinham em comum
0 uso de desaturases/elongases em uma forma por etapas. Essa abor-
dagem tem a desvantagem de uso de 6-8 genes e leva ao acumulo de
intermediarios, um resultado potencialmente indesejavel. Usando-se
uma abordagem de PKS/Ppt, numerosos transgenes exigidos seriam
menores (4-5) e o acumulo de intermediarios ndo € esperado.

[0013] Portanto, seria vantajoso se obter material genético envol-
vido em biossintese de PUFA de cadeia longa e para expressar o ma-
terial isolado em um sistema de planta, em particular, um sistema de
planta de colheita de terreno com base em terra, que pode ser manipu-
lado para prover a producdo de quantidades comerciais de um ou mais
PUFAs. Ha também uma necessidade de aumentar ingestdo de &cido
graxo oméga-3 em seres humanos e animais. Assim ha uma necessi-
dade de prover uma ampla faixa de suplmentos alimenticios e alimentos
enriquecidos com oméga-3 de modo que individuos podem escolher ali-
mento, ingredientes alimenticios, comida e ingredientes de comida que
se ajustam seus habitos de dieta usuais. Particularmente vantajosos se-
ria 6leos de semente com DHA ou EPA aumentados.

[0014] Atualmente ha apenas um acido graxo oméga-3, ALA, dispo-
nivel em Oleos vegetais. No entanto, ha conversdo pobre de ingestéo
de ALA nos 4cidos graxos oméga-3 de cadeia mais longa tais como EPA
e DHA. Foi demonstrado na publicacdo co-pendente n°® 20040039058
para "Treatment And Prevention Of Inflammatory Disorders," que eleva-

cao de ingestdo de ALA intake da média da comumindidade de 1 g/dia
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a 14 g/dia por uso de 6leo de linhaca apenas modestamente aumentou
niveis de EPA de fosfolipidio no plasma. Um aumento de 14 vezes na
ingestdo de ALA resultou em um aumento 2 vezes no EPA de fosfolipi-
dio no plasma (Manzioris e outros, 1994). Assim, para aquela finalidade,
h&a uma necessidade de producdo comercialmente viavel e eficiente de
PUFAs usando-se um complexo de sintese de policetideo e a Ppts que
ativam o complexo, genes que codificacdo a Ppt, e métodos recombi-
nantes de producédo delas. Uma necessidade também existe para 6leos
contendo proporcgdes relativas mais altas de DHA ou EPA, e composi-
cOes alimenticias e suplementos contendo eles. Uma necessidade tam-
bém existe para métodos confiavel e econémico de producéo de PUFAs
especificos. Oleos derivados de colheitas de semente oleosa tal como
canola, soja, girassol ou linhaca, que expressem um complexo de PKS
bacteriano sdo enriquecidos em um EPA, DHA ou PUFA de cadeia
longa. Tais 6leos podem ser utilizados para produzir alimentos e suple-
mentos alimentares enriquecidos em &cido graxos oméga-3 € 0 con-
sumo de tais alimentos eficazmente aumenta niveis de EPA e DHA no
tecido. Alimentos e genéros alimenticios, tais como leite, margarina e
salsicha, todos produzidos ou preparados com 6leos enriquecidos como
oméga-3, resultardo em beneficio terapéuticos. Assim, existe uma forte
necessidade para novos acidos nucléicos de transferases de fosfopan-
teteinila capazes de ativar PKS para o uso em plantas de colheita trans-
géncias com 6leos enriquecidos em PUFAs, bem como os 6leos aper-
feicoados produzidos desse modo.

Sumario da Invencao

[0015] Em um aspecto, a invencédo prové acidos nucléicos isolados
gue codificam um polipeptideo com atividade de transferase de fosfo-
panteteinila. Esses podem ser usados para transformar células ou mo-
dificar a composicao de acido graxo de uma planta ou do 6leo produzido

por uma planta. Uma concretizacdo da invencdo é uma sequéncia de
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polinucleotideos selecionada do grupo que consiste em (a) um polinu-
cleotideo que hibridiza para dar SEQ ID NO:6 ou SEQ ID NO:8, ou um
seu complemento, sob condicbes de 5X SSC, 50% de formamida e
42°C; (b) um polinucleotideo que codifica a sequéncia de polipeptideos
de SEQ ID NO: 5 0u SEQ ID NO: 7; e (c) um polinucleotideo que codifica
um polipeptideo com pelo menos 75% de identidade de sequéncia com
um sequéncia de polipeptideos de SEQ ID NO: 5 ou SEQ ID NO:7. Em
certas outras concretizacdes da invencgao, os polinucleotideos codificam
um polipeptideo tendo pelo menos 80%, 85% ou 90% de identidade de
sequéncia com a sequéncia de polipeptideos de SEQ ID NO:5 ou SEQ
ID NO: 7, incluindo pelo menos cerca de 82%, 87%, 89%, 92%, 95%,
98% e 99% de identidade com essas sequéncias. Aqueles de habilidade
na técnica reconhecerao que, uma vez que essas sequéncias estao re-
lacionadas, um dado polipeptideo pode simultaneamente partilhar 90%
ou mais de homologia para mais do que uma dessas sequéncia de po-
lipeptideoss. Em uma outra concretizacdo, o polipeptideo codificado
tem atividade de transferase de fosfopanteteinila.

[0016] Em ainda um outro aspecto, a invengao prové uma constru-
cdo de DNA compreendendo a promotor heterélogo operavelmente li-
gado a uma molécula de DNA que codifica um polipeptideo tendo ativi-
dade de transferases de fosfopanteteinila, em que a molécula de DNA
€ selecionada do grupo que consiste em: (a) um polinucleotideo que
codifica a sequéncia de polipeptideos de SEQ ID NO: 5 ou SEQ ID NO:
7; (b) um polinucleotideo que hibridiza para dar SEQ ID NO: 6 ou SEQ
ID NO: 8, ou um seu complemento, sob condi¢cbes de 5X SSC, 50% de
formamida e 42°C; e (c) um polinucleotideo que codifica um polipepti-
deocom pelo menos 75% de identidade de sequéncia com uma sequén-
cia de polipeptideos de SEQ ID NO: 5 ou SEQ ID NO: 7. Em outras
concretizacfes, o promotor é funcional em uma célula procariética ou

eucariotica. Em certas concretizacdes, a célula eucaridtica em que o
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promotor é funcional € uma célula de planta functional. Em uma outra
concretizagcdo, o promotor € um promotor de aumento de semente.
[0017] Em ainda um outro aspecto, a invencao prové uma célula
hospedeira transformado com uma constru¢cdo de DNA compreendendo
um promotor heterdlogo operavelmente ligado a uma molécula de DNA
qgue codifica um polipeptideo tendo atividade de transferase de fosfo-
panteteinila provida pela invencdo. Em uma outra concretizacao, a ce-
lula hospedeira ulteriormente compreende um promotor heterélogo ope-
ravelmente ligado a uma molécula de DNA gue codifica um polipeptideo
de sintase de policetideo compreendendo um sitio de ligacéo de fosfo-
panteteina. Em uma outra concretizacdo, a molécula de DNA que codi-
fica um polipeptideo de sintase de policetideo compreendendo um sitio
de ligacao de fosfopanteteina é de Moritella marina. Em ainda uma outra
concretizacdo, a molécula de DNA codifica um polipeptideo de sintase
de policetideo com pelo menos 70% de identidade de sequéncia com a
SEQ ID NO: 19, ou qualguer sintase de policetideo conhecida como
descrito aqui mais abaixo. A célula hospedeira pode ser uma célula de
planta, fugnica ou bacteriana.

[0018] Em ainda um outro aspecto, a invencao prové uma planta e
sua progénie constituida das células hospedeiras transformadas com
uma construcdo de DNA compreendendo um promotor heterélogo ope-
ravelmente ligado a uma molécula de DNA que codifica polipeptideo
tendo uma atividade de transferase de fosfopanteteinila provida aqui.
Tal planta pode ser definida como a comparacao alterada de metabo-
lismo de acido graxo em relagédo a umam planta do mesmo genaotipo que
carece da construcdo de DNA. Em uma concretizacao, a planta é sele-
cionada do grupo que consiste em canola, Brassica campestris, colza
de semente oleosa, semente de colza, soja, crambe, mostarda, grao de
ricino, amemdoim, gergelim, rama de algodao, linhaca, acafrdo, 6leo de

palma, linho, girassol, milho, arroz, cevada, milho miado, centeio, trigo,
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aveia, alfalfa e sorgo. A invencdo também prové semente, Oleo e farelo
produzidos a partir da planta, que € definido como compreendendo um
polipeptideo ou uma molécula de DNA detectavel provido pela inven-
cdo. Adicionalmente, a invencao prové composi¢des alimenticias huma-
nas e racao animal.

[0019] Em ainda um outro aspecto, a invengao prové um metodo de
producédo de um 6leo de planta contendo acido docosahexaendico e/ou
eicosapentaendico compreendendo as etapas de (a) crescimento de
uma planta compreendendo a célula hospedeira da invencao ulterior-
mente compreendendo uma sintase de policetideo; (b) producéo de se-
mente; (c) e processamento da semente para se obter um 6leo.

Breve Descricdo das Figuras

[0020] Os seguintes desenhos fazem parte do presente relatorio e
estdo incluidos para ulteriormente demonstrar certos aspectos da pre-
sente invencgao. A invencédo pode ser melhor entendida por referéncia a
um ou mais desses desenhos com a descricdo detalhada de concreti-
zacoes especificas apresentadas aqui.

[0021] Figura 1 mostra um mapa de vetor pMONG8081.

[0022] Figura 2 mostra um mapa de vetor pMONG68080.

[0023] Figura 3 mostra um mapa de vetor pMON94547.

[0024] Figura 4 mostra um mapa de vetor pMON94544,

[0025] Figura 5 mostra um mapa de vetor pMON94534.

[0026] Figura 6 mostra um mapa de vetor pMONG8084.

[0027] Figura 7 mostra um mapa de vetor pMONG8085.

[0028] Figura 8 mostra um mapa de vetor pMON97063.

[0029] Figura 9 mostra um mapa de vetor pMON94563.

[0030] Figura 10 mostra um mapa de vetor pMON97066.

[0031] Figura 11 mostra um mapa de vetor pMON96401.

[0032] Figura 12 mostra um mapa de vetor pMON78528.

Descricao Detalhada da Invencdo
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[0033] A invencdao supera as limitacdes da técnica anterior por pro-
ver métodos e composicdes para criacdo de plantas com teor de DHA
e/ou de EPA aperfeicoado. A modificacdo de teor de acido graxo de um
organismo tal como uma planta apresenta muitas vantagens, incluindo
beneficio de saude e nutricdo aperfeicoados. Modificacdo de teor de
acido graxo pode ser usado para alcancar niveis benéficos de DHA e/ou
de EPA em plantas, partes de planta e produtos de planta, incluindo
Oleos de semente de planta bem como bactérias e fungos. Por exemplo,
guando DHA é produzido no tecido de semente de uma planta, o 6leo
pode ser isolado das sementes, tipicamente resultando em um dleo con-
tendo DHA, que pode por sua vez ser usado para prover caracteristicas
benéficas em géneros alimenticios e outros produtos.

[0034] Vérios aspectos da invencdo incluem métodos e composi-
¢cOes para a modificacdo de teor de PUFA de uma célula, por exemplo,
modificacdo do tero de PUFA de célula(s) de planta. Composicdes rela-
cionadas com a invencgédo incluem novas sequéncias de polinucleoti-
deos isoladas, construcdes de DNA e plantas e/ou partes de planta
transformados por polinucleotideos da invencéo. Células hospedeiras
podem ser manipulads para expressar um polinucleotideo que codifica
um polipeptideo de transferase de fosfopanteteinila que catalisa a pan-
teteinilacdo de um sitio de ligacdo de fofopanteteina de um outro poli-
peptideo.

[0035] As seguinte definicbes séo providas como um auxiliar para o
entendimento dessa invencao. As frases "sequéncia de DNA", "sequén-
cia de acidos nucléicos”, "molécula de acido nucléico" e "segmento de
acido nucléico" referem-se a estrutura fisica compreendendo uma dis-
posicdo ordeira de nucleotideos. A sequéncia de nucleotideo, sequén-
cia ou segmento de DNA podem estar contidos dentro de uma molécula
de nucleotideo maior, vetor, ou semelhantes. Além disso, a disposicéo

ordeira de acidos nucléicos nessas sequéncias pode ser mostrada na
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forma de uma listagem de sequéncia, tabela, meio eletrénico ou seme-
Ihantes.

[0036] As frases "sequéncia de codificacdo”, "regido de codifica-
cao", "sequéncia estrutural” e "sequéncia de acidos nucléicos estrutural”
referem-se a totalidade ou um segmento de uma sequéncia de DNA,
sequéncia de acidos nucléicos, molécula de acido nucléico em que os
nucleotideos sao dispostos em uma série de tripletos que cada um
forma um codon. Cada codon codifica um aminoacido especifico. Assim,
a sequéncia de codificacéo, regido de codificagdo, sequéncia estrutural
e sequéncia de acidos nucléicos estruturais codificam uma série de ami-
noacidos formando uma sequéncia de peptideos, polipeptideos ou pro-
teinas. A sequéncia de codificacdo, regido de codificacdo, sequéncia
estrutural e sequéncia de acidos nucléicos estrutural podem estar con-
tidas dentro de uma molécula de &cido nucléico maior, vetor ou seme-
Ihantes. Além disso, a disposicdo de nucleotideos nessas sequéncias
podem ser mostradas na forma de uma listagem de sequéncia, figura,
tabela, meio eletrénico, ou semelhantes.

[0037] O termo "cDNA" refere-se a um DNA de filamento duplo que
€ complementar a e derivado de mRNA.

[0038] "Expressao" refere-se ao processo pelo qual uma informa-
cdo codificada por gene é convertida em estruturas presentes e ope-
rando na célula. Genes expressos incluem aqueles que séo transcritos
em RNA e entdo traduzidos em proteina e aqueles que séo transcritos
em RNA mas nao traduzidos na proteina (por exemplo, RNA de trans-
feréncia e RNA ribossomal).

[0039] Como usado aqui, "gene" refere-se a um fragmento de 4cido
nucléico que expressa uma proteina especifica, incluindo sequéncias
reguladoras que precedem (sequéncia de ndo codificacdo 5') e se-
guindo a sequéncia de codificacdo (sequéncias de néo codificagao 3').

"Gene nativo" refere-se a um gene como encontrado na natureza com
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suas proprias sequéncias reguladoras. "Gene quimeérico" refere-se a
gualquer gene gue nao é um gene nativo, compreendendo sequéncias
reguladoras e de codificacdo que ndo sédo entradadas juntas na natu-
reza. Correspondentemente, um gene quimérico pode compreender se-
guéncias reguladoras e sequéncias de codificacdo que sdo derivadas
de diferentes fontes, ou sequéncias reguladoras e sequéncias de codi-
ficagdo derivadas da mesma fonte, mas dispostas de um modo diferente
do que aquela encontrada na natureza. "Gene enddgeno” refere-se a
um gene nativo em sua localizagdo natural no genoma de um orga-
nismo. Um gene "exdgeno” ou "transgene” refere-se a um gene que foi
introduzido para dentro do genoma por um procedimento de transforma-
cdo. Um transgene inclui DNA gendmico introduzido por um procedi-
mento de transformacao (por exemplo, um DNA gendmico ligado a seu
promotor ativo).

[0040] "Heterdlogo" refere-se ao relacionamento entre duas ou mais
sequéncias de proteinas ou de &cidos nucléicos que sdo derivadas de
diferentes fontes. Por exemplo, um promotor é heterélogo com relagéo
a uma sequéncia de codificacao se tal combinagao nao for normalmente
encontrada na natureza. Além disso, uma sequéncia de acidos nucléi-
cos particular pode ser "heterdloga” com relacdo a uma célula ou um
organismo em que ela é inserida se ela ndo naturalmente ocorrer na-
guela célula ou organismo particular.

[0041] "Homologia de sequéncia” refere-se ao nivel de similaridade
entre duas ou mais sequéncias aminoacidos ou de acidos nucléicos em
termos de percentagem de identidade posicional. O termo homologia &
também usado para referir-se ao conceito de propriedades funcionais
similares entre 4cidos nucléicos ou proteinas.

[0042] "Hibridizacdo" refere-se a capacidade de um primeiro fila-
mento de acido nucléico unir com um segundo filamento por meio de

emparelhamento de base de ligacdo de hidrogénio quando as fitas de
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acido nucléico tém complementaridade de sequéncia suficiente. Como
usado aqui, uma molécula de acido nucléico é dita ser o "complemento”
de uma outra molécula de acido nucléico se elas exibirem complemen-
taridade completa. Como usado aqui, moléculas sao ditas exibirem
"complementaridade completa” quando cada nucleotideo de uma das
moléculas é complementar a um nucleotideo da outra. Assim 2 fitas de
acido nucléico sédo ditas como tendo complementaridade suficiente
guando hibridizam uma com a outra com estabilidade suficiente para
permiti-las permanecerem anelados entre si sob condi¢cGes apropriadas.
[0043] Como usado aqui, o termo "homologia" refere-se ao nivel de
similaridade ou por cento de identidade entre sequéncias de polinucle-
otideos em termos de por cento de indentidade posicinal de nucleotideo,
isto €, similaridade ou identidade de sequéncia. Como usado aqui, 0
termo homologia refere-se também ao conceito de propriedades funcio-
nais similares entre diferentes moléculas de polinucleotideos. Moléculas
de polinucleotideos sdo homodlogas quando sob certas condicdes elas
especificamente hibridizam para formar uma molécula daplex. Sob es-
sas condi¢des, chamadas de condicfes rigorosas, uma molécula de po-
linucleotideo pode ser usada como uma sonda ou iniciador para identi-
ficar outras moléculas de polinucleotideo que partilham homologia. A
frase "condicdes rigorosas" é funcionalmente definida com relacéo a hi-
bridizacdo de uma sonda de acido nucléico para dar um acido nucléico-
alvo (isto é, para dar uma sequéncia de acidos nucléicos particular de
interesse) pelo procedimento de hibridizac&do especifico, por exemplo,
discutido em Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3rd edition Volu-
mes 1, 2, and 3. J. F. Sambrook, D. W. Russell, and N. Irwin, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 2000 (Sambrook e outros). Correspondente-
mente sequéncias de nucleotideos providas pela invencdo podem ser
usadas para sua capacidade de seletivamente formar moléculas duplex

com estiramentos complementares dos fragmentos de molécula de
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polinucleotideo. Dependendo da aplicacéo prevista desejaria-se empre-
gar varias condicBes de hibridizac&o para alcancar graus variaveis de
seletividade da sonda em relacéo a sequéncia alvo. Para aplicacdes que
exigem alta seletividade, tipicamente seréo desejadas empregar condi-
cOes rigorosas relatamente altas para formar os hibridos, por exemplo,
serdo selecionadas condi¢cdes de baixa salinidade e/ou de alta tempe-
ratura, tais como providos por NaCl a cerca de 0,03 M a cerca de 0,15
M a temperatura de cerca de 50°C a cerca de 70°C. Uma condicéao al-
tamente rigorosa, por exemplo, é para lavar o filtro de hibridizacdo pelo
menos duas vezes com tampao de lavagem altamente rigoroso (0,2 x
SSC, 0,1% de SDS, 65°C). Adicionalmente, formamida pode ser usada
para aumentar a severidade. Condi¢cGes altamente rigorosas, portatno,
também incluem 5X SSC, 50% de formamida e 42°C. Detecc¢ao de mo-
léculas de polinucleotideos via hibridizacdo € bem-conhecida por aque-
les de habilidade na técnica, e os ensinamentos das patentes U.S. nos.
4.965.188 e 5.176.995 sdo exemplares dos métodos de analises de hi-
bridizacéao.

[0044] A frase "isolada" significa ter sido removida a partir do mabi-
ente natural, independentemente de sua disposicao final. Por exemplo,
uma sequéncia de acidos nucléicos "isolada" de arroz, tal como por clo-
nagem de uma célula de arroz, permanece "isolada" quando ela é inse-
rida para dentro do genoma de uma célula de milho.

[0045] A frase "operavelmente ligada" refere-se a disposicéo espa-
cial de duas ou mais regides de acido nucléico ou sequéncias de acidos
nucléicos de modo que elas exercem seus efeitos apropriados com re-
lacdo entre si. Por exemplo, uma regidao de promotor pode ser posicio-
nada em relacdo a uma sequéncia de acidos nucléicos de modo que a
transcricdo da sequéncia de acido nucléico seja dirigida pela regido de
promotor. A regido de promotor e a sequéncia de acidos nucléicos séo

"operavelmente ligadas".
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[0046] O termo "transferase de fosfopanteteinila ou PPT" refere-se
a uma enzima que catalisa a ativagdo pos-traducional de proteinas car-
readoras, por exemplo, um polipeptideo de uma sintase de policetideo,
pela ligacdo covalente da porcdo de 4'-fosfopanteteina de coenzima A
a um residuo de serina conservado.

[0047] O termo "sintase de policetideo" refere-se a um complexo de
enzima constituido de polipeptideos multifuncionais que catalisam a sin-
tase de moléculas complexas a partir de substratos simples em uma
forma interativa. Em Moritella marina, um complexo de PKS sintetiza
DHA a partir de malonil-CoA e acetil-CoA). Por exemplo, em M. marina,
0 PKS contém 4 polipeptideos codificado pelos quadros de leitura aberta
Orf5, Orf6, Orf7 e Orf8 (Metz e outros, 2001), que sao descritos como
Orf6, Orf7, Orf8, e Orf9 na patente U.S. n°® 6.140.486, respectivamente.
Para ativar esse complexo, uma transferase de fosfopanteteinila € exi-
gida para pantetenilar o polipeptideo codificado por Orf5. O complexo
de PKS de Shewanella sp. SCRC2738 sintetiza EPA (Metz e outros,
2001).

[0048] "A montante” e "a jusante" sdo termos posicionais usados
com referéncia a localizacdo de uma sequéncia de nucleotideos e a di-
recdo da transcricdo ou traducdo de sequéncias de codificacdo, que
normalmente prossegue na direcao de 5'a 3'.

[0049] Os termos "promotor" ou "regiao de promotor" referem-se a
uma sequéncia de acidos nucléicos, usualmente encontrada a montante
(5') em relacdo a uma sequéncia de codificacao, capaz de dirigir trans-
cricdo de uma sequéncia de acidos nucléicos em uma molécula de RNA.
O promotor ou regido de promotor tipicamente prové um sitio de reco-
nhecimento para polimerase de RNA e 0s outros fatores necessarios
para a indicacédo adequada da transcricdo. Como contemplado aqui, um
promotor ou uma regiao de promotor inclui variagcdes de promotores de-

rivados por insercdo ou delec&o de regides reguladoras, submissédo do
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promotor a mutagénese de sitio-dirigida ou aleatdria, e semelhantes. A
atividade ou poder de um promotor pode ser medido em termos das
guantidades de RNA que ele produz, ou a quantidade de acumulo de
proteina em uma célula ou tecido, em rela¢cdo a um promotor secundario
gue é similarmente medido.

[0050] A frase "sequéncias de nao codificacdo 3" refere-se a se-
guéncias de nucleotideos localizadas a jusante de uma sequéncia de
codificacéo e incluem sequéncias de reconhecimento de poliadenilacdo
e outras sequéncias gue codificam sinais reguladores capazes de afetar
expressdo de gene ou processamento de mRNA. Esses sdo comu-
mente chamados de regides 3'-nao traduzidas ou 3'-UTRs. O sinal de
poliadenilacdo € usualmente caracterizado por afetar a adicao de tratos
de &cido poliadenilico a extremidade 3' do precursor de mRNA. O uso
de diferentes sequéncias de néo codificacdo 3' € exemplificado por In-
gelbrecht e outros (1989).

[0051] "Sequéncia lider de traducdo" ou "regido 5'-nao traduzida" ou
"5'-UTR" a totalidade refere-se a uma sequéncia de nucleotideos locali-
zada entre a sequéncia de promotor de um gene e a sequéncia de co-
dificacdo. A 5'-UTR esta presente na mRNA totalmente processado a
montante da sequéncia de partida de traducdo. A 5'-UTR pode afetar o
processamento do transcrito primariio para dar mRNA, estabilidade de
MRNA ou eficacia de traducdo. Exemplos de sequéncias de lider de tra-
ducéo foram descritos (Turner and Foster, 1995).

[0052] "Transcrito de RNA" refere-se ao produto resultante de trans-
cricdo catalisada por polimerase de RNA de uma sequéncia de DNA.
Quando o transcrito de RNA é uma copia complementar perfeita da se-
guéncia de DNA, é chamado do transcrito primario. Uma sequéncia de
RNA derivada de processamento pos-traducional do transcrito primario
€ chamado de RNA. "RNA mensageiro” (mMRNA) refere-se ao RNA que

estad sem introns e que pode ser traduzido em polipeptideo pela célula.
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[0053] "Construcdo de DNA" refere-se aos elementos genéticos he-
terdlogos operavelmente ligados entre si formando uma molécula de
DNA recombinante e pode compreender elementos que provéem ex-
pressdo de uma molécula de polinucleotideo de DNA em uma célula
hospedeira que provéem a manutencdo da construgcdo. Um pacote de
expressdo de planta compreende uma ligacédo operavel de elementos
genéticos que quando transferidos em uma célula de planta prové ex-
pressao de um produto de gene desejavel.

[0054] "Vetor recombinante” refere-se a qualquer agente por em
gue um acido nucléico de interesse é ampliado, € expresso ou € arma-
zenado, tal como um plasmidio, cosmidio, virus, sequéncia de replica-
cdo autbnoma, fago, ou sequéncia de nucleotideos de DNA ou de RNA
de filamento anico linear, de filamento Gnico circular, de filamento duplo
linear ou de filamento duplo circular. O vetor recombinante pode ser sin-
tetizado ou derivado de qualquer fonte e é capaz de integracdo gené-
mica ou replicacéo autbnoma.

[0055] "Sequéncia reguladora" refere-se a uma sequéncia de nucle-
otideos localizada a montante (5", dentro, ou a jusante (3') com relacéo
a uma sequéncia de codificagcdo ou um intron, cuja presenca ou ausén-
cia afeta a transcricdo e expressdo da sequéncia de codificacao.
[0056] "Substancialmente homoldga" refere-se a duas sequéncias
gue sao pelo menos 90% idéntica na sequéncia, como medida pelo al-
goritmo CLUSTAL W em, por exemplo, DNAStar (Madison, WI).

[0057] "Substancialmente purificada" refere-se a uma molécula se-
parada de substancialmente todas as outras moléculas normalmente
associadas a ela em seu estado nativo. Mais de preferéncia, uma molé-
cula substancialmente preferida é a espécie predominante presente em
uma preparagdo. Uma molécula substancialmente purificada pode ser
maior do que cerca de 60% livre de preferéncia cerca 75% livre, mais

preferivelmente, cerca de 90% livre, e mais de preferéncia cerca de 95%
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livre das outras moléculas (exclusive de solvente) presentes na mistura
natural. Pretende-se que a frase "substancialmente purificada" néo in-
clua moléculas presentes em seu estado nativo. De preferéncia, as mo-
léculas de acido nucléico e polipeptideos dessa invencéo sao substan-
cialmente purificadas.

[0058] O termo "transformacéao” refere-se a introducéo de acido nu-
cléico para dentro de um hospedeiro receptor. O termo "hospedeiro” re-
fere-se a células bacterianas, fungos, animais ou células de animais,
plantas e sementes, ou quaisquer tecidos ou partes de planta incluindo
células de planta, protplastos, calos, raizes, tubérculos, sementes, tron-
cos, folhas, mudas, embrides e pélen.

[0059] Como usado aqui, uma "planta transgénica" € uma planta
tendo estavelmente introduzida para dentro de seu genoma, por exem-
plo, os genomas nucleares ou de plastidio, um acido nucléico exégeno.
[0060] O termo "isogénico" como um termo comparativo entre plan-
tas ou linhas de planta tendo ou carecendo de um transgene significa
plantas ou linhas tendo as bases genéticas iguais ou similares, com a
excecdo do transgene em questdo. Por exemplo, linhas irmas assim
chamadas que representam selecdes fenotipicamente similares ou
iguais a partir da mesma populacédo de F2 de origem sao consideradas
serem "isogénicas". Quando a progénie de uma planta de transformante
estavel sdo cruzadas e retro-cruzadas com as plantas da linha de ori-
gem nédo transformadas para 3 a 6 geracdes (ou mais) usando-se a ori-
gem nao transformada como a origem recorrrente enquanto selecio-
nando-se para o tipo (gendtipo por analise de marcador molecular, fe-
notipo por observacdo de campo ou ambos) e para o transgene, a linha
transgénica resultante é considerada ser altamente "isogénica" a sua
linha de origem n&o transformada.

[0061] Os termos "sementes”, "sementes" ("kernel") e "grao" sao

entendidos como sendo equivalentes no significado. O termo semente
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é frequentemente usado na descricdo de uma semente de uma planta
de milho ou arroz. Em todas as plantas a semente é o 6vulo maduro que
consiste em um revestimento de semente, embrido, aleurona e um en-
doesperma.

Acidos nucléicos que codificam transferase de fosfopanteteinila

[0062] A invencao prové, em uma concretiza¢do, novos acidos nu-
cléicos gue codificam transferases de fosfopanteteinila Moritella marina.
Em certas concretizacfes, os acidos nucléicos compreendem SEQ ID
NOS: 2, 4, 6 ou 8. A invencdo também prové métodos de uso de tais
acidos nucléicos, incluindo SEQ ID NOS: 2, 4, 6 e 8. Em uma concreti-
zacdo, essas moléculas de acido nucléico sdo usadas no contexto
dessa invencgao para alterar a composicao oleosa de uma semente de
uma planta.

[0063] Tal acido nucléico pode ser ampliado usando-se cDNA,
MRNA ou DNA gendémico como um modelo e iniciadores de oligonucle-
otideo apropriados de acordo com técnicas de ampliacdo de PCR® pa-
drdo. Alternativamente, eles podem ser sintetizados usando-se técnicas
sintéticas padrao, tal como um sintetizador de DNA automatizado. Poli-
nucleotideos que codificam transferases de fosfopanteteinila desejadas
podem ser identificados de uma variedade de modos. Como um exem-
plo, uma fonte da transferase de fosfopanteteinila, por exemplo, uma
biblioteca oriunda de Moritella, é triada com sondas enzimaticamente ou
guimicamente sintetizadas detectaveis, que podem ser produzidas a
partir do DNA, RNA ou nucleotideos de ocorréncia natual, ou suas mis-
turas. Sondas podem ser enzimaticamente sintetizadas a partir de poli-
nucleotideos de transferases de fosfopanteteinila conhecidas para mé-
todos de hibridizagcdo normal ou rigorosamente reduzida. Sondas de oli-
gonucleotideos também podem ser usados para triar e podem ser ba-
seados em sequéncias de transferases de fosfopanteteinila conhecidas,

incluindo  sequéncias conservadas entre transferases de
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fosfopanteteinila conhecidas ou nas sequéncias de peptideos obtidas a
partir da proteina purificada desejada. Sondas de oligonucleotideos com
base em sequéncias de aminoacidos podem ser degenerados para in-
cluir a degeneracdo de cédigo genético, ou podem ser desfavoraveis
em favor dos cédons preferidos do organismo da fonte. Oligonucleoti-
deos também pode ser usados como iniciadores para PCR® a partir de
MRNA de transcrito reverso de uma fonte conhecida ou suspeita; o pro-
duto de PCR® pode ser o cDNA de comprimento total ou pode ser usado
para gerar uma sonda para se obter o cDNA de comprimento total de-
sejado. Alternativamente, uma proteina desejada pode ser totalmente
sequenciada e sintese total de uma DNA que codifica aquele polipepti-
deo realizado.

[0064] Uma vez que cDNA ou gendmico desejado foi isolado, ele
pode ser sequenciado por métodos conhecidos, é reconhecido na téc-
nica que tais métodos sdo submetidos a erros, tal que sequenciagao
multipla da mesma regido € rotineira e é ainda esperado levar a taxas
mensuraveis de erros na sequencia deduzida resultante, particular-
mente em regifes tendo dominios repetidos, estrutura secundaria ex-
tensiva ou composicdes de base incomum, tais como regides com alto
teor de base de GC. Quando discrepancias surgem, sequenciacdo pode
ser feita e pode empregar métodos especiais. Métodos especiais podem
incluir alterac&o de condi¢cOes de sequenciagcao por uso de: diferentes
temperatura; diferentes enzimas; proteinas que alteram a capacidade
de oligonucleotideos de formar estruturas de ordem superiores; nucleo-
tideos alterados tal como ITP ou dGTP metilado, composi¢des de gel
diferentes, por exemplo, adicdo de formamida; diferentes iniciadores ou
iniciadores localizados a diferente distancias da regiao do problema; ou
diferentes modelos tais como DNAs de filamento Unico. Sequenciacao
de mRNA pode também ser empregada.

[0065] Se desejadas, as sequéncias de &cidos nucléicos que
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codificam transferases de fosfopanteteinila podem ser modificadas sem
mudar a sequéncia de aminoacidos da proteina expressa de modo que
as sequéncias sdo mais receptivas a expressdo em hospedeiros de
planta. Uma sequéncia de codificacdo pode ser um DNA artificial. Um
DNA artificial, como usado aqui significa uma molécula de polinucleotideo
de nda que néo € de ocorréncia natural. Moléculas de DNA artificiais po-
dem ser projetadas por uma variedade de métodos, tais como, métodos
conhecidos na técnica que sdo a base de substituicdo do(s) cédon(s) de
um primeiro polinucleotideo para criar um equivalente, ou ainda um poli-
nucleotideo artificial de segunda geracao, aperfeicoado, onde esse novo
polinucleotideo artificial € Util para expressdo aumentada nas plantas
transgénicas. O aspecto do projeto frequentemente emprega sequéncias
de codificacéo isoladas de uma planta, tipo de planta, familia ou genes.
Outros aspectos de projeto incluem reducéo da ocorréncia de sinais de
poliadenilacao, sitios de unido de intron, ou poderes de GC e AT longos
da sequéncia (patente U.S. n° 5.500.365). Sequéncias de codificacédo de
comprimento total ou seus fragmentos podem ser produzidos de DNA
artifical usando-se métodos conhecidos por aqueles versados na técnica.
Modificaces das sequéncias de nucleotideos ou elementos reguladores
descritos aqui que mantém as funcdes contempladas aqui estdo dentro
do escopo dessa invengédo. Tais modificacdes incluem insercdes, substi-
tuicOes e delecdes, e especificamente substituicdes que refletem a dege-
neracao do codigo genético.

[0066] Os inventores tém sequéncias de DNA isoladas de Moritella
marina que produzem polipeptideos com atividade de transferase de
fosfopanteteinila. As sequéncias de codificacdo da transferases de fos-
fopanteteinila podem ser expressas em plantas transgénicas, microor-
ganismos ou animais para efetuar ativacdo de uma sintase de policeti-
deo. Outros polinucleotideos que sédo substancialmente idénticos aos

polinucleotideos de transferase de fosfopanteteinila providos aqui, ou
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gue codificam polipeptideos que séo substancialmente idénticos aos po-
lipeptideos de transferase de fosfopanteteinila, também podem ser usa-
dos. "Substancialmente idéntica" refere-se a uma sequéncia de amino-
acidos ou sequéncia de acidos nucléicos que exibe em ordem de prefe-
réncia crescente 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98 ou 99% identidade com
a sequéncia de polipeptideos de transferase na SEQ ID NO: 5, SEQ ID
NO: 7 ou sequéncias que codificam esses polipeptideos. Comparacgdes
de polipeptideo ou polinucleotideo podem ser realizados usando-se pro-
grama de analise de sequéncia, por exemplo, pacote de programa Se-
guence Analysis da GCG Wisconsin Package (Accelrys, San Diego, CA)
e MEGAIign (DNAStar, Inc., 1228 S. Park St., Madison, Wis. 53715). Tal
programa satisfaz sequéncias similares por apontamento de grau de si-
milaridade ou identidade.

Construcoes de DNA

[0067] A invencao prové constru¢cdes de DNA compreendendo um
promotor heterélogo operavelmente ligado a um &cido nucléico descrito
aqui. A selecao de promotores, por exemplo, promotores que podem ser
descritos como fortemente expressos, fracamente expressos, induzivel-
mente expressos, expresso por tecido aumentado (isto €, especial-
mente ou de preferéncia expresso em um tecido), expresso por 0rgao
aumentado (isto é, especialmente ou de preferéncia expresso em um
orgao) e expresso desenvolventemente aumentado (isto é, especifica-
mente ou de preferéncia expresso durante um estagio(s) particular de
desenvolvimento), esta dentro da habilidade na técnica. Similarmente,
a combinacédo de uma molécula de acido nucléico como descrito acima
com um promotor estd também dentro da habilidade na técnica (ver, por
exemplo, Sambrook e outros, 1989).

[0068] Promotores para 0 uso com a invencgao incluem, mas néo
sao limitados a, promotores que funcionam em bactérias, bacteriéfagos,

fungos ou células de planta. Promotores (teis para expressao
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bacteriana séo os promotores lacZ, Sp6, T7, T5 ou glgC de E. coli. Pro-
motores Uteis para fungos incluem Saccharomyces cerevisiae Gall
(West, e outros (1984)), Saccharomyces pombe nmtl (Maundrell, K.
(1990)), Neurospora crassa ccg-1 (Freitag M and Selker EU (2005)) e
Pichia methanolica AUG1 (Invitrogen). Promotores Uteis para células de
planta incluem o promotor de Z27 de gama zeina (vide, por exemplo,
Lopes e outros (1995), promotor de oleosina de L3 (a patente U.S. n°
6.433.252), promotor de PER1 de cevada (Stacey e outros, 1996), pro-
motor de 35S de CaMV (Odell e outros 1985), o CaMV 19S (Lawton e
outros, 1987), nos (Ebert e outros, 1987), Adh (Walker e outros, 1987),
sintase de sacarose (Yang e outros, 1990), actina (Wang e outros,
1992), cab (Sullivan e outros, 1989), promotor de PEPCase (Hudspeth
e outros, 1989), ou aqueles associados ao complexo de gene R (Chan-
dler e outros, 1989). O promotor de virus de mosaico Figwort (FMV)
(Richins e outros, 1987), promotores de arcelina, E8 de tomate, patatina,
ubiquitina, sintase de manopina (mas) e tubulina sdo outros exemplos
de promotores uteis.

[0069] Ha uma ampla variedade de sequéncias de promotor de
planta que podem ser usados para dirigir expressao especifica de tecido
de polinucleotideos que codificam transferases de fosfopanteteinila em
plantas transgénicas. Exemplos de tais promotores incluem as regides
reguladoras 5' de tais genes de napin (Kridl e outros, 1991), faseolin
(Bustos, e outros, 1989), inibidor de tripsina de soja (Riggs, e outros,
1989), ACP (Baerson e outros, 1993), stearoil-ACP desaturase (Slo-
combe e outros, 1994), subunidade a' de soja de B-conglicinina (P-
Gm7S alpha', vide, por exemplo, Chen e outros, 1986), Vicia faba USP
(P-Vf.Usp, vide, por exemplo, SEQ ID NO: 1, 2, e 3, Pedido de Patente
U.S. 10/429,516), the promotor de globulina (vide, por exemplo, Belan-
ger and Kriz, (1991), subunidade alfa de soja de B-conglicinina (7S al-

pha) (Pedido de Patente U.S. 10/235.618, incorporado por referéncia) e
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promotor de Zea mays L3 oleosina (P-Zm.L3, vide por exemplo, Hong e
outros, 1997).

[0070] Promotores expressos em milho incluem promotores de ge-
nes gue codificam zeinas, que sdo um grupo de proteinas de armaze-
nagem em endoesperma de milho. Clones gendmicos para genes de
zeina foram isolados Pedersen e outros, 1982; Russell e outros, 1997)
e os promotores oriundos desses clones, incluindo os genes de kD, 16
kD, 19 kD, 22 kD e 27 kD, podem ser usados. Outros promotores de
expressado de semente aumentado conhecidos como funcionando no
milho e em outras plantas incluem os promotores para 0s seguintes ge-
nes: Waxy (sintase de amido ligado a granulo), Brittle and Shrunken 2
(pirogosforilase de glicose de ADP), Shrunken 1 (sintase de sacarose),
enzimas | e Il de ramificacdo, sintase de amido, enzimas de desramifi-
cacao, oleosinas, glutelinas, e Betll (camada de transferéncia de endo-
esperma basal). Outros promotores Uteis na pratica da invencao que
sdo conhecidos por aquele de habilidade na técnica sdo também con-
templados pela invencao.

[0071] Além do mais, duplicacdes e aumentadores de transcricdo
de aumentados podem ser usados para aumentar para aumentar ex-
pressdo de um promotor particular. Exemplos de tais aumentadores in-
cluem, mas nédo séo limitados ao intron 1 de Adh, mas n&o sao limitados
ao intron 1 de Adh (Callis e outros, 1987), um intron de actina de arroz
(McElroy e outros, 1991; U.S. Patent No. 5,641,876), sucrose synthase
intron (Vasil e outros, 1989), um intron de HSP70 de milho (também
chamado de Zm.DnaK) (a patente U.S. n°® 5.424.412, Brown e outros)
um elemento TMV omega (Gallie e outros, 1999), o aumentado de 35S
de CaMV 35S (as patentes U.S. nos 5.359.142 & 5.196.525, McPherson
e outros) ou um aumentador de sintase de octopina (a patente U.S. n°
5.290.924, Last e outros). Uma vez que a sequéncia de DNA entre sitio

de iniciacéo de transcricédo e o inicio da sequéncia de codificacao, isto
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€, a sequéncia lider ndo traduzida, pode influenciar expresséo de gene,
pode-se também desejar empregar uma sequéncia lider particular.
Qualquer sequéncia lider disponivel por aquele de habilidade na técnica
pode ser empregada. Sequéncias lider preferidas dirigem 6timos niveis
de expressao do gene ligado, por exemplo, por aumento ou manutencgao
de estabailidade de mRNA e/ou por prevencao de iniciacdo inadequada
de traducéo (Joshi, 1987). A escolha de tais sequéncias esta na discri-
cdo por aqueles de habilidade na técnica.

[0072] Contrutos de DNA da invencé&o podem incluir uma sequéncia
proxima a extremidade 3' do pacote que age como um sinal para termi-
nar transcricdo a partir de um acido nucléico heterélogo e que dirige
poliadenilagdo do mRNA resultante. Esses sdo comumente chamados
de regides néao traduzidas 3'ou 3'UTRs. Alguns elementos 3' que pode
agir como sinais de terminac&o de transcricdo incluem aqueles a partir
do gene de sintase de nopalina (nos) de Agrobacterium tumefaciens
(Bevan e outros, 1983), uma regido néo traduzida 3' de napina (Kridl e
outros, 1991), uma regiao nado traduzida 3' de globulina (Belanger and
Kriz, 1991), regido nao traduzida 3' do gene de Adrl2 de soja (auxin
regulado para baixo) (Wang e outros, Publicacdo de PCT WO
200250295) ou um de gene de zeina, tal como Z27 (Lopes e outros,
1995). Outros elementos reguladores 3’ conhecidos na técnica também
podem ser usados nos vetores da invencao.

[0073] A molécula de acido nucléico como descrito aqui pode ser
clonado em qualquer vetor adequado e pode ser usada para transformar
ou transfectar qualquer hospedeiro adequado. A selecdo de vetores e
métodos para construi-los sdo comumente conhecidos pela técnica e
sao descritos em referéncias técnicas gerais (vide, em geral "Recombi-
nant DNA Part D"(1987). O vetor de preferéncia compreendera sequén-
cias reguladoras, tais como transcri¢ao e iniciacdo de traducéo e codons

de terminacdo, que sao especificos para o tipo de hospedeiro (por
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exemplo, bactéria, fungo ou planta) em que o vetor deve ser introduzido,
quando apropriado e levar em conta a consideracao se o vetor € DNA
ou RNA.

[0074] Vetores que sao circulares ou lineares podem ser prepara-
dos para conter uma sequéncia de acido nucléico inteira como como
descrita acima ou uma sua porc¢éao ligada a um sistema de replicacéo
funcional em uma célula hospedeira procariotica ou eucariotica. Siste-
mas de replicacdo podem ser derivados de ColE1, 2 mu de plasmidio,
A fago, fago de filamento f1, espécie de Agrobacterium (por exemplo, A.
tumefacins e A. rhizogenes), e semelhantes.

[0075] Além do sistema de replicacdo e a sequéncia de acidos nu-
cléicos inserida, o vetor pode incluir um ou mais genes marcadores que
permitem a selecao de hospedeiros transformados ou trasfectados. Ge-
nes marcadores incluem resisténcia a biocida, tais como resisténcia a
antibiéticos, metais pesados, herbicidas, etc., complementacdo em um
hospedeiro auxotréfico para prover prototrofia e semelhantes.

[0076] A invencao prové células hospedeiras compreendendo uma
molécula de acido nucléico descrita aqui, opcionalmente na forma de
um vetor. Hospedeiros adequados incluem células fangicas, bacteria-
nas, e de planta, incluindo Escherichia coli, Bacillus subtilis, Agrobacte-
rium tumefaciens, Saccharomyces cerevisiae e Neurospora crassa.
Hospedeiros de E. coli incluem TB-1, TG-2, DH5a, XL-Blue MRF' (Stra-
tagene, Austin, TX), SA2821, Y1090 e TG02. Células de planta incluem,
mas nao sao limitadas a, soja, Brassica campestris, canola, colza de
semente olheosa, crambe, mostarda, semente de ricino, amendoim,
gergelim, rama de algodao, linhaca, alcafrdo, 6leo de palma, linho, gri-
rassol, alfalfa, milho, trigo, cevada, aveia, centeio, milho mitdo, sorgo e
arroz.

[0077] Expressédo em uma célula hospedeira pode ser realizada em

uma forma transitéria ou estavel. Expressao transitéria pode ocorrer de
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construcdes introduzidas que contém sinais de expressao funcionais na
célula hospedeira, mas que tais construcdes ndo replicam e raramente
se integram na célula hospedeira, ou em que a célula hospedeira ndo
esta se proliferando. Expresséao transitéria também pode ser realizada
por inducdo da atividade de promotor regulavel operavelmente ligado
ao gene de interesse, embora tais sistemas induziveis frequentemente
exibam um baixo nivel basal de expressdo. Expressdo adequada pode
ser alcancada por introducao de uma construgao que pode integrar no
genoma hospedeiro ou que autonomamente se replica na célula hospe-
deira. Tal expressdo do gene de interesse pode ser selecinado para
através do uso de um marcador selecionavel localizado na ou transfec-
tado com a construcdo de expresséo, seguido para células que expres-
sdo o marcador. Quando expressao estavel resulta da integracao, inte-
gracéo de construgdes pode ocorrer aleatoriamente dentro do geonma
hospedeiro ou pode ser direcionada através do uso de regiées contendo
construcdes de homologia com o genoma hospedeiro suficiente para
direcionar recombinacéo com o local de hospedeiro. Onde construcoes
sdo direcionados para um local endégeno, todas ou algumas das regi-
oes reguladoras traducionais e transcritivas podem ser providas pelo lo-
cal enddgeno.

[0078] Expressdo em uma célula hospedeira pode envolver técni-
cas de fermentagdo conhecidas por aguele versado na técnica. A célula
hospedeira fermentada pode ser uma procariote, Escherichia coli, ou
uma eucariote, tal como a levedura Saccharomyces cerevisiae, ou Neu-
rospora crassa, um fungo filamentaso. Exemplos de producé&o de PUFA
por fermentacao incluem (a patente U.S. 6.319.698) e Thraustrochytria-
les (a patente U.S. 6.451.567).

[0079] E contemplado que mais do que um gene pode ser introdu-
zido e propagado em uma célula hospedeira através do uso de vetores

de expressao integrados ou epissomais. Onde dois ou mais genes sao
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expressos a partir de vetores de replicacdo separados, se é desejavel
gue cada vetor tenha um meio diferente de replicagéo. Cada construcao
introduzida, se integrado ou nao, teria um modo diferente de selecéo e
careceria de homologia para as outras construgdes para manter expres-
sao estavel e e prevenir reagrupamento de elementos entre contructos.
Escolhas judiciosas de regides reguladoras, meio de selecdo e método
de propagacé&o do contructo introduzido podem ser experimentalmente
determinadas de modo que que todos os polinucleotideos introduzidos
SA0 expressos no niveis necessarios para prover a sintese dos produtos
desejados.

Polipeptideos

[0080] A invencao prové transferases de fosfopanteteinila codifica-
das por moléculas de acido nucléico descritas aqui. Sintase de pliceti-
deo sdo complexos de enzimas constituidas de polipeptideos multifun-
cionais que catalisam a sintese de moléculas complexas a partir de
substratos simples em uma forma interativa. Em Moritella marina, um
complexo de PKS sintetisa DHA a partir de malonil-CoA e acetil-CoA.
Para ativar esse complexo, uma transferase de fosfopanteteinila € ne-
cessaria. O polipeptideo de preferéncia compreende uma extremidade
de amino e uma extremidade de carboxila. O polipeptideo pode com-
preender D-aminoacido, L-amino&cidos ou uma mistura de D- e L-ami-
noéacidos.

[0081] AlteracOes da sequéncia de aminoacidos nativa para produ-
zir polipeptideos variantes podem ser preparadas por uma variedade de
meios conhecidos por aqueles normalmente versados na técnica. Por
exemplo, substituicdes de aminoacidos podem ser convenientemente
introduzidas para dentro dos polipeptideos por mudanca da sequéncia
da molécula de acido nucléico na hora da sintese. Mutacdes especificas
de sitio podem também ser introduzidas por ligacdo em um vetor de

expressdo de um oligonucleotideo sintetizado compreendendo a
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sequéncia modificada. Alternativamente, procedimentos de mutagé-
nese especificos de sitio, dirigidos por oligonucleotideo podem ser usa-
dos, tais como descritos em in Walder e outros (1986); Bauer e outros
(1985); e as patentes U.S. nos. 4.518.584 e 4.737.462.

[0082] Esta dentro da habilidade do técnico comum selecionar ami-
noacidos de ocorréncia natural e sintéticos que efetuam substituicdes
conservadoras e neutras para quaisquer aminoacidos de ocorréncia
natural. O técnica normalmente versado desejavelmente considerara o
contexto em que qualquer substituicdo de aminoacido é feita, além da
consideracao da hidrofobicidade ou polaridade da cadeia lateral, o ta-
manho geral da cadeia lateral e o valor de pK de cadeias laterais com
carater acido ou basico sob condi¢des fisiolégicas. Por exemplo, lisina,
arginina, e histidina sao frequentemente adequadas entre si, € mais
frequentemente arginina e histidina. Como é também conhecido na
técnica, isso é porque todos os trés aminoacidos tém cadeias laterais
basicas, enquanto que o valor de pK para as cadeias laterais de lisina
e arginina sdo muito mais proximas entre si (cerca de 10 e 12) do que
histidina (cerca de 6). Similarmente, glicina, alanina, valina, leucina,
acido isoleucina séo frequentemente adequadamente substituidos en-
tre si, com a condicao de que a glicina ndo seja usada frequentemente
como substituta dos outros membros do grupo. Isso €, porque cada um
desses aminoacidos é relativamente hidrofébico quando incorporado
em um polipeptideo, mas glicinas carecem de um alfa-carbono que
permite os angulos phi e psi de rotacéo (em volta do alfa-carbono) tanto
liberada conformacional que residuos de glicinila podem disparar mu-
dancas em conformacdo ou em estrutura secundarias que nao fre-
guentemente ocorrem quando 0s outros aminoacido sdo substituidos
entre si. Outros grupos de aminoacidos frequentemente adequada-
mente sao usados como substitutos entre si incluem, mas nao sao li-

mitados ao grupo que consiste em acidos glutamico ou aspartico; o
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grupo que consiste em fenilalanina, tirosina e triptofano; e o grupo que
consiste em serina, treonina e, opcionalmente, tirosina. Adicional-
mente, o técnica normalmente versado pode prontamente agrupar ami-
noécidos sintéticos com aminoacidos de ocorréncia natural.

[0083] Se desejado, os polipeptideos podem ser modificados, por
exemplo, por glicosilacdo, amidacéo, carboxilacdo ou fosforilacdo ou
pela criacdo de um sais de adicao de 4cido, amidas, ésteres, em parti-
cular ésteres C-terminais, e derivados de N-acila dos polipeptideos da
invencao. Os polipeptideos podem também ser modificados para criar
derivados de proteina por formacdo de complexos covalentes ou nao
covalentes com outras por¢cdes de acordo com os métodos conhecidos
na técnica. Complexos covalentemente ligados podem ser preparados
por ligacdo das porcdes quimicas a grupos funcionais nas cadeias late-
rais de aminoacidos compreendendo os polipeptideos, ou no terminal-
C ou -N. Desejavelmente, tais modificagdes e conjugacdes ndo adver-
samente afetam a atividade dos polipeptideos (e suas variantes). En-
guanto tais modificacdes e conjugacdes podem ter maior ou menor ati-
vidade, a atividade desejavelmente ndo € negada e é caracteristica do
polipeptideo inalterado.

[0084] Os polipeptideos (e fragmentos, variantes e proteinas de fu-
sdo) podem ser preparados por qualquer uma de numerosas técnicas.
O polipeptideo pode ser isolado ou substancialmente purificado de uma
fonte de ocorréncia natural ou de uma fonte recombinante. Por exemplo,
no caso de proteinas recombinantes, um fragmento de DNA que codi-
fica uma proteina desejada pode ser subclonado em um vetor apropri-
ado usand-se técnicas genéticas moleculares bem-conhecidas (vide,
por exemplo, Maniatis e outros, 1989) e outras referéncias citadas aqui
sob "EXEMPLOS"). O fragmento pode ser transcrito e a proteina sub-
sequentemente traduzida in vitro. Kits comercialmente disponiveis tam-

bém podem ser empregados (por exemplo, tais como fabricados por
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Clontech, Mountain View, CA; Amersham Life Sciences, Inc., Arlington
Heights, IL; Invitrogen, Carlsbad, CA e semelhantes). A reacéo de ca-
deia de polimerase opcionalmente pode ser empregada na manipulagéo
de &cidos nucléicos.

[0085] Polipeptideos podem ser sintetizados usando-se sintetizador
de peptideo automatizado de acordo com os métodos conhecidos na
técnica. Alternativamente, o polipeptideo (e fragmentos, variantes e pro-
teinas de fusdo) pode ser sintetizado usando-se técnicas de sintetiza-
céo de peptideo padrao bem-conhecidas por aqueles de habilidade nor-
mal na técnica (vide, por exemplo, Merrifield, 1963; Barany e outros,
1987; e a patente U.S. 5.424.398). Se desejado, isso pode ser feito
usando-se um sintetizador de peptideo automatizado. Remocéo do gru-
pos de bloqueamento de aminodacido de t-butiloxicarbonila (t-BOC) ou
9-fluorenilmetiloxicarbonila (Fmoc) e separacdo da proteina da resina
pode ser realizada por, por exemplo, tratamento com acido a tempera-
tura reduzida. A mistura contendo polipeptideo entdo pode ser extraida,
por exemplo, com éter de dietila, para remover compostos organicos de
nao peptidicos, e a proteina sintetizada pode ser extraida a partir do po
de resina (por exemplo, com cerca de 25% p/v de acido acético). Apos
a sintese do polipeptideo, outra purificacdo (por exemplo, usando-se
HPLC) opcionalmente pode ser feita a fim de eliminar quaisquer protei-
nas, polipeptideos, peptideos ou aminoacidos livres incompletos. Ana-
lise de aminoacido e/ou de HPLC podem ser realizadas no polipeptideo
sintetizado para validar sua identidade. Para outras aplicacbes de
acordo com a invencgao, pode ser de preferéncia para produzir o poli-
peptideo como parte de uma proteina de fusdo maior, ou por conjuga-
cdo quimica, ou através de meio genético conhecido na técnica. A esse
respeito, essa invencao também prové uma proteina de fusdo compre-
endendo o polipeptideo (ou seu fragmento) ou sua variante e um ou

mais outros polipeptideos/proteina(s) tendo quaisquer propriedades ou
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funcdes efetoras desejadas.

[0086] Ensaios para a producao e identificacdo de proteinas espe-
cificas sdo com basem nas variacdes de propriedades fisico-quimicas,
estruturais, funcionais ou outras propriedades das proteinas. Proprieda-
des uicamente fisico-quimicas ou estruturais permite que as proteina
sejam separadas e identificadas por procedimentos eletroforéticos, tal
como focalizacgdo isoelétrica ou eletroforese de gel de densaturacdo ou
nativa, ou por técnicas cromatograficas tal como cromatografia de troca
de ions ou de exclusédo por gel. As Unicas estruturas de proteinas indi-
viduais oferecem oportunidades para o uso de anticorpos especificos
para detectar sua preseca em formatos tal como um ensaio de ELISA.
Combinacbes de abordaens podem ser usadas para alcancar especifi-
cidade ainda maior tal como western blotting em que anticorpos séo
usados para localizar produtos de gene individuais que foram separados
pelas técnicas de eletroforese. Técnicas adicionais podem também ser
usadas para confirmar absolutamente a identidade do produto de inte-
resse tal como avaliacdo por sequenciacdo de aminoacido apds purifi-
cacao. Embora esses estéo entre os mais comuns, outros procedimen-
tos podem também ser usados.

[0087] Procedimentos de ensaio podem identificar a expressao de
proteinas por sua funcionalidade, particularmente onde a proteina ex-
pressa em uma enzima capaz de catalisar reacdes quimicas que envol-
vem produtos e substratos especificos. Por exemplo, em extratos de
planta essas reacdes podem ser medidas por provisao e quantificacao
da perda de substratos ou a geracao de produtos das reacdes por pro-
cedimentos fisicos e/ou quimicos.

[0088] Em muitos casos, a expressao de um produto de gene é de-
terminada por avaliacdo dos resultados fenotipicos de sua expressao.
Tais avaliagcdes podem ser simples como observacdes visuais, ou po-

dem envolver ensaios. Tais ensaios podem tomar muitas formas, tais
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como analise de mudancas na composi¢ao quimica, morfologia, ou pro-
priedades fisiologicas da planta. Propriedades de composi¢cdo quimica,
morfoldgicas ou fisiolégicas da planta. Composicdo quimica pode ser
alterada por expressdo de genes que codificam enzimas ou proteinas
de armazenagem que mudam composi¢cdo de aminoacido e essas mu-
dancas podem ser detectadas por analise de aminoacido, ou por enzi-
mas que mudam quantidade de amido, que pode ser analisada por es-
pectrometria de refletancia de infravermelho ou por enzimas que mudam
composicao oleosa, que pode ser detectada por cromatografia gasosa.
Mudancas morfolégicas podem incluir estatura maior ou talos mais gros-
SOS.

[0089] As moléculas de acido nucléico, contructos de DNA e poli-
peptideos dessa invencdo podem ser usados em métodos agricolas e
varias ensaios de triagem. Por exemplo, uma molécula de acido nu-
cléico pode ser usada para expressar transferase de fosfopanteteinila
via um vetor em uma célula hospedeira, para detectar transcritos de
MRNA que codifica transferase de fosfopanteteinila em uma amostra
biolégica, para detectar uma alteracdo genética em um gene que codi-
fica transferase de fosfopanteteinila via Southern blot, para suprimir
transferase de fosfopanteteinilam ou regular para cima transferase de
fosfopanteteinila. Os polipeptideos podem ser usados para compensar
deficiéncias em transferase de fosfopanteteinila ou para a presenca de
um transferase de fosfopanteteinila mutada tendo atividade reduzida ou
nenhuma atividade em uma planta, ou para tratar niveis excessivos de
substratos, se diretos ou indiretos, para transferase de fosfopanteteinila
em uma planta. Alternativamente, os polipeptideos podem ser usados
para triar agentes quanto a capacidade de modular sua atividade. Os
anticorpos podem ser usados para detectar e isolar os polipeptideos
respectivos bem como diminuir a disponibilidade de tais polipeptideos

in vivo.
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Transformacao de Planta

[0090] Em uma concretizacdo preferida da invencéo, uma planta
transgéncia que expressa a proteina ou proteinas desejadas é produ-
zida. Véarios métodos para a introducdo de uma sequéncia de polinucle-
otideos desejado que codifica a proteina desejada em células de planta
sao conhecidos na técnica, incluindo: (1) métodos fisicos tais como mi-
croinjegdo, eletroporacéo e fornecimento mediado por microparticulas
(tecnologia de pistola de gene ou biolistica); (2) fornecimento mediado
por virus; e (3) transformacdo mediada por Agrobacterium.

[0091] Os métodos mais comumente usados para a transformacéao
de células de planta sdo processo de transferéncia de DNA mediado por
Agrobacterium e o processo mediado por bombardeamento de particu-
las ou biolistica. Tipicamente, transformacéo nuclear é desejado mas
one é desejavel especificamente transformar plastidios, tais como clo-
roplastos ou amiloplastos, plastidios de planta podem ser transformadas
utilizando-se um fornecimento mediado por microparticulas dos polinu-
cleotideos desejados.

[0092] Transformacdo mediada por Agrobacterium € alcancada
através do uso de uma bactéria de solo geneticamente modificado que
pertence ao género Agrobacterium. Numerosas cepas de tipo selvagem
e desemparalhadas de Agrobacterium tumefaciens e Agrobacterium rhi-
zogenes que abrigam plasmidios de Ti ou de Ri podem ser usadas para
a transferéncia de gene em plantas. Transferéncia de gene é feita via a
transferéncia de um DNA especifico conhecido como "T-DNA" que pode
ser em geral engenheirado para portar qualquer pedaco desejado de
DNA em muitas espécies de planta, como anteriormente elaborado, por
exemplo, na patente U.S. 6.265.638 por Bidney e outros, cuja revelacao
€ aqui incorporada aqui por referéncia.

[0093] Transformacdo genética mediada por Agrobacterium de

plantas envolve vérias etapas. A primeira etapa, em que as células de
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planta e Agrobacterium virulenta sdo primeiramente colocadas em con-
tato entre si, € em geral chamada "inoculacéo". Inoculacao é de prefe-
réncia realizada por algum método de lesé@o para alguma das células de
planta, que libera constituintes celulares de planta, tais como alcool cou-
marilico, sinapinato (que é reduzida a acetossirigona), alcool sinapilico,
e alcool coniferilico, que ativam fatores de viruléncia na Agrobacterium.
Apéds a inoculacdo células/tecidos de planta e Agrobacterium séo per-
mitidos que se desenvolvam juntos por um periodo de varias horas até
varios dias ou mais sob condi¢cdes adequadas para o crescimento de
transferéncia de T-DNA. Essa etapa € chamda "co-cultura”. Apos a co-
cultura e fornecimento de T-DNA as células de planta séo tratadas com
agentes bacteriocidas ou bacterioestaticos para matar a Agrobacterium
gue resta em contato com o explante e/ou no recpiente contendo o ex-
plante. Se isso é feito na auséncia de quaisquer agentes seletivos para
promover crescimento preferencial de células de planta transgéncias
versus ndo transgéncias, entdo isso € tipicamente chamado da etapa
de "atraso". Se feito na presenca de uma pressao seletiva que favorece
células de planta transgénicas, entdo € chamado de uma etapa de "se-
lecdo". Quando um "atraso" é usado, ele é tipicamente seguido por uma
ou mais séries de "selecao".

[0094] Com relacdo a bombardeamento de microparticulas (a pa-
tente U.S. 5.550.318 (Adams e outros); a patente U.S. 5.538.880 (Lund-
quist e outros), a patente U.S. 5.610.042 (Chang e outros); e PCT WO
95/06128 (Adams e outros); cada um das quais é especificamente in-
corporada aqui por referéncia em sua totalidade), particulas microsco-
picas sado revestidas com acidos nucléicos e séo fornecidas em células
por uma forca de impulsionamento. Particulas exemplares incluem
aguelas constituidas de tungsténio, platina e de preferéncia ouro.
[0095] Uma concretizagao ilustrativa de um método para o forneci-

mento de DNA em células planta pela aceleracdo é o sistema de
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fornecimento de particulas biolisticas (BioRad, Hercules, CA), que pode
ser usado para impulsionar particulas revestidas com DNA ou células
através de uma peneira, tal como aco inoxidavel ou peneira Nytex, sobre
uma superficie de filtragem recoberta com células de planta monocot
cultivadas em suspenséo.

[0096] Técnicas de bombardeamento de particulas sdo amplamente
aplicaveis, e podem ser usadas para transformar virtualmente quaisquer
espécies de planta. Exemplos de espécies de planta que foram transfor-
mados pelo bombardeamento de microparticulas incluem espécie mono-
cot tais como milho (Publicacao Internacional n® WO 95/06128 (Adams e
outros)), cevada, trigo (a patente U.S. 5.563.055 (Townsend e outros) in-
corporadas aqui por referéncia em sua totalidade), arroz, aveia, centeio,
cana-de-acucar, e sorgo; bem como numerosas dicots incluindo tabaco,
soja (a patente U.S. 5.322.783 (Tomes e outros), incorporada aqui por
referéncia em sua totalidade), girassol, amendoim, algodao, tomate e le-
gume em geral (a patente U.S. 5.563.055 (Townsend e outros) incorpo-
rada aqui por referéncia em sua totalidade).

[0097] Para selecionar ou classificar quanto a células de planta
transformadas apesar de metodologia de transformacéo, o DNA intro-
duzido para dentro da célula contém um gene que funciona em um te-
cido de planta regeneravel para produzir um composto que confere no
tecido de planta resisténcia a um composto de outra maneira téxico.
Genes de interesse para 0 uso como marcador selecionavel, triavel, ou
classificavel incluiria mas sao limitantes a p-glucuronidase (GUS), pro-
teina fluorescente verde (GFP), luciferase (LUX), genes de tolerancia a
antibidtico ou herbicida. Exemplos de genes de resisténcia a antibiético
incluem as penicilinas, canamicina (e neomicina, G418, bleomicin)a;
metotrexato (e trimetoprim); cloranfenicol; canamicina e tetraciclina. Mo-
léculas de polinucleotideo que codificam proteinas envolvidas em tole-

rancia a herbicida sdo conhecidas na técnica, e incluem, mas nao sao
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limitadas a uma molécula de polinucleotideo que codifica sintase de 5-
enolpiruvilshicimato-3-fosfato (EPSPS) descrito na patente U.S.
5.627.061 (Barry, e outros), na patente U.S. 5.633.435 (Barry, e outros),
e na patente U.S. 6.040.497 (Spencer, e outros) e aroA descrito na pa-
tente U.S. 5.094.945 (Comai) para a tolerancia a glifosato; uma molé-
cula de polinucleotideo que codifica bromoxinil nitrilase (Bxn) descrito
na patente U.S. 4.810.648 (Duerrschnabel, e outros) para a tolerancia a
Bromoxinila; uma molécula de polinucleotideo que codifica fitoeno de-
saturase (Ccrtl) descrito em Misawa e outros, (1993); Misawa e outros,
(1994) para a tolerancia a norflurazon; uma molécula de polinucleotideo
gue codifica de sintase de acido acetoidroxi (AHAS, aka ALS) descrito
in Sathasiivan e outros (1990) para tolerancia a herbicidas de sulfonilu-
réia; tanto o gene de pat descrito em Wohlleben, e outros, (1988) quanto
gene de bar descrito em DeBlock, e outros (1987), cada um dos quais
prové tolerancia a glifosinato e bialafos.

[0098] A regeneracao, desenvolvimento de cultivo de plantas a par-
tir de varios explantes transformados sdo bem documentados na téc-
nica. Essa regeneracéo e processo de crescimento tipicamente incluem
as etapas de selecéo de células transformadas e cultivo daquelas célu-
las individualizadas através dos estagios usuais de desenvolvimento
embridnico através do estagio de plantinha enraizada. Sementes e em-
brides transgénicos sdo similarmente regenerados. Os brotos enraiza-
dos transgénicos resultantes sdo aqui em seguida plantados em um
meio de crescimento de planta apropiado tal como solo. Células que
sobrevivem a exposicdo ao agente seletivo, ou células que foram clas-
sificadas positivas em um ensaio de triagem, podem ser cultivadas em
meio que suporta regeneracdo de plantas. Plantinhas em desenvolvi-
mento sdo transferidas para mistura de crescimento de planta menos
solo, e sdo endurecidas, antes da transferéncia para uma estufa ou ca-

mara de crescimento para a maturacao.
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[0099] Essa invencédo pode ser usada com qualquer tecido ou célula
transformavel. Por transformavel como usado aqui quer se dizer uma
célula ou um tecido que € capaz de outra propagacao para dar origem
a uma planta. Aqueles de habilidade na técnica reconhecem que nume-
rosas celulas ou tecidos de planta sejam transformaveis em que depois
da insercdo de DNA exogeno e condi¢cdes de cultura apropriadas, 0s
tecidos ou células de planta podem transformar em uma planta diferen-
ciada. Tecido adequado para essas finalidades pode incluir mas néo é
limitado a embrides imaturos, tecido scutellar, culturas de célula de sus-
penséao, inflorescéncia imatura, meristema de broto, explantes nodais,
tecido de calo, tecido hipocotila, cotiledons, raizes e folhas. Os Tomes
e outros patente ‘783, citada acima, descreve um método de tratamento
com uma citocinina seguido por incubag¢do por um periodo suficiente
para permitir células indiferenciadas em tecido de né de cotiledonario
para diferenciar em células meristematicas e para permitir que as célu-
las entrem nas fases entre G1 e as fases de divisdo de desenvolvi-
mento, que € afirmado para aperfeicoar suscetibilidade para a transfor-
macao.

[00100] Qualquer meio de cultura de planta adequado pode ser
usado. Meios adequados incluem mas néo sédo limitados a meio a base
de MS (Murashige and Skoog, 1962) ou meio a base de N6 (Chu e ou-
tros, 1975) suplementado com reguladores de crescimento de planta
adicionais incluindo mas néo limitado a auxinas, citocininas, ABA, e gi-
berelinas. Aqueles de habilidade na técnica sdo familiares com uma va-
riedade de meio de cultura de tecido, que quando suplementado apro-
priadamente, suportam desenvolvimento e crescimento de planta e séo
adequados para a transformacédo e a regeneracdo de planta. Esses
meios de cultura de tecido podem ou ser adquiridos como uma prepa-
racdo comercial ou preparados ou modificados habituais. Aqueles de

habilidade na técnica estdo cientes que meios e suplmentos de meio
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tais como nutrientes ou reguladores de crescimento para 0 uso na trans-
formacao e regeneracédo e outras condigdes de cultura tais como inten-
sidade de luz durante a incubacéo, pH, e temperaturas de incubacao
gue podem ser otimizadas para a variedade particular de interesse.

[00101] Depois que uma construcdo de DNA é estavelmente incor-
porada em plantas transgénicas e € confirmado ser operavel, ele pode
ser introduzido em outras plantas da mesma ou de uma outra espécie
sexualmente compativel por cruzamento sexual. Qualquer numerosas
técnicas de reproducédo padrdo podem ser usadas, dependendo da es-
pécie a ser cruzada. Portanto, a invencédo atual ndo apenas inclui uma
planta diretamente transformada ou regenerada a partir de células que
foram transformadas de acordo com a invencgdo atual, mas também a
progénie de tais plantas. Como usado aqui o termo "progénie" significa
a prole de qualquer geracdo de uma planta de origem preparada de
acordo com a presente invencdo, em que a progénie compreende uma
construcéo de DNA selecionada e preparada de acordo com a invengao.
"Cruzamento"” de uma planta para prover uma linha de planta tendo um
ou mais trangenes ou alelos adicionados em relagdo a uma linha de
planta de partida, como descrito aqui, é definido como as técnicas que
resultam em uma sequéncia particular sendo introduzida para dentro de
uma linha de planta por cruzamento de uma linha de partida com linha
de planta doadora que compreende um transgene ou um alelo da inven-
cao. Para alcancar isso poderia, por exemplo, realizar as seguintes eta-
pas: (a) sementes de planta da primeira (linha de partida) e da segunda
(linha de planta de doador que compreende um alelo ou transgene de-
sejado) plantas de origem; (b) desenvoler as sementes da primeira e
segunda plantas de origem em plantas que portam flores; (c) polinizar
um forma a partir da primeira planta de origem com poélen oriundo da
segunda planta de origem; e (d) semente coletadas produzidas na

planta de origem que portam as flores fertilizadas.
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[00102] Retro-cruzamento € aqui definido como o processo inclu-
indo as etapas de: (a) cruzamento de uma planta em um primeiro ge-
notipo contendo um gene desejado, elemento ou sequéncia de DNA
para dar uma planta de um segundo genétipo que carece do dito gene
desejado, sequéncia ou elmento DNA; (b) selecdo de uma ou mais
planta de progénie contendo o gene desejado; sequéncia o elemento
de DNA,; (c) cruzamento da planta de progénie para dar o segundo
genodtipo; e (d) etapas de repeticédo (b) e (c) para a finalidade de trasn-
feréncia de uma sequéncia de DNA desejada de uma planta de um
primeiro gendtico para uma planta de segundo genotipo.

[00103] Introgressdo de um elemento de DNA para dentro de um
gendtipo de planta é definida como o resulado do processo de conver-
sao por retro-cruzamento. Um genatipo de planta em que uma sequén-
cia de DNA foi introgressada pode ser chamada de um gendtipo con-
vertido por retro-cruzamento, linhagem, congénto ou hibrido. Similar-
mente um genaotipo de planta que carece da sequéncia de DNA dese-
jada pode ser chamado de um gendétipo néo convertido, linhagem, con-
génito ou hibrido.

Sementes, farelo, 6leo e produtos compreendendo sementes, farelo e

Oleo

[00104] Essa invencdo também prové um recipiente de acima de
cerca de 1000, mais de preferéncia cerca de 20.000, e ainda mais de
preferéncia cerca de 40.000 de sementes onde acima de cerca de
10%, mais de preferéncia cerca de 25%, mais de preferéncia cerca de
50%, e ainda mais de preferéncia cerca de 75% ou mais de preferéncia
cerca de 90% das sementes sdo sementes derivados de uma planta
dessa invencao.

[00105] Essa invencao também prové um recipiente de acima de
cerca de 10 kg, mais de preferéncia cerca de 25 kg, e ainda mais de

preferéncia cerca de 50 kg de sementes onde acima de cerca de 10%,

Peticéo 870230096900, de 01/11/2023, pag. 51/78



41/60

mais de preferéncia cerca de 25%, com mais preferéncia cerca de
50%, e ainda mais de preferéncia cerca de 75% ou mais de preferéncia
cerca de 90% das sementes sdo sementes derivadas de uma planta
dessa invencgéao.

[00106] Qualquer uma das plantas ou suas partes dessa invencéao
pode ser coletadas e, opcionalmente processadas para produzir uma
preparacao oleosa, farelo ou alimenticia. Uma parte de planta particu-
larmente preferida para essa finalidade € grao colhido, mas outras par-
tes de planta podem ser colhidas e séo usadas para forragem ou sila-
gem. Métodos para produzir preparacdes alimenticias, farelo e oleosas
sdo conhecidas na técnica. Vide, por exemplo, as patentes U.S.
4.957.748; 5.100.679; 5.219.596; 5.936.069; 6.005.076; 6.146.669; e
6.156.227. O grao ou farelo dessa invencdo podem ser combinados
com outros gréos ou farinhas grossas.

Métodos

[00107] A presente invencdo prové um método para a provisdo de
plantas transgénicas com um teor aumentado de DHA ou EPA. Esse
método inclui, por exemplo, introducdo do DNA que codifica transfe-
rase de fosfopanteteinila bem como um complexo de PKS para dentro
das células de planta e plantas de regeneracdo com teor de DHA ou
de EPA aumentado a partir das células transgénicas.

[00108] Mais especificamente, a invencdo prové um método de pro-
ducéo de um oleo de planta contendo DHA ou EPA compreendendo
as etapas de (a) desenvolvimento de uma planta compreendendo a
célula hospedeira transformada com uma constru¢cdo de DNA compre-
endendo um promotor heterdlogo operavelmente ligado a uma molé-
cula de DNA gue codifica um polipeptideo tendo atividade de transfe-
rase de fosfopanteteinila, em que a molécula de DNA é selecionada do
grupo gue consiste em: um polinucleotideo que hibridiza para dar SEQ.

ID NO: 6 ou SEQ. ID NO: 8, ou um seu complemento, sob condicdes
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de 5X SSC, 50% de formamida e 42°C; um polinucleotideo que codifica
a sequéncia de polipeptideos de SEQ ID NO: 5 ou SEQ ID NO: 7; um
polinucleotideo que codifica um polipeptideo com pelo menos 75% de
identidade de sequéncia com uma sequéncia de polipeptideos de SEQ
ID NO: 5 ou SEQ ID NO: 7; um polinucleotideo que codifica o polipep-
tideo de SEQ ID NO: 1; e um polinucleotideo que codifica o polipepti-
deo da SEQ ID NO: 3 em que a célula hospedeira ulteriormente com-
preende sintase de policetideo; (b) producdo de semente; e (c) proces-
samento da semente para se obter um 6leo.

[00109] A presente invencao ulteriormente prové um método de pro-
visdo de plantas transgénicas que podem conter niveis elevados de
DHA ou de EPA, em que os ditos elevados sdo maiores do que o0s
niveis encontrados em plantas nao transformadas.

[00110] Paraasuplementacao de dieta, os PUFAs purificados, plan-
tas ou partes de planta transformadas, ou seus derivados, podem ser
incorporados em 0leos, gorduras ou margarinas de cozinhar formula-
dos de modo que no uso normal o receptor recebesse a quantidade
desejada. Os PUFAs podem também ser incorporados em suplemen-
tos nutricionais, outros produtos alimenticios ou férmulas infantis, e po-
dem encontrar uso como agentes antiinflamatérios ou de diminuicdo
de colesterol.

[00111] Como usado aqui, "composicdo comestivel" é definida
como composi¢cbes que podem ser ingeridas por um mamifero tais
como géneros alimenticios, substancias nutricinais e composicdes far-
macéuticas. Como usado aqui "géneros alimenticios" referem-se a
substancias que podem ser usadas ou preparadas para 0 uso como
alimento para um mamifero e incluem substancias que podem ser usa-
das na preparacao de alimento (tais como 6leos de fritura) ou aditivos
alimenticios. Por exemplo, géneros alimenticios incluem animais usa-

dos para o consumo humano ou qualquer produto a partir do mesmo,
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tais como, por exemplo, ovos. Géneros alimenticios incluem mas nao
sao limitados a bebidas (por exemplo, refrigerantes, bebidas carbona-
tadas, bebidas prontas para misturar), alimentos introduzidos (por
exemplo, frutas e vegetais), molho, condimentos, molhos de salada,
sucos de fruta, xaropes, sobremesas (por exemplo, pudim, gelatina,
glaces, e recheios, produtos de padaria, sobremesas congeladas, tais
como sorvetes e sorvetes cuja base é agua), produtos congelados mo-
les (por exemplo, cremes congelados moles, sorvetes congelados mo-
les e iogurtes, coberturas congeladas moles tais como coberturas ba-
tidas de laticinios ou de nao laticinios), 6leos e produtos emulsificados
(por exemplo, gordura, margarina, maionese, manteiga, 6leo de cozi-
nhar, e molhos de salada) e alimentos de umidade intermediaria (por
exemplo, arroz e racao de cachorro).

[00112] Além do mais, composicfes comestiveis descritas aqui po-
dem também ser ingeridas como um aditivo ou suplemento contido em
alimentos e bebidas. Essas formulagdes juntamente com uma subs-
tancia nutricional tais como varias vitaminas e minerais e incorporadas
em composi¢des substancialmente liquidas tais como bebidas de nu-
triente, leites de soja e sopas; composicdes substancialmente sdlidas;
e gelatinas ou usadas na forma de um po6 para ser incorporado em
varios alimentos. O teor do ingrediente em tal alimento funcional ou
saudavel pode ser similar & dose contida em um agente farmacéutico
tipico.

[00113] Os PUFAs purificados, plantas ou partes de planta transfor-
madas podem também ser incorporados em ragédo animal, particular-
mente animais de criacdo. Desse modo, os préprios animais podem se
beneficiar de uma dieta rica em PUFA, enquanto consumidores huma-
nos de produtos alimenticios produzidos a partir de tais animais de cri-
acdo podem também se beneficiar.

[00114] Para o uso farmacéutico (humano ou veterinario), as
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composicdes podem em geral ser administradas por qualquer rota pela
gual elas podem ser absorvidas com sucesso, por exemplo, parenteral
(isto é, subcutaneamente, intramuscularmente ou intravenosamente),
retalmente, vaginalmente, topicamente, por exemplo, como lo¢ao ou
pomada de pele. Os PUFAs, partes de planta ou plantas transformadas
da presente invencdo podem ser administrados sozinhos ou em com-
binacdo com um excipiente ou veiculo farmaceuticamente aceitavel.
Onde disponivel, capsulas de gelatina sdo a forma preferida da admi-
nistracdo oral. Suplementacdo de dieta como indicada acima pode
também prover uma rota de administracéo oral. Os acidos insaturados
da presente invencado podem ser administrados em formas conjuga-
das, ou como sais, ésteres, amidas ou pré-farmacos dos acidos gra-
X0s. Qualquer sal farmaceuticamente aceitavel esta incluido pela pre-
sente invencao; especialmente preferido séo sais de sodio, de potassio
ou de litio. Também incluidos séo os sais de N-alquilpoliidroxamina, tal
como N-metil glucamina, encontrados na publicacdo de PCT WO
96/33155. Os ésteres preferidos sdo os ésteres de etila. Como sais de
sélido, os PUFAs também podem ser administrados em forma de com-
primido. Para a administragao intravenosa, os PUFAS ou seus deriva-
dos podem ser incorporados em formulagées comerciais tais como in-
tralipidios.

Exemplos

[00115] Os seguintes exemplos estédo incluidos para ilustrar as con-
cretizacbes da invencao. Seria apreciado por aqueles de habilidade na
técnica que as técnicas reveladas nos exemplos que se seguem repre-
sentam técnicas reveladas pelo inventor para funcionar bem na pratica
da invencdo. No entanto, aqueles de habilidade na técnica, a luz da
presente revelacdo, apreciariam que muitas mudancas podem ser fei-
tas nas concretizacfes especificas que sdo reveladas e ainda obtém

um resultado semelhante ou similar sem se afastar do conceito,
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espirito e escopo da invencdo. Mais especificamente, estara evidente
gue certos agentes que sao tanto quimicamente quanto fisiologica-
mente relacionados podem ser usados como substitutos dos agentes
descritos aqui embora os mesmos resultados ou resultados similares
nao fossem alcancados. Todos os tais substituintes e modificacfes
aparentes por agqueles versados na técnica sao julgados estarem den-
tro do espirito, escopo e conceito da invencdo como definidos pelas
reivindicacbes anexos.

Exemplo 1
Clonagem de Sequéncias de transferase de fosfopanteteinila

[00116] Trés transferases de fosfopanteteinila bacterianas foram
clonadas. A sequéncia de aminoacidos da transferase de fosfopante-
teinila (Ppt) oriunda de Shewanella SCRC-2738 (SEQ ID NO: 17) foi
usada para busca de base de dados publicos para novos ppts que fun-
cionam na biossintese de EPA ou de DHA. Essa busca forneceu ppts
putativos da Shewanella oneidensis MR-1 (SEQ ID NO: 1) (So-ppt) e
Colwellia psychrerythraea (SEQ ID NO: 3) (Cp-ppt). As sequéncias de
acidos nucléicos de ppts oriundas de Shewanella oneidensis MR-1
(SEQ ID NO: 2) e Colwellia psychrerythraea (SEQ ID NO:4) foram clo-
nadas usando-se o sistema Expand High Fidelity PCR (Roche, Applied
Science, Indianapolis, IN) com os seguintes pares iniciadores:

Shew new 5': tcgagctcgcatatgaagattgagcttttttttatacc (SEQ ID

NO: 9)

Shew 3': tcttaattaattagtcagccaaactagccgce (SEQ ID NO: 10)

Colwe new 5': tcgagctcgcatatgacttctttttctcaatctg (SEQ ID NO:
11)

Colwe 3': tcttaattaattagatttcctgataaccaagtag (SEQ ID NO:
12).

[00117] Os genes foram ampliados para 25 ciclos com a temperatura

de fusdo ajustada a 55°C e 52°C para os ppts de Shewanella e
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Colwellia, respectivamente. Os produtos de PCR foram digeridos com
Ndel e Pacl e foram ligados em Novagen pACYC-Duet-1 digeridos por
Ndel e Pacl (EMD Biosciences, Darmstadt, Alemanha) resultando na
formacao de pMONG68081 (figura. 1) e pMONG8080 (figura. 2) respecti-
vamente.
[00118] Para clonar a transferase de fosfopanteteinila de Moritella
marina (Mm-ppt), as sequéncias de nucleotideos do ppt de Shewanella
SCRC-2738 (SEQ ID NO:18), o ppt de C. psychrerythraea, e o ppt de S.
oneidensis MR-1 foram alinhados para identificar a regido mais conser-
vada dessas sequéncias. Uma regido de sequéncia de nucleotideos
conservada no So-ppt (bps 425 —635 de SEQ ID NO: 2) e Cp-ppt (bps
389 — 596 de SEQ ID NO: 4) foi identificada por esse alinhamento e
sequéncia nessa regiao foi escolhida para gerar sondas usando-se DNA
gendmico de C. psychrerythraea e S. oneidensis MR-1 como DNAs de
modelo e os iniciadores abaixo:
Shewanella F1 taggtgtcgatattgagcggg (SEQ ID NO: 13)
Shewanella R1 tcaaaggcaaaggattttaac (SEQ ID NO: 14)
Colwellia F1 tcggttgtgatgttgaaaatac (SEQ ID NO: 15)
Colwellia R1 ttaaaactaaaatcagcgagt (SEQ ID NO: 16).
[00119] Sondas marcadas com digoxigenina foram geradas usando-
se o kit de PCR DIG Probe Synthesis (Roche) de acordo com o proto-
colo dos fabricantes para 30 ciclos de 30 s cada a 94°C, 55 °C, e 65°C
seguido por uma incubacéo de 7 min a 65°C e incubacéo subsequente
a 4°C. As sondas marcadas com digoxigenina foram usadas em uma
hibridizacdo de Southern para sondar sequéncias homologas em DNA
gendmico total de M. marina com S. oneidensis MR-1 e C.
psychrerythraea como controles positivos. A hibridizacao foi realizada a
30°C usando-se DIG Easy Hyb (Roche) de acordo com o protocolo do
fabricante. O filtro foi lavado duas vezes usando-se 0,5 x SSC, 0,1% de

SDS a temperatura ambiente. Sondas marcadas com Dig foram

Peticéo 870230096900, de 01/11/2023, pag. 57/78



47160

visualizadas usando-se a Anti-Digoxigenin-AP, fragmentos de Fab e la-
vagem Dig e conjunto de tamp&o de bloqueamento (Roche) de acordo
com o protocolo dos fabricantes.

[00120] Os sinais mais fortes oriundos do DNA de M. marina DNA
foram obtidos usando-se a sonda de Colwellia. Em alguns casos esses
sinais coincidiam com sinais fracos obtidos a partir de DNA de M. ma-
rina usando-se a sonda de Shewanella.

[00121] Com base na experiéncia de hibridizacdo Southern, diges-
tos de Bglll e Pstl de DNA de M. marina foram escolhidos para clonar
os fragmentos de hibridizacdo. DNA gendmico total foi digerido com
Bglll ou Pstl, foi fracionado pelo tamanho em um gel de agarose e o
fragmento de tamanho apropriado foi extirpado. Os fragmentos de DNA
foram purificados usando-se o kit Qiagen Gel Extraction (Qiagen, Va-
lencia, CA). Aliguotas de DNA fracionado foram realizadas em um gel
de agorose e foram manchadas sobre uma membrana de nailon (Ro-
che, Mannheim, Alemanha) usando-se um Turboblotter (Schleicher &
Schuell, Keene, NH), de acordo com o protocolo dos fabricantes. O
fragmento alvo foi identificado por uma hibridizacdo Southern usando-
se a sonda de Colwellia.

[00122] A fracao 5 de Bglll e a fragcado 4 de Pstl foram escolhidas
para gerar um biblioteca parcial em pSP72 (Promega, Madison, WI).
Essas bibliotecas foram transformadas em DH5a de Escherichia coli e
combinacgdes de clones foram divididos em aliquotas nas cavidades de
uma placa de 96 cavidades para o crescimento no periodo da noite.
Aliquotas de cultura foram giradas por rotacéao, o sobrenadante foi des-
cartado, e os péletes de célula foram ressuspensas em 10 ul de solu-
cdo de SDS a 10%. Os péletes de célula foram aquecidos por 1 min a
100°C e foram manchadas sobre membranas de nailon (Roche). DNA
foi desnaturado por incubacédo de 5 min em NaOH a 0,5 M, contendo

NaCl a 1,5 M, foi neutralizado por incubacdo de 5 min em Tris/HCI a
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0,5 M, pH 7,6 contendo NaCl a 1,5 M, foi lavado por 5 min em 2 x SSC,
e foi fixado por incubacdo com UV por 1 min em um Stratagene UV-
Stratalinker 2400 (Stratagene, La Jolla, CA) de acordo com o protocolo
dos fabricantes. O blot foi sondado com a sonda de ppt de Colwellia.
Sinais positivos foram rastreados para a cavidade de origem e uma
aliquota oriunda daquelas cavidades foi laminada a fim de se obter co-
I6nias simples. Aquelas colbnias simples foram inoculadas em 250 l
de LB contendo 100 mg/l de carbampicilina. Células foram desenvolvi-
das e o procedimento de hibridizagdo descrito acima foi repetido para
identificar cavidades contendo clones positivos simples. Clones positi-
vos foram desenvolvidas e DNA de plasmidio foi isolado e foi digerido
com Bglll, Pvull, Pstl, ou Sall. Esses digestos foram usados em uma
hibridizacao Southern para confirmar clones positivos. Nesse ponto to-
dos os clonres restantes demonstraram ser positivos.

[00123] Trés dos clones finais (dois clones de Bglll e um clone de
Pstl) foram escolhidos para andlise de sequéncia de DNA. Andlise de
bioinformatica da sequéncia completa revelou que o clone de Pstl con-
tinha apenas um Mm-ppt parcial, enquanto os clones de Bglll conti-
nham um quadro de leitura aberto completo. A sequéncia de DNA com-
pleta de todos os trés clones foram montados em um contig. Um clone
de Bglll foi escolhido para outras experiéncias de clonagem
(PMON96400). A sequéncia de aminoacidos putativa do Mm-ppt é
mostrada na SEQ ID NO: 5 se o cédon de partida € TTG (chamado de
Mm-ppt longo). Um cdédon de partida alternativo usando-se Met é en-
contrado em aminoacido 43 de SEQ ID NO: 5 (fornecendo um polipep-
tideo chamado de Mm-ppt curto SEQ ID NO: 7). A sequéncia de acidos
nucléicos de Mm-ppt longa € SEQ ID NO: 6. A sequéncia de &cidos
nucléicos de Mm-ppt curta € mostrada na SEQ ID NO: 8. Uma compa-
racdo do relacionamento de aminoéacido das Ppts da invencédo é mos-

trada na Tabela 1.

Peticéo 870230096900, de 01/11/2023, pag. 59/78



49/60

Tabela 1: Sequéncia de aminoacidos identidade de transferases de fos-

fopanteteinila

Colwellia Shewanella | Schewanella
psychrerythraea | SCRC 2738 | oneidensis MRI

Moritella marina 60,9% 31,5% 30,0%
(long)

Colwellia 32,4% 33,5%
psychrerythraea

Shewanella 46,6%
SCRC 2738
Exemplo 2

Expressdo de Sequéncias de transferase de fosfopanteteinila em Es-

cherichia coli

[00124] Para demonstrar funcionalidade das ppts descrita no Exem-
plo 1, os genes de sintase de policetideo de Moritella marina (PKS) fo-
ram clonados nos vetores de Novagen pDUET (EMD, Biosciences,
Darmstadt, Alemanha), um conjunto de 4 vetores de expressao de E.
coli compativeis. Esse PKS consiste em 4 polipeptideos codificados pe-
los &cidos nucléicos orf5 (SEQ ID NO: 20), orf6 (SEQ ID NO: 22), orf7
(SEQ ID NO: 24) e orf8 (SEQ ID NO: 26), que sao descritos como orf6,
orf7, orf8, e orf9 na patente U.S. n° 6.140.486, respectivamente. Os ve-
tores de expressao pMON94547 (Orf5 e Orf6) (figura 3), pPMON94544
(Orf7) (figura 4) e pMON94534 (Orf8) (figura 5) foram construidos
usando-se 3 dos vetores de pDUET. O quarto vetor de pDUET foi usado
para a expressao de ppt.

[00125] Para se obter um PKS enzimaticamenete ativo, o produto de
expressdo de Orf5 exige pantetenilacdo, que € catalisado pela Ppt.
Cada uma das ppts bacterianas foi clonada em pACYC-DUET-1. A
construcdo de pMON68081 e pMONG68080 € descrita no Exemplo 1. Si-
milarmente as duas diferentes ppts de M. marina putativas, Mm-ppt
curta ou Mm-ppt longa, foram clonadas na mesma base de vetor como

a Colwellia e as ppts de Shewanella ppts para fornecer pMON68084
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(figura 6) e pMONG68085 (figura 7), respectivamente. O iniciador de Mm-
ppt longo PCR® (SEQ ID NO: 27) mudou a partida de TTG putativa em
um ATG. Cada ppt € entdo expressa juntamente com genes de PKS de
M. marina em E. coli, é incubada por 24 h, e as células de E. coli liofili-
zadas séo metiladas diretamente com acido sulfurico/metanol, e os és-
teres de metila de acido gaxo sédo analisados quanto ao teor de EPA e

DHA por cromatografia gasosa. Os resultados sdo mostrados abaixo na

Tabela 2.
Tabela 2
Combinacéo de gene DHA produzido
PKS apenas N&ao
PKS + Mm-ppt longa Sim
PKS + Mm-ppt curta Sim
PKS + So-ppt Sim
PKS + Cp-ppt Sim
PKS - Orf8 + Cp-ppt N&ao

[00126] Co-expressdo do PKS de Moritella marina completa com
qgualquer uma das transferases de fosfopanteteinila testadas em E. coli
resultou no acumulo de DHA, enquanto expressao do PKS de M. marina
sem co-expressao de uma Ppt ndo resultou em acumulo de DHA. Coe-
xpressdo da Cp-ppt com um PKS incompleto (perdendo Orf8) também
nao resultou em acumulo de DHA. Esses resultados demonstram que
todas as PPTs testadas pantotenilavam o PKS de M. marina resultando
na formacéao de um complexo de multiplas enzimas ativas.

[00127] Foi demonstrado que Orf7 (Orf8 na patente U.S. 6.140.486)
controla o comprimento de cadeia no produto final de PKSs de producgéo
de PUFA. O PKS de Shewanella putrefaciens produz EPA. Nas experi-
éncias em E. coli contendo o grupo de PKS de S. putrefaciens, um mu-
tante de delecéo de orf7 produziu DHA quando complementado com

orf7 de Moritella marina. A Ppt usada para ativar o PKS n&o muda o
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produto, portanto, as Ppts dessa invencdo sdo usadas para produzir
EPA quando combinadas com um PKS produtor de EPA e DHA quando
combinado com um PKS produtor de DHA.

Exemplo 3
Expressao de Sequéncias de transferase de fosfopanteteinila em Plantas

[00128] Para demonstrar a capacidade do PKS de M. marina, inclu-
indo a ppt de M. marina, para sintetizar DHA em plantas, varios pacotes
de expresséao de planta foram gerados. Os genes para orf5-8 foram mo-
dificados para a expressado em plantas dicotileddneas. E conhecido que
sequéncias de codificacdo de proteina enddgena ndo podem expressar
bem em plantas (a patente U.S. 5.880.275, aqui incorporada por refe-
réncia). Portanto, usando-se as sequéncias de polipeptideos de PKS
nativas para Orfs5-8 (SEQ ID NOS: 19, 21, 23, e 25), sequéncias de
polinucleotideos de codificacdo de proteina artificial foram projetadas e
foram construidas por 1) uso de uma "codon usage bias" similar aquele
de proteinas de soja altamente expressas, e por 2) remoc¢ao de elemen-
tos de desestabilizacdo de RNA anteriormente caracterizados e conhe-
cidos como afetando estabilidade de mRNA na planta (a patente U.S.
5.880.275) e por introducdo de uma sequéncia de Kozak antes do cédon
de partida de ATG (Joshi e outros, 1997). As sequéncias de polinucleo-
tideos modificadas resultantes codificam polipeptideos idénticos na se-
guéncia para dar os polipeptideos nativos.

[00129] O vetor binario pMON97063 (figura 8) contém os pacotes de
expressao para orf5 (modificado por cédon, SEQ ID NO: 28) (sob o con-
trole do promotor de FMV.35S-enh com o lider de L-Ph.DnaK) e Mm-ppt
curta (SEQ ID NO: 8) (sob o controle do promotor de CaMV35S-enh e o
lider de L-CaMV35S). Esse vetor porta o gene de Bar como marcador
selecionavel. O vetor binario pMON94563 ( figura 9) foi gerado por clo-
nagem dos pacotes de expressao para orfé (modificado por cédon, SEQ
ID NO: 29) (sob o controle do promotor de CaMV35S-enh com o lider
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de L-CaMV35S) orf7 (modificado por codon, SEQ ID NO: 30) (sob o
controle do promotor de FMV35S-enh com o lider de L-Ph.DnaK), e orf8
(modificado por codon, SEQ ID NO: 31) (sob o controle do promotor
CaMV35S-enh com o lider de L-CaMV35S). pMON94563 porta 0 mar-
cador de CP4 que prové resisténcia a glifosato. O vetor binario
PMON97066 (figura 10) contém o mesmo pacote de expressdo que
pPMON94563, mas com o pacote de orf7 precedente do pacote de orf6
ao invés do seguinte dele. Todos os contructos eram sequéncia varifi-
cada por sequenciagcao de DNA.

[00130] Os pares de vetor binario pMON97063 e pMON94563 ou
PMON97063 e pMON97066 s&o contransformados em Arabidopsis tha-
liana usando-se transformacdo mediada por Agrobacterium. Plantas
sao regeneradas e material de folha das plantas de R1 Arabidopsis e
semente de R2 dessas plantas € analisada quanto a composicao e teor
de acido graxo.

[00131] Para gerar um vetor binario de multiplos genes simples que
colheita todos os 4 genes de PKS e a ppt o vetor binario de baixo nu-
mero de copias pMONB3934 foi digerido com Hindlll e Notl e foi ligado
com um poliligador que consiste em oligdmeros MCS-3 (SEQ ID NO:
32) e MCS-4 de DNA (SEQ ID NO: 33). O vetor resultante foi designado
PMONG68091. Os pacotes de expresséo para orf6, orf7, orf8 e o marca-
dor selecionavel de CP4 foram extirpados por digesto de Hindlll/BsiWI
de pMON94563 e ligado no pMONG68091 digerido por Hindlll/BsiWI. O
vetor binéario resultante é digerido com Ascl e BsiWI e é ligado com pa-
cotes de expressao contendo orf5 e Mm-ppt de pMON97063 extirpado
por digesto de BsiWI/Ascl. O vetor binario resultante, pMON96401 (fi-
gura 11), é transformado por meio de transformacdo mediada por
Agrobacterium em Arabidopsis thaliana e soja. Plantas sao regeneradas
e material de semente e folha oriundos dessas plantas séo analisados

guanto a composicéao e teor de acido graxo.

Peticéo 870230096900, de 01/11/2023, pag. 63/78



53/60

[00132] Eventos 48 R1 contendo pMON96401 foram gerados em
Arabidopsis. Semente R2 maduro oriundo desse estudo foi analisado
por cromatografia gasosa. 9 dos 48 eventos analisados produziram DHA
(Tabela 3).

Tabela 3: DHA content of pMON96401-contendo seed

Evento Construcao Geracao DHA
AT_G3764 pMON96401 R2 0,07
AT_G3756 pMON96401 R2 0,05
AT_G3732 pMON96401 R2 0,04
AT_G3737 pMON96401 R2 0,03
AT_G3730 pMON96401 R2 0,03
AT_G3740 pMON96401 R2 0,03
AT_G3728 pMON96401 R2 0,02
AT_G3750 pMON96401 R2 0,02
AT_G3748 pMON96401 R2 0,02

Controle variedade 0

[00133] Caracterizacao molecular de 4 eventos contendo DHA de R2
Arabidopsis transformado com semente de pMON96401 sao represen-
tados na Tabela 4. Os dados demonstram que eventos que produziam
DHA eram positivos para a presenca dos 5 transgenes como determi-
nado por ensaio de ponto final TagMan ® (Applied Biosystems, Foster
City, CA)

Tabela 4: Presenca de gene de pMON96401 de Arabidopsis
Amostra DHA PKS5 |PKS-Ppt| PKS6 PKS7 PKS8

Controle 0 neg neg neg neg neg

At_G3748 0,02 POS POS POS POS POS

At_G3756 0,04 POS POS POS POS POS

At_G3764 0,04 POS POS POS POS POS
At_G3764 0,07 POS POS POS POS POS
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[00134] Na geracdo R3 de semente de Arabidopsis pMON96401, o
fendtipo persistia com uma faixa de 0,025-0,1% de DHA por cromato-
grafia gasosa. O pico de cromatografia gasosa foi confirmado como
DHA por cromatografia gasosa/tempo de espectrometria de massa de
vO0o com 0Oleo de peixe como um padrao.

[00135] Para a expresséao especifica de semente do PKS de Mori-
tella marina, os genes modificados por cdédon ou nativos sédo clonados
como pacotes de expressao de gene simples usando-se promotores
especificos de semente tais como p7Sa, p7Sa’, Arcelin-5, USP88, pNa-
pin, pFAE ou pOleosin. Subsequente esses pacotes de expressao sao
montados para combinar todos 0s cinco genes em um vetor binario
simples usando-se um vetor binario de baixo niumero de copias tal
como pMONB83934 como vetor de base. Os vetores de cinco genes
resultantes (cada um deles colhendo todos os quatro genes de PKS
mais o pacote de expressao de ppt) podem conter os pacotes de ex-
pressdo em ordem ou orientacdo variavel em relacdo entre si. Esses
vetores sdo transformados em soja e a semente de soja resultante sédo
analisadas quanto a composicao e teor de acido graxo.

[00136] Um exemplo de um vetor de multiplos gene para a expres-
sdo especifica de semente do PKS de M. marina e ppt de M. marina
segue. Pacotes de expressédo para a expressao especifica de semente
do PKS aumentado por cédon de dicot e genes de ppt sdo montados
como descritos na Tabela 5. Os pacotes de expressdo sdao montados
na orientacdo de cabeca para o cauda resultando na formacao de
pPMON78528 (figura 12). Esse vetor binario é transformado em soja e
Arabidopsis usando-se transformacdo mediada por Agrobacterium e a
semente resultante sdo analisadas quanto a composicao e teor de
acido graxo.

Tabela 5: Pacotes de expressado especificos de semente para PKS de
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M. marina.
Promotor GOl 3'UTR
napin Mm-ppt short napin 3'
(SEQ ID NO: 35) (SEQ ID NO:34) (SEQ ID NO:36)
Arcelin 5 Orfl (SEQ ID NO:30) Arcelin 5 3'
7Sa' Orf6 (SEQ ID NO:29) 7Sa' 3
7Sa Orf8 (SEQ ID NO:31) nos 3'
USP88 Orf5 (SEQ ID NO:28) Adrl2

[00137] Para demonstrar a capacidade do PKS de M. marina, junta-
mente com a ppt de M. marina, para sintetizar DHA em milho, varios
pacotes de expressdo de planta sao gerados. Os genes para orfs 5-8
e uma ppt sdo modificados para a expressao em planta monocotiled6-
nea. E conhecido que sequéncias de codificacdo de proteina néo en-
dogenas ndo podem expressar bem em plantas (a patente U.S.
5.880.275, aqui incorporada por referéncia). Portanto, usando-se as
sequéncias de polipeptideos de Ppt e de Orf nativas anteriormente
descritas, sequéncias de polinucleotideos de codificagdo de proteina
artificial sdo projetadas e sdo construidas por 1) uso de uma "codon
usage bias" similar aquele de proteinas de milho altamente expressas,
e por 2) remocéao de elementos de desestabilizacdo de RNA anterior-
mente caracterizados e conhecidos por afetar a estabilidade de mRNA
em planta (a patente U.S. 5.880.275). As sequéncias de polinucleoti-
deos modificadas resultantes codificam polipeptideos idénticos na se-
guéncia aos polipeptideos nativos. Explantes transformados sao obti-
dos atavés de transformacdo mediada por Agrobacterium tumefaciens
para vetores contendo as sequéncias de polinucleotideos modificadas.
Plantas s&o regeneradas a partir de tecido transformado. As plantas
desenvolvidas em estufa sdo entdo analisadas quanto a gene de niveis
de expressdo de interesse bem como composi¢cao oleosa, incluindo
DHA ou EPA.
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Exemplo 4
Clonagem de sequéncias de sintase de policetideo

[00138] Oito genes de sintase de policetideo candidatos foram clo-
nadas oriundos de 2 espécies. As sequéncias de aminoacidos deduzi-
das de genes de PKS de M. marina (SEQ ID NOS: 19, 21, 23 e 25)
foram usados para buscar base de dados disponiveis para novos genes
de sintase de policetideo in Shewanella oneidensis (ATCC # 700550) e
Colwellia psychrerythreae (ATCC # BAA-681). S. oneidensis acumula
EPA enquanto C. psychrerythreae acumila DHA. Com base nisso, acre-
ditava-se que a producédo de PUFA production nessas bactérias resul-
tassem de um mecanismo de PKS. A busca forneceu um conjunto de 4
genes de PKS candidatos a partir de cada bactéria. Usando-se técnicas
de clonagem por PCR, esses genes foram clonadas em TOPO vetores
de clonagem, a sequéncia verificada e subclonada em vetores de de
expressao de Duet (vide Tabela 6). Expressao do orf5 de S. oneidensis
juntamente com os orf6, orf7, orf8, e ppt de M. marina em E. coli de-
monstrou resultar na formacéo de até 0.2% de DHA como determinado
por cromatografia gasosa, confirmando a funcéo prevista do orf5 de S.
oneidensis. Similarmente, a funcédo de cada gene listado na Tabela 6 é
confirmada por expressao com os genes de PKS de M. marina em E.
coli ou por expressao do gene de PKS completo oriundo de Shewanella
ou Colwellia ou uma combinacao das duas espécies em E. coli. Alterna-
tivamente a funcdo € demonstrada em plantas.

Tabela 6: Vetores de expresséao de E. coli para genes de PKS de She-

wanella e de Colwellia.

Organismo Designacao Vetor de

fonte de gene expressao de E. coli

Shewanella oneidensis orf5 SEQ ID NO: 37 | pMON108255

Shewanella oneidensis orf6 SEQ ID NO: 38 | pMON108256

Shewanella oneidensis orf7 SEQ ID NO: 39 | pMON108258
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orf6 SEQ ID NO: 42

Organismo Designacéo Vetor de
fonte de gene expressao de E. coli

Shewanella oneidensis orf 8 SEQ ID NO: 40 | pMON108259
Moritella marina orf6 SEQ ID NO: 22 | pMON108252
Shewanella oneidensis orf5 SEQ ID NO: 37
Colwellia psychrerythreae | orf5 SEQ ID NO: 41 | pMON108267
Colwellia psychrerythreae | orf7 SEQ ID NO: 43 | pMON108269
Colwellia psychrerythreae | orf8 SEQ ID NO: 44 | pMON108270
Colwellia psychrerythreae | orf5 SEQ ID NO: 41 | pMON108268

Referéncias
[00150]

As referéncias listadas abaixo s&o incorporadas aqui por re-

feréncia na medida que elas suplementam, explicam, provéem uma
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REIVINDICACOES

1. Polinucleotideo, caracterizado pelo fato de que consiste
em uma sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 6 ou 8, sendo que
a referida sequéncia de nucleotideos é operacionalmente ligada a um
promotor heterologo.

2. Construcdo de DNA, caracterizada pelo fato de que
compreende um polinucleotideo, como definido na reivindicacao 1.

3. Construcdo de DNA, de acordo com a reivindicacao 2,
caracterizada pelo fato de que o promotor é funcional em uma célula
procariotica.

4. Construcdo de DNA, de acordo com a reivindicagéao 2,
caracterizada pelo fato de que o promotor € funcional em uma célula
eucariotica.

5. Construcdo de DNA, de acordo com a reivindicacao 4,
caracterizada pelo fato de que o promotor é funcional em uma célula de
planta.

6. Construcdo de DNA, de acordo com a reivindicacao 5,
caracterizada pelo fato de que o promotor é um promotor melhorado
para semente.

7. Micro-organismo transgénico, caracterizado pelo fato de
que é transformado com uma construcdo de DNA, como definida na
reivindicacao 2.

8. Micro-organismo transgénico de acordo com a
reivindicacao 7, caracterizado pelo fato de que compreende ainda uma
molécula de DNA de SEQ ID NO: 20.

9. Micro-organismo transgénico, de acordo com a
reivindicacéo 7, caracterizado pelo fato de que € uma célula fangica ou
bacteriana.

10. Método de producdo de comida ou alimento,

caracterizado pelo fato de que compreende as etapas de:
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(a) obtencdo da planta transgénica compreendendo um
polinucleotideo como definido na reivindicagdo 1 ou uma parte da
mesma; e

(b) producéo da dita comida ou alimento a partir da mesma.

11. Método, de acordo com a reivindicacao 10, caracterizado
pelo fato de que a comida ou alimento é Oleo, silagem, farelo, gréo,
amido, farinha ou proteina.

12. Método de producéo de acido docosaexaendico ou acido
eicosapentaendico, caracterizado pelo fato de que compreende as
etapas de:

(a) expressdo nas sementes de uma planta que compreende uma
molécula de DNA que codifica sintase de policetideo um
polinucleotideo selecionado do grupo que consiste em: (i) uma
sequéncia de polinucleotideos como definida na reivindicacéo 1,
(i) um polinucleotideo de SEQ ID NO: 2, e (iii) um polinucleotideo
de SEQ ID NO: 4, para produzir 4cido docosaexaenoico ou acido
eicosapentaenoico e; e

(b) obtencdo do acido docosaexaenoico ou acido eicosapentaenoico

a partir da dita semente.
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FIG. 7
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FIG. 8
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FIG. 9
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FIG. 11
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FIG. 12
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