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DESCRIPCION

Células de plantas y plantas que sintetizan un almidén con una viscosidad final incrementada.

La presente invencion se refiere a células de plantas y plantas que estan modificadas genéticamente, conduciendo
la modificacion genética a la reduccién de la actividad de las proteinas SSIII y BEI y BEII en comparacién con célu-
las plantas correspondientes, de plantas de tipo salvaje que no han sido modificadas genéticamente. Adicionalmente,
la presente invencion se refiere a medios y métodos para la generacion de tales células de plantas y plantas. Dichas
células de plantas y plantas sintetizan un almidén modificado que se caracteriza porque tiene un contenido de ami-
losa de al menos 30% y un contenido de fosfato que estd incrementado en comparacién con el almidén de plantas
correspondientes de tipo salvaje que no han sido modificadas genéticamente y que tienen una viscosidad final en el
analisis RVA que estd incrementada respecto a la técnica anterior y/o una distribuciéon modificada de cadenas laterales
y/o una fuerza de gel incrementada en el Analizador de Textura y/o una morfologia modificada del granulo y/o un
tamafio medio modificado del granulo. La presente invencién se refiere también por tanto al almidén sintetizado por
las células de plantas y plantas de acuerdo con la invencidn, y a métodos para producir este almidén.

Teniendo en cuenta la importancia creciente que se asigna actualmente a los constituyentes de plantas como mate-
rias primas renovables, una de las tareas de la investigacion biotecnoldgica es intentar una adaptacién de estas materias
primas vegetales a los requerimientos de la industria transformadora. Con objeto de hacer posible el uso de materias
primas renovables en tantos campos de aplicaciéon como sea posible, es adicionalmente necesario llegar a sustancias
muy diversas.

El polisacarido almidén es un polimero de unidades quimicamente uniformes, las moléculas de glucosa. Sin em-
bargo, el mismo adquiere la forma de una mezcla muy compleja de formas diferentes de moléculas que difieren con
respecto a su grado de polimerizacién y a la existencia de ramificaciones de las cadenas de glucosa. El almidén no es
por consiguiente una materia prima uniforme. Se distingue entre dos componentes quimicamente diferentes del almi-
dén, amilosa y amilopectina. En las plantas tipicas utilizadas para produccién de almidén, tales como, por ejemplo,
maiz, trigo o patata, el almidén de amilosa da cuenta de aproximadamente el 20%-30% y el almidén de amilopecti-
na de aproximadamente 70%-80% del almidén sintetizado. La amilosa se ha considerado desde hace mucho tiempo
como un polimero lineal constituido por monémeros de a-D-glucosa unidos por enlaces glicosidicos a-1,4. Sin em-
bargo, estudios mas recientes han demostrado la presencia de puntos de ramificacién glicosidicos @-1,6 (aprox. 0,1%)
(Hizukuri y Takagi, Carbohydr. Res. 134, (1984), 1-10; Takeda et al., Carbohydr. Res. 132, (1984), 83-92).

Estin disponibles diversos métodos para determinar el contenido de amilosa. Algunos de estos métodos estdn
basados en la capacidad de fijacién de yodo de la amilosa, que puede determinarse potenciométricamente (Banks
& Greenwood, en W. Banks & C.T. Greenwood, Starch and its components (pp. 51-66), Edimburgo, Edimburgh
University Press), amperométricamente (Larson et al., Analytical Chemistry 25(5), (1953), 802-804) o espectrofo-
tométricamente (Morrison & Laignelet, J. Cereal Sc. 1, (1983), 9-20). El contenido de amilosa puede determinarse
también calorimétricamente por medio de medidas DSC (calorimetria de barrido diferencial) (Kugimiya & Donovan,
Journal of Food Science 46, (1981), 765-770; Sievert & Holm, Starch/Stirke 45(4), 1993, 136-139). Adicionalmente,
es posible determinar el contenido de amilosa mediante el uso de cromatografia SEC (cromatografia de exclusion
de tamafios) del almidén nativo o desramificado. Este método ha sido recomendado en particular para determinar el
contenido de amilosa de almidones modificados genéticamente (Gérard et al., Carbohydrate Polymers 44, (2001), 19-
27).

En contraste con la amilosa, la amilopectina exhibe un grado mayor de ramificacién y tiene aproximadamente
4% de puntos de ramificacién producidos por la existencia de enlaces glicosidicos a-1,6 adicionales. La amilopectina
constituye una mezcla compleja de cadenas de glucosa con patrones de ramificacién diferentes. Otra diferencia impor-
tante entre amilosa y amilopectina es su peso molecular. Mientras que la amilosa, dependiendo del origen del almidén,
tiene un peso molecular de 5 x 10° - 10° Da, el peso molecular de la amilopectina esta comprendido entre 107 y 10% Da.
Las dos macromoléculas pueden distinguirse sobre la base de su peso molecular y sus diferentes propiedades fisico-
quimicas, y la forma mas simple de visualizar esto es por sus diferentes propiedades de fijacién de yodo.

Ademéds de la relacién amilosa/amilopectina y el contenido de fosfato, las propiedades funcionales del almidén se
ven afectadas notablemente por el peso molecular, el patrén de distribucién de cadenas laterales, el contenido i6nico,
el contenido de lipidos y proteinas, el tamafio medio del granulo y la morfologia del granulo y andlogos. Propiedades
funcionales importantes que pueden mencionarse en este contexto son solubilidad, el comportamiento de retrograda-
cidn, la capacidad de fijacion de agua, las propiedades de formacién de pelicula, la viscosidad, las propiedades de
gelatinizacion, la estabilidad congelacién-descongelacion, la estabilidad a los 4cidos, la fuerza de gel y andlogas. El
tamafio del granulo puede ser también importante para diversas aplicaciones.

Los técnicos expertos recurren frecuentemente a diferentes métodos para determinar las propiedades de gelatini-
zacidn, uno de los cuales es la viscosidad final. Dependiendo del método utilizado, en particular los valores absolutos,
pero también los valores relativos, pueden diferir entre una y la misma muestra de almidén. Un método rdpido y eficaz
para analizar las propiedades de gelatinizacion es el andlisis RVA. Dependiendo de la eleccién de los pardmetros y el
perfil de temperatura en el andlisis RVA, se obtienen diferentes perfiles de RVA para una y la misma muestra. Debe
mencionarse que en algunos casos se utilizaron perfiles diferentes en la técnica anterior mencionada mds adelante en
esta memoria cuando se determinaron las propiedades de gelatinizacion.
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Una revisién acerca de especies de plantas diferentes con una reduccioén de las enzimas participantes en la bio-
sintesis del almidén puede encontrarse en Kossmann y Lloyd (2000, Critical Reviews in Plant Sciences 19(3), 171-
126).

Hasta la fecha, se han descrito plantas en las cuales se ha reducido la actividad de una proteina SSIII (Abel et al.,
1996, The Plant Journal 10(6), 9891-991; Lloyd et al., 1999, Biochemical Journal 338, 515-521) o la actividad de una
proteina BEI (Kossmann et al., 1991, Mol. Gen Genet. 230, 39-44); Safford et al., 1998, Carbohydrate Polymers 35,
155-168, o la actividad de una proteina BEII (Jobling ef al., 1999, The Plant Journal 18, o la actividad de una proteina
BEI y una proteina BEII (Schwall et al., 2000, Nature Biotechnology 18, 551-554; WO 96/34968), o la actividad
de una proteina BEI y una proteina SSIIT (WO 00/08184). En las plantas en las que se ha reducido la actividad de
una proteina SSIII, se observa un cambio relativo de las cadenas laterales de amilopectina desde cadenas més largas
a cadenas mas cortas (Lloyd et al., 1999, Biochemical Journal 338, 515-521), un contenido 70% mayor de fosfato,
ausencia de cambios en el contenido de amilosa (Abel et al., 1996, The Plant Journal 10(6), 9891-991) y una viscosidad
final reducida en el andlisis RVA (Abel, 1995, PhD Thesis at the Freie Universitit, Berlin) en comparacién con plantas
correspondientes de tipo salvaje. En tales plantas, que se describen también en WO 00/08184, puede observarse en el
almidén aislado un aumento de 197% en el contenido de fosfato, un aumento de 123% en el contenido de amilosa y
una viscosidad final en el andlisis RVA que disminuye hasta el 76% de la viscosidad del tipo salvaje, en comparacién
con las plantas de tipo salvaje no transformadas. Ademads, la fuerza de gel del almidén en cuestion disminuye hasta el
84% del tipo salvaje.

El andlisis espectrofotométrico por el método de Morrison & Laignelet (1983, J. Cereal Sc. 1, 9-20) revela un
contenido de amilosa de hasta un maximo de 89,14% (correspondiente a 344% del tipo salvaje) y un contenido de
fosfato de almidén que corresponde a hasta un maximo de 522% del contenido de fosfato del almidén aislado a partir
de plantas de tipo salvaje correspondientes en plantas con una actividad reducida tanto de una proteina BEI como de
una proteina BEIIL. El andlisis RVA revela un valor de viscosidad final en estos almidones que se incrementa hasta
un méaximo de 237%. Ademds, la morfologia modificada del granulo en los granulos de almidén aislados de dichas
plantas se distingue por el hecho de que los granulos tienen grandes hendiduras en el centro del granulo en cuestién
cuando se examinan al microscopio bajo luz polarizada.

Como resultado, el técnico experto estd familiarizado con células de plantas y plantas y almidones sintetizados por
las mismas que tienen un contenido incrementado de amilosa y fosfato pero cuya viscosidad final en el andlisis RVA
estd incrementada en no mds que hasta un méaximo de 256% en comparacién con las plantas de tipo salvaje que no se
han modificado genéticamente. Hasta la fecha no se han alcanzado viscosidades finales mayores en el andlisis RVA. Sin
embargo, esto seria deseable, dado que tienen que emplearse menos s6lidos de almidén, por ejemplo cuando se utiliza
un almidén de este tipo como espesante, agente gelificante o aglomerante, con objeto de alcanzar el efecto deseado.
Esto permite por ejemplo la reduccién de la cantidad de aditivos en alimentos humanos y piensos para animales, en
productos para cuidado de la salud y en cosméticos. Seria posible también emplear cantidades menores de almid6n
cuando se utiliza un almidén de este tipo en colas, conduciendo a costes reducidos por ejemplo en la fabricacion,
verbigracia, de papel, cartulina y cartén aislante.

La presente invencién estd basada por tanto en el objeto de proporcionar células de plantas, plantas y almidén a
partir de células de plantas o plantas adecuadas con un contenido incrementado de amilosa y un contenido incremen-
tado de fosfato y, en el andlisis RVA, una viscosidad final que estd incrementada al menos en un 270% y/o una fuerza
de gel incrementada del almidén gelatinizado y/o una morfologia modificada del granulo.

Este objeto se consigue proporcionando las realizaciones especificadas en las reivindicaciones de patente.

Un primer aspecto de la presente invencion se refiere por tanto a una célula de planta que estd modificada ge-
néticamente, conduciendo la modificacién genética a la reduccién de la actividad de una o mas protefnas SSIII que
existen endégenamente en la célula de la planta y a la reduccion de la actividad de una o més proteinas BEI que
existen endégenamente en la célula de la planta y a la reduccion de la actividad de una o mds proteinas BEII que
existen enddgenamente en la célula de la planta en comparaciéon con células de plantas correspondientes, de plan-
tas de tipo salvaje, que no han sido modificadas genéticamente, mientras que las células de las plantas modificadas
genéticamente sintetizan un almidén modificado, que después de gelatinizacion de una suspension al 6% en agua,
forma un gel con una fuerza de gel que estd incrementada al menos en un 300% en comparacién con la fuerza de
gel del almidén extraido de células de plantas correspondientes, de plantas de tipo salvaje, que no se han modificado
genéticamente.

En este contexto, la modificacién genética puede ser cualquier modificacién genética que conduzca a una reduccién
de la actividad de una o mds proteinas SSIII que existen endégenamente en la célula de la planta y a una reduccién
de la actividad de una o mds proteinas BEI que existen endégenamente en la célula de la planta y a la reduccién de la
actividad de una o mds proteinas BEII que existen endégenamente en la célula de la planta en comparacién con células
de plantas correspondientes, de plantas de tipo salvaje, que no se han modificado genéticamente.

Para los propdsitos de la invencion, la modificacion genética puede abarcar por ejemplo la generacién de células
de plantas de acuerdo con la invencidn sometiendo uno o mds genes a mutagénesis. El tipo de mutacion es irrelevante
con tal que el mismo conduzca a una reduccion de la actividad de una proteina SSIII y/o una proteina BEI y/o una
proteina BEIL. En conexién con la presente invencion, el término “mutagénesis” debe entenderse con el significado de
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cualquier tipo de mutacién, tal como, por ejemplo, deleciones, mutaciones puntuales (sustituciones de nucleétidos),
inserciones, inversiones, conversiones de genes o translocaciéon de cromosomas.

En este contexto, la mutacion puede generarse utilizando agentes quimicos o radiacidn de alta energia (por ejemplo
rayos X, o radiacién de neutrones, radiacién gamma, o radiacién UV). Agentes que pueden emplearse para generar
mutaciones inducidas quimicamente, y las mutaciones generadas de este modo por la accién de los mutidgenos en
cuestion, se describen, por ejemplo, por Ehrenberg y Husain, 1981, (Mutation Research, 86, 1-113), Miiller, 1972
(Biologisches Zentralblatt 91(1), 31-48). La generacién de mutantes de arroz utilizando rayos gamma, metanosulfo-
nato de etilo (EMS), N-metil-N-nitrosourea o azida de sodio (NaN3) se describe, por ejemplo, en Jauhar y Siddiq
(1999), Indian Journal of Genetics, 59 (1), 23-28), en Rao (1977, Cytologica 42, 443-450), Gupta y Sharma (1990),
Oryza 27,217-219) y Satoh y Omura (1981, Japanese Journal of Breeding 31(3), 316-326). La generacidon de mutantes
de trigo utilizando NaNj o hidrazida maleica se describe en Arora ef al. (1992, Anals of Biology 8(1), 65-69). Una
revision acerca de la generacién de mutantes de trigo utilizando tipos diferentes de radiacion de alta energia y agentes
quimicos se da en Scaraszia-Mugnozza et al. (1993, Mutation Breeding Review 10, 1-28). Svec et al. (1998, Cereal
Research Communications 26(4), 391-396) describe el uso de N-etil-N-nitrosourea para generacién de mutantes en
trigo hibrido. El uso de MMS y radiacién gamma para generacién de mutantes de mijo se describe en Shashidhara et
al. (1990, Journal of Maharashtra Agricultural Universities 15(1), 20-23).

La generacion de mutantes en especies de plantas cuya propagacion es predominantemente vegetativa fue descrita
por ejemplo para patatas que producen un almidén modificado (Hovenkamp-Hermelink et al. (1987) Theoretical and
Applied Genetics 75, 217-221) y para hierbabuena con un rendimiento incrementado de aceite/calidad modificada del
aceite (Dwivedi et al., 2000, Journal of Medicinal and Aromatic Plant Sciences 22, 460-463). Todos estos métodos son
adecuados en principio para generacion de las células de plantas de acuerdo con la invencién y el almidén producido
por ellas.

Mutaciones en los genes relevantes, en particular en genes que codifican una proteina BEI y/o una proteina BEII
y/o una proteina SSIII, pueden identificarse con ayuda de métodos conocidos por los técnicos expertos. Pueden em-
plearse en particular andlisis basados en hibridaciones con sondas (transferencia Southern), la amplificacién por medio
de la reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR), la secuenciacién de las secuencias genémicas en cuestion, y la in-
vestigacion de sustituciones individuales de nucleétidos. Un método de identificacién de mutaciones con ayuda de
patrones de hibridacién es, por ejemplo, la investigacidon de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccién
(RFLP) (Nam et al., 1989, The Plant Cell 1, 699-705; Leister y Dean, 1993, The Plant Journal 4(4), 745-750). Un
ejemplo de un método basado en PCR es el andlisis de polimorfismos de longitud de fragmentos amplificados (AFLP)
(Castiglioni et al., 1998, Genetics 1949, 2039-2056; Meksem et al., 2001, Molecular Genetics and Genomics 265,
207-214; Meyer et al., 1998, Molecular and General Genetics 259, 150-160). El uso de fragmentos amplificados es-
cindidos con ayuda de endonucleasas de restriccion (secuencias polimérficas escindidas amplificadas, CAPS) puede
utilizarse también para identificacién de mutaciones (Konieczny y Ausubel, 1993, The Plant Journal 4, 403-410; Jarvis
et al., 1994, Plant Molecular Biology 24, 685-687; Bachem et al., 1996, The Plant Journal 9(5), 745-753). Métodos
para determinacién de SNPs han sido descritos, inter alia, por Qi et al. (2001, Nucleic Acids Research 29(22), e116)
Drenkard et al. (2000, Plant Physiology 124, 1483-1492) y Cho et al. (1999, Nature Genetics 23, 203-207). Méto-
dos que son particularmente adecuados son aquéllos que permiten analizar un gran nimero de plantas en un tiempo
breve respecto a mutaciones en genes especificos. Un método de este tipo, conocido como TILLING (direcciona-
miento de lesiones locales inducidas en genomas) ha sido descrito por McCallum et al. (2000, Plant Physiology 123,
439-442).

El uso de todos estos métodos es adecuado en principio para los propdsitos de la presente invencion.

Hoogkamp et al. (2000, Potato Research 43, 179-189) han aislado mutantes estables de patata que contienen
un almidén exento de amilosa. Estas plantas ya no sintetizan enzima activa para una almidén-sintasa fijada a los
granulos (GBSS I). Después de someter estas plantas a otra mutagénesis, pueden seleccionarse aquéllas que tienen
adicionalmente mutaciones en los genes que estdn implicados en la biosintesis del almidén. De este modo podrian
generarse plantas que sintetizan almidén con caracteristicas mejoradas. Utilizando el método adecuado, es también
posible identificar y aislar las células de plantas de acuerdo con la invencién que producen un almidén de acuerdo con
la invencion.

Ademds, las células de plantas de acuerdo con la invencién pueden generarse también con ayuda de transposones
homélogos, es decir transposones que estdn presentes naturalmente en las células de las plantas en cuestiéon. Una
descripcion detallada de este método se da mds adelante en esta memoria.

La totalidad de los métodos arriba mencionados son adecuados en principio para generacion de células de plantas
de acuerdo con la invencién y el almidén modificado sintetizado por ellas. La presente invencion se refiere también por
tanto a métodos para generacion de células de plantas modificadas genéticamente que sintetizan un almidén modifica-
do, caracterizdndose este almidén por el hecho de que tiene un contenido de amilosa de al menos 30%, porque tiene
un contenido incrementado de fosfato en comparacion con el almidén de las células de plantas de tipo salvaje corres-
pondientes que no han sido modificadas genéticamente y porque tiene una viscosidad final incrementada en el andlisis
RVA en comparacién con el almidén de las plantas de tipo salvaje correspondientes que no han sido modificadas
genéticamente.
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Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere a métodos para generar una célula de planta que sintetiza un
almidén modificado, que comprenden la modificacién genética de la célula de la planta, conduciendo la modificacién
genética a la reduccién de la actividad de una o mds proteinas SSIII que existen enddgenamente en la célula de la
planta y a la reduccion de la actividad de una o més proteinas BEI que existen endégenamente en la célula de la planta
y a la reduccién de la actividad de una o mds proteinas BEII que existen endégenamente en la célula de la planta,
en comparacion con células de plantas correspondientes, de plantas de tipo salvaje, que no han sido modificadas
genéticamente.

Otro aspecto adicional de la presente invencion se refiere a métodos para generar una planta modificada genética-
mente que sintetiza un almidén modificado, en los cuales

a) se genera una célula de planta como se ha descrito arriba;
b) se regenera una planta a partir de, o utilizando, la célula de la planta generada de acuerdo con a); y
¢) en caso apropiado, se generan plantas adicionales a partir de la planta generada de acuerdo con el paso b).

En conexién con la presente invencion, el término “modificado genéticamente” significa que la informacién gené-
tica de la célula de planta est4 alterada.

En este contexto, se observa una reduccion de la actividad de una o mds proteinas SSIII que existen endégenamente
en la célula de la planta y una reduccién de la actividad de una o méas proteinas BEI que existen endégenamente en
la célula de la planta y una reduccién de la actividad de una o mas proteinas BEII que existen endégenamente en la
célula de la planta en las células de las plantas de acuerdo con la invencién en comparacion con células de plantas
correspondientes, de plantas de tipo salvaje, que no han sido modificadas genéticamente.

Las modificaciones genéticas para generar las células de plantas de acuerdo con la invencién pueden realizarse
simultdneamente o en pasos consecutivos. En este contexto, cada modificacién genética puede conducir a la reduccién
de la actividad de una o mas proteinas SSIII y/o una o mds proteinas BEI y/o una o més proteinas BEII. El material
de partida puede ser, o bien plantas de tipo salvaje o células de plantas de tipo salvaje en las cuales no se ha realizado
modificacién genética previa alguna a fin de reducir la actividad de una o mas proteinas SSIII y/o una o mas proteinas
BEI y/o una o mas proteinas BEII, o bien células de plantas o plantas modificadas genéticamente en las cuales la
actividad de una o mas proteinas SSIII y/o una o mas proteinas BEI y/o una o mas proteinas BEII ha sido ya realizada
por modificacién genética. Si dichas plantas (células de plantas) genéticamente modificadas constituyen el material de
partida, las modificaciones genéticas que se llevan a cabo subsiguientemente se refieren preferiblemente sélo en cada
caso a la actividad de una o mas proteinas cuya actividad no ha sido reducida todavia (SSIII, BEI o BEII).

Por ejemplo, se observa una reduccion de la expresion de uno o mas genes SSIII que existen endégenamente en la
célula de la planta y una reduccién de la expresion de uno o mds genes BEI que existen endégenamente en la célula de
la planta y una reduccién de la expresion de uno o mds genes BEII que existen endégenamente en la célula de la planta
y/o una reduccion en cada caso de la actividad de una o més de las proteinas arriba mencionadas que existen en la
célula de la planta en las células de las plantas modificadas genéticamente de acuerdo con la invencién en comparacién
con células de plantas, de plantas de tipo salvaje, que no han sido modificadas genéticamente.

Para los propdsitos de la presente invencidn, el término “reduccién de la actividad” se refiere a una reduccién de
la expresion de genes end6genos que codifican proteinas SSIII, BEI y/o BEII, y/o una reduccién de la cantidad de
proteina SSIII, BEI y/o BEII en las células y/o una reduccién de la actividad enzimadtica de las proteinas SSIII, BEI
y/o BEII en las células.

Lareduccién de la expresion puede determinarse por ejemplo por medida de la cantidad de transcritos que codifican
las proteinas SSIII, BEI o BEII, por ejemplo por andlisis mediante transferencia Northern o RT-PCR. Una reduccién
significa preferiblemente, en este contexto, una reduccion de la cantidad de transcritos de al menos 50%, en particular
al menos 70%, preferiblemente al menos 85%, y de modo especialmente preferible al menos 95% en comparacién con
células correspondientes que no han sido modificadas genéticamente.

La reduccion de la cantidad de proteinas SSIII, BEI y/o BEII que da como resultado una actividad reducida de
estas proteinas en las células de las plantas en cuestién puede determinarse por ejemplo por métodos inmunoldgicos
tales como andlisis por transferencia Western, ELISA (ensayo de inmunosorbente unido a enzima) o RIA (radio-inmu-
noensayo). En este contexto, una reduccidn significa preferiblemente una reduccién de la cantidad de proteina SSIII,
BEI y/o BEII de al menos 50%, en particular al menos 70%, preferiblemente al menos 85% y de modo especialmente
preferible al menos 95% en comparacion con células correspondientes que no han sido modificadas genéticamente.

En conexién con la presente invencidn, la proteina SSIII se entiende con el significado de una clase de almidén-
sintasas solubles (ADP-glucosa-1,4-alfa-D-glucano-4-alfa-D-glucosiltransferasa; EC2.4.1.21). Las almidén-sintasas
solubles catalizan una reaccion de glicosilacién, en la cual los residuos glucosa del sustrato ADP-glucosa se transfie-
ren a cadenas de glucano con enlaces alfa-1,4, con formacién de un enlace alfa-1,4 (ADP-glucosa + {(1,4)-alfa-D-
glucosilo}(N) <=> ADP + {(1,4)-alfa-D-glucosilo }(N+)).
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Proteinas SSIII han sido descritas, por ejemplo, por Marshall et al. (The Plant Cell 8; (1996); 1121-1135), Li et
al. (2000, Plant Physiology 123, 613-624), Abel et al. (The Plant Journal 10(6); (1996); 981-991) y en WO 00/66745.
La estructura de las proteinas SSIII muestra frecuentemente una secuencia de dominios. En el término N, las protei-
nas SSIII tienen un péptido de sefial para el transporte a los pldstidos. Hacia el término C, esto va seguido por una
regién N-terminal, una regién especifica de SSIII y un dominio catalitico (Li et al., 2000, Plant Physiology 123, 613-
624). Andlisis ulteriores que se basan en alineaciones de secuencia primarias (http://hits.isb-sib.ch/cgi-bin/PESCAN),
revelaron que la proteina SSIII de patata tiene lo que se conoce como un dominio de fijacién de carbohidratos (CBM).
Este dominio (motivo Pfam cbm 25) comprende los aminoacidos 377 a 437 de la secuencia de la proteina SSIII de
patata que se muestra en SEQ ID No. 2. En conexién con la presente invencién, una proteina SSIII debe entenderse
por consiguiente con el significado de almidén-sintasas que tienen al menos 50%, preferiblemente al menos 60%, de
modo especialmente preferible al menos 70%, mds preferiblemente al menos 80% y en particular al menos 90% de
identidad con la secuencia que se muestra en SEQ ID No. 3.

El término homologia, o identidad, debe entenderse con el significado del nimero de aminoacidos coinciden-
tes (identidad) con otras protefnas, expresado en porcentaje. La identidad se determina preferiblemente por com-
paracién de la Seq. ID No. 3 con otras proteinas con ayuda de programas de ordenador. Si las secuencias que se
comparan entre si son de longitud diferente, la identidad debe determinarse de tal manera que el nimero de ami-
nodcidos que comparte la secuencia mds corta con la secuencia mds larga determina el porcentaje de identidad. La
identidad puede determinarse rutinariamente por medio de programas de ordenador conocidos que estdn disponi-
bles publicamente tales como, por ejemplo, ClustalW (Thompson et al., Nucleic Acids Research 22 (1994), 4673-
4680). ClustalW ha sido puesto a disposicion del publico por Julie Thompson (Thompson @EMBL-Heidelberg.DE) y
Toby Gibson (Gibson@EMBL-Heildelberg.DE), Laboratorio Europeo de Biologia Molecular, Meyerhofstrasse 1, D
69117 Heidelberg, Alemania. ClustalW puede descargarse andlogamente de diversas paginas de internet, entre otras
la IGBMC ((Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire, B.P.163, 67404 Illkirch Cedex, Francia;
ftp://ftpigbmc.u-strasbg.fr/pub/) y la EBI (ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/software/) y todas las paginas reflejadas en internet de
la EBI (European Bioinformatics Institute, Wellcome Trust Genome Campus, Hinxton, Cambridge CB10 1 SD, Reino
Unido).

Si se utiliza el programa de ordenador ClustalW, Versidn 1.8 para determinar la identidad entre, por ejemplo, la
proteina de referencia de la presente solicitud y otras protefnas, deben ajustarse los pardmetros siguientes: KTUPLE=1,
TOPDIAG=5, WINDOW=5, PAIRGAP=3, GAPOPEN=10, GAPEXTEND=0,05, GAPDIST=8, MAXDIV=40, MA-
TRIX=GONNET, ENDGAPS(OFF), NOPGAP, NOHGAP.

Una posibilidad de descubrir secuencias similares consiste en realizar buisquedas en bases de datos de secuencias.
En este caso, se introducen una o mas secuencias como lo que se conoce como una consulta. Esta secuencia de consulta
se compara luego con secuencias presentes en las bases de datos seleccionadas utilizando programas estadisticos
de ordenador. Tales consultas a las bases de datos (busquedas por rafagas) son conocidas por el técnico experto y
pueden realizarse en suministradores diferentes. Si, por ejemplo, se realiza una consulta a una base de datos en el
NCBI (National Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), deberian utilizarse los ajustes
estandar para la consulta de comparacién respectiva. Para comparaciones de secuencias de proteinas (blastp), estos
ajustes son: entrada limite = no activada; filtro = activado de baja complejidad; valor esperado = 10; tamafio de palabra
= 3; matriz = BLOSUMS62; costes de laguna: existencia = 11, extensién = 1. El resultado de una bisqueda de este tipo
es, entre otros pardmetros, el grado de identidad entre la secuencia consultada y las secuencias similares encontradas
en las bases de datos.

Asi, una proteina SSIII debe entenderse con el significado, en conexion con la presente invencién, de almidén-
sintasas que, cuando se utiliza al menos uno de los métodos arriba descritos para determinar la identidad con la se-
cuencia que se muestra en SEQ ID No. 3 tienen al menos 50%, preferiblemente al menos 60%, de modo especialmente
preferible al menos 70%, de modo mds preferible al menos 80% y en particular al menos 90% de identidad.

Para los propésitos de la presente invencion, el término gen SSIII debe entenderse con el significado de una
molécula de dcido nucleico (DNA, cDNA, RNA) que codifica una proteina SSIII, preferiblemente de patata. Moléculas
de 4cido nucleico que codifican una proteina SSIII han sido descritas para una diversidad de especies de plantas tales
como, por ejemplo, patata (Abel et al., The Plant Journal 10(6); 1996; 981-991), trigo (WO 00/66745, Li et al., 2000,
Plant Physiology 123, 613-624; Genbank Acc. No AF258608; Genbank Acc. No AF258609), maiz (Gao et al., 1998,
Plant Cell 10 (3), 399-412; Genbank Acc. No AF023159), Vignia (Genbank Acc. No AJ225088), arroz (Genbank Acc.
No AY100469; Genbank Acc. No AF43291) y Arabidopsis (Genbank Acc. No AC007296).

Para los propdsitos de la presente invencion, el término “enzima ramificadora” o “proteina BE” (@-1,4-glucano:a-
1,4-glucan-6-glicosiltransferasa, E.C.2.4.1.18) debe entenderse con el significado de una proteina que cataliza una
reaccion de transglicosilacion en la cual los enlaces a-1,4 de un donante de @-1,4-glucano se hidrolizan y las cadenas
de a-1,4-glucano liberadas en este proceso se transfieren a una cadena aceptora de a-1,4-glucano, en donde aquéllas
se convierten en enlaces a-1,6.

El término “proteina BEI” debe entenderse, para los propdsitos de la presente invencién, con el significado de una
enzima ramificadora de isoforma I (enzima ramificadora = BE). La proteina BEI se deriva preferiblemente de plantas
de patata. En este contexto, la terminologia de isoformas estd basada en la nomenclatura propuesta por Smith-White
y Preiss (Smith-White and Preiss, Plant Mol. Biol. Rep. 12, (1994), 67-71, Larsson et al., Plant Mol. Biol. 37, (1998),
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505-511). Esta nomenclatura supone que todas las enzimas que tienen un mayor grado de homologia (identidad) al
nivel de aminoécidos con la proteina BEI de maiz ((GenBank Acc. No. D11081; Baba et al., Biochem. Biophys. Res.
Commun. 181 (1), (1991), 87-94; Kim et al. Gene 216, (1998), 233-243) que con la proteina BEII del maiz (GenBank
Acc. No. AF072725, U65948) se consideran como enzimas ramificadoras de isoforma I, abreviadas como proteinas
BEL

El término “proteina BEII”” debe entenderse con el significado, para los propdsitos de la presente invencion, de una
enzima ramificadora de isoforma II (enzima ramificadora = BE). Esta enzima procede preferiblemente de plantas de
patata. En conexidén con la presente invencidn, se hard referencia a todas las enzimas que, al nivel de aminodcidos,
tienen un mayor grado de homologia (identidad) con la proteina BEII del maiz (GenBank Acc. No. AF072725) que
con la proteina BEI del maiz (GenBank Acc. No. D11081, AF072724), como proteina BEII.

El término “gen BEI” debe entenderse, para los propésitos de la presente invencion, con el significado de una
molécula de 4cido nucleico (cDNA, DNA), que codifica una “proteina BEI”, preferiblemente una proteina BEI de
plantas de patata. Tales moléculas de dcido nucleico han sido descritas para un gran nimero de plantas, por ejemplo
para maiz ((Genbank Acc. No. D 11081, AF 072724), arroz (Genbank Acc. No. D11082), guisante (Genbank Acc.
No. X80010) y patata. Diversas formas del gen BEI, o la proteina BEI, de patata han sido descritas, por ejemplo, por
Khoshnoodi et al., Eur. J. Biochem. 242 (1), 148-155 (1996), Genbank Acc. No. Y 08786 y por Kossmann ef al., Mol.
Gen. Genet. 230, (1991), 39-44). En las plantas de patata, el gen BEI se expresa predominantemente en los tubérculos
y en un grado mucho menor en las hojas (Larsson et al., Plant. Mol. Biol. 37, (1998), 505-511).

El término “gen BEII” debe entenderse, para los propésitos de la presente invencion, con el significado de una
molécula de dcido nucleico (por ejemplo cDNA, DNA) que codifica una “proteina BEII”, preferiblemente una proteina
BEII de plantas de patata. Tales moléculas de dcido nucleido han sido descritas para un gran niimero de plantas, por
ejemplo para patata (GenBank Acc. No. AJ000004, AJO11888, AJO11889, AJ011885, AJ011890, EMBL GenBank
A58164), maiz (AF 072725, U65948), cebada (AF064561), arroz (D16201) y trigo (AF 286319). En las plantas de
patata, el gen BEII se expresa predominantemente en los tubérculos y en un grado mucho menor en las hojas (Larsson
et al., Plant Mol. Biol. 37, (1998), 505-511).

El término “transgénico” debe entenderse, en la presente invencién, con el significado de que la informacién
genética de las células de plantas de acuerdo con la invencion se desvia de las células de plantas correspondientes que
no han sido modificadas genéticamente debido a la introduccién de una molécula de dcido nucleico extrafio o varias
moléculas de 4cido nucleico extrafio en la célula.

En una realizacién adicional de la presente invencion, la modificacién genética de la célula de planta transgénica de
acuerdo con la invencidn consiste en la introduccién de una o mas moléculas de acido nucleico extrafio cuya presencia
y/o expresion conduce a la reduccion de la actividad de las proteinas SSIII y BEI y BEII en comparacion con las células
de plantas correspondientes, de plantas de tipo salvaje, que no han sido modificadas genéticamente. Especificamente,
el término “manipulacién genética” debe entenderse con el significado de la introduccién de moléculas de acido
nucleico homdlogas y/o heterélogas y/o de moléculas de acido nucleico extrafio que se han sometido a mutagénesis
en una célula de planta, en donde dicha introduccién de estas moléculas conduce a la reduccidn de la actividad de una
proteina SSIII y/o una proteina BEI y/o una proteina BEII.

El término “molécula de dcido nucleico extraiio” o “moléculas de dcido nucleico extrafio” debe entenderse, para los
propdsitos de la presente invencion, con el significado de una molécula de este tipo que o bien no existe naturalmente
en las células de las plantas en cuestién, o que no existe naturalmente en las células de las plantas en la configuracién
espacial especifica, o que estd localizada en un sitio en el genoma de la célula de la planta en el cual la misma no se
encuentra naturalmente. La molécula de dcido nucleico extrafio es preferiblemente una molécula recombinante que se
compone de varios elementos cuya combinacidn, o configuracién espacial especifica, no existe naturalmente en las
células de las plantas.

La o las moléculas de 4cido nucleico extrafio que se utiliza o se utilizan para la modificacién genética pueden tomar
la forma de un constructo de 4cido nucleico hibrido o de varios constructos de 4cido nucleico separados; en particular
de lo que se conoce como constructos simples, dobles y triples. Asi pues, la molécula de 4cido nucleico puede ser, por
ejemplo, lo que se conoce como un “constructo triple”, que se entiende con el significado de un solo vector individual
para transformacion de plantas que contiene no sélo la informacioén genética para inhibir la expresiéon de uno o més
genes SSIII endégenos, sino también la informacién genética para inhibir la expresion de uno o mas genes BEI y de
uno o mds genes BEII, o cuya presencia, o expresion, conduce a la reduccién de la actividad de una o mds proteinas
SSIII, BEI y BEIL

En una realizacién adicional, la molécula de 4cido nucleico extrafio puede ser lo que se conoce como un ‘““constructo
doble”, que se entiende con el significado de un vector para transformacion de plantas que contiene la informacién
genética para inhibir la expresion de dos de los tres genes diana (gen SSIII, BEIL, BEII) o cuyas presencia, o expresion,
conduce a la solucién de la actividad de dos de las tres proteinas diana (proteinas SSIII, BEI, BEII). La inhibicién
de la expresion del tercer gen diana y/o la reduccion de la actividad de la tercera proteina diana se efectda, en esta
realizacion de la invencidn, con ayuda de una molécula de dcido nucleico extrafio separada que contiene la informacién
genética relevante para inhibir este tercer gen diana.
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En una realizacién adicional de la invencion, no es un constructo triple lo que se introduce en el genoma de la
célula de la planta, sino que se introducen varias moléculas de dcido nucleico extrafio diferentes, siendo una de estas
moléculas de 4cido nucleico extrafio, por ejemplo, una molécula de DNA que constituye, por ejemplo, un constructo
de cosupresion que efectiia una reduccién de la expresién de uno o mds genes SSIII endégenos, y siendo una molécula
de 4cido nucleico extrafio adicional una molécula de DNA que codifica, por ejemplo, un RNA antisentido que efectda
una reduccién de la expresién de uno o mds genes BEI y/o BEII endégenos. Cuando se construyen las moléculas de
acido nucleico extrafio, sin embargo, el uso de cualquier combinacién de constructos antisentido, de cosupresion, de
ribozima y de RNA bicatenario o mutagénesis in vivo que conduce a una reduccién simultanea de la expresién génica
de genes enddgenos que codifican una o més proteinas SSIII, BEI y BEII o que conduce a una reduccién simultdnea
de la actividad de una o mas proteinas SSIII, BEI y BEII, es también adecuado en principio.

Las moléculas de 4cido nucleico extrafio pueden introducirse en el genoma de la célula de la planta sea simulta-
neamente (‘“‘cotransformacién’) o bien una tras otra, es decir sucesivamente en momentos diferentes (“supertransfor-
macion”).

Las moléculas de acido nucleico extrafio pueden introducirse también en plantas individuales diferentes de una
misma especie. Esto puede dar lugar a plantas en las cuales se reduce la actividad de una proteina diana, o dos
proteinas diana, (BEI, BEII, SSIII). La hibridacién subsiguiente puede dar lugar luego a plantas en las cuales se ha
reducido la actividad de la totalidad de las tres proteinas diana.

En lugar de una célula de planta o planta de tipo salvaje, un mutante que se distingue por exhibir ya una actividad
reducida de una o més proteinas diana (BEI, BEII, SSIII) puede utilizarse ulteriormente para introducir una molécula
de 4cido nucleico extrafio o para generar las células de plantas o plantas de acuerdo con la invencién. Los mutantes
pueden tomar la forma de mutantes existentes espontdneamente o bien de mutantes que han sido generados por la
aplicacién especifica de mutagenos. Posibilidades de generacién de tales mutantes han sido descritas anteriormente
con mayor detalle.

Las células de plantas de acuerdo con la invencién y su almidén pueden generarse, o producirse, utilizando lo que se
conoce como mutagénesis de insercion (articulo de revision: Thorneycroft et al., 2001, Journal of Experimental Botany
52(361), 1593-1601). La mutagénesis de insercién debe entenderse con el significado, en particular, de la insercién de
transposones o lo que se conoce como DNA de transferencia (T-DNA) en un gen que codifica una proteina BEI y/o
proteina BEII y/o una proteina SSIII, reduciendo de este modo la actividad de dichas proteinas en la célula en cuestion.

Los transposones pueden tomar la forma de transposones que existen naturalmente en la célula (transposones en-
dégenos) o bien aquéllos que no existen naturalmente en dicha célula pero han sido introducidos en la célula por
medio de métodos recombinantes, tal como, por ejemplo, por transformacién de la célula (transposones heter6logos).
La modificacion de la expresion de los genes por medio de transposones es conocida por los técnicos expertos. Una
revision de la utilizacién de transposones enddgenos y heterélogos como herramientas en biotecnologia vegetal puede
encontrarse en Ramachandran y Sundaresan (2001, Plant Physiology and Biochemistry 39, 234-252). La posibilidad
de identificar mutantes en los cuales han sido desactivados genes especificos por mutagénesis de insercién de trans-
posones puede encontrarse en una revision realizada por Maes et al., (1999) Trends in Plant Science 4(3), 90-96). La
generacién de mutantes de arroz con ayuda de transposones endégenos ha sido descrita por Hirochika (2001, Current
Opinion in Plant Biology, 4, 118-122). La identificacion de genes de maiz con ayuda de retrotransposones endégenos
se expone, por ejemplo, en Hanley et al. (2000, The Plant Journal 22(4), 557-566). La posibilidad de generar mutantes
con la ayuda de retrotransposones y métodos para identificacién de mutantes se describen por Kumar e Hirochika
(2001, Trends in Plant Science 6(3), 127-134). La actividad de transposones heter6logos en diferentes especies ha sido
descrita tanto para plantas dicotiledéneas como para plantas monocotiledéneas, por ejemplo para arroz ((Greco et al.,
2001, Plant Physiology 125, 1175-1177; Liu et al., 1999, Molecular and General Genetics 262, 413-420; Hiroyuki et
al., 1999, The Plant Journal 19 (5), 605-613; Jeon and Gynheung, 2001, Plant Science 161, 211-219), cebada (2000,
Koprek et al., The Plant Journal 24 (2), 253-263), Arabidopsis thaliana (Aarts et al., 1993, Nature 363, 715-717, Sch-
midt y Willmitzer, 1989, Molecular and General Genetics 220, 17-24; Altmann et al., 1992, Theoretical and Applied
Genetics 84, 371-383; Tissier et al., 1999, The Plant Cell 11, 1841-1852), tomate (Belzile y Yoder, 1992, The Plant
Journal 2 (2), 173-179) y patata (Frey et al., 1989, Molecular and General Genetics 217, 172-177; Knapp et al., 1988,
Molecular and General Genetics 213, 285-290).

En principio, las células de plantas y plantas de acuerdo con la invencién, y el almidén producido por ellas,
pueden generarse, o producirse, con ayuda de transposones tanto homdlogos como heterélogos, incluyendo el uso
de transposones homoélogos también aquellos transposones que estdn ya naturalmente presentes en el genoma de la
planta.

La mutagénesis de insercién de T-DNA estd basada en el hecho de que ciertos segmentos (T-DNA) de plasmidos
Ti de Agrobacterium son capaces de integrarse en el genoma de las células de las plantas. El sitio de integracion en
el cromosoma de la planta no es fijo sino que puede tener lugar en cualquier posicién. Si el T-DNA se integra en un
segmento del cromosoma que constituye una funcién del gen, ello puede conducir a una modificacién de la expresion
génica y por tanto también a una actividad alterada de una proteina codificada por el gen en cuestion. En particular,
la integracién de un T-DNA en la regioén codificante de una proteina significa frecuentemente que la proteina en
cuestion ya no puede ser sintetizada en forma activa, o no puede serlo en absoluto, por la célula en cuestion. El uso
de inserciones de T-DNA para la generacion de mutantes ha sido descrito, por ejemplo, para Arabidopsis thaliana
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(Krysan et al., 1999, The Plant Cell 11, 2283-2290; Atipiroz-Leehan y Feldmann, 1997, Trends in genetics 13 (4),
152-156; Parinov y Sundaresan, 2000, Current Opinion in Biotechnology 11, 157-161) y arroz (Jeon y An, 2001, Plant
Science 161, 211-219; Jeon et al., 2000, The Plant Journal 22 (6), 561-570). Métodos para identificacién de mutantes
que han sido generados con ayuda de mutagénesis de inserciéon de T-DNA han sido descritos, entre otros, por Young
et al.,(2001, Plant Physiology 125, 513-518), Parinov et al. (1999, The Plant cell 11, 2263-2270), Thorneycroft et al.
(2001, Journal of Experimental Botany 52, 1593-1601), y McKinney et al. (1995, The Plant Journal 8 (4), 613-622).

En principio, la mutagénesis de T-DNA es adecuada para generar las células de las plantas de acuerdo con la
invencién y para producir el almidén producido por ellas.

En una realizacién adicional de la presente invencion, la presencia y/o la expresion de una o mds moléculas de
dcido nucleico extrafio conduce a la inhibicién de la expresién de genes endégenos que codifican proteinas SSIII,
proteinas BEI y proteinas BEIIL.

Las células de plantas de acuerdo con la invencion pueden ser generadas por diversos métodos con los cuales estd
familiarizado el técnico experto, por ejemplo por aquéllos que conducen a una inhibicién de la expresién de genes
endégenos que codifican una proteina SSIII, BEI o BEIIL. Dichos métodos incluyen, por ejemplo, la expresion de
un RNA antisentido correspondiente o un constructo de RNA bicatenario, la provisién de moléculas o vectores que
confieren un efecto de cosupresion, la expresion de una ribozima construida convenientemente que escinde especifi-
camente transcritos que codifican una proteina SSIII, BEI o BEII, o lo que se conoce como “mutagénesis in vivo”.
Ademds, la reduccién de la actividad de SSIII y/o BEI y/o BEII, en las células de las plantas puede efectuarse también
por la expresion simultdnea de moléculas de RNA de sentido y antisentido del gen diana especifico a reprimir, prefe-
riblemente el gen SSIII y/o BEI y/o BEIL. El técnico experto esta familiarizado con estos métodos. Ademads, es sabido
que la generacién en plantas de moléculas de RNA bicatenario de secuencias promotoras in trans puede conducir a
metilacién y desactivacion transcripcional de copias homoélogas de este promotor (Mette et al., EMBO J. 19, (2000),
5194-5201).

Otros métodos para reducir la actividad de proteinas se describen mds adelante en esta memoria.

Todos estos métodos estan basados en la introduccién de una o mas moléculas de acido nucleico extrafio en el
genoma de las células de las plantas.

Para inhibir la expresién génica por medio de tecnologia antisentido o de cosupresién es posible utilizar, por
ejemplo, una molécula de DNA que abarca la totalidad de la secuencia que codifica una proteina SSIII y/o BEI
y/o BEII que incluye cualesquiera secuencias flanqueantes que puedan estar presentes, o bien moléculas de DNA
que abarcan unicamente partes de la secuencia codificante, que deben ser suficientemente largas a fin de producir
un efecto antisentido, o efecto de cosupresion, en las células. Secuencias que son adecuadas tienen en general una
longitud minima no inferior a 15 pb, preferiblemente una longitud de 100-500 pb, y para inhibicién eficaz antisentido
o de cosupresion en particular secuencias que tienen una longitud superior a 500 pb.

Otra posibilidad que es adecuada para enfoques antisentido o de cosupresion es el uso de secuencias de DNA con
un alto grado de homologia con las secuencias endégenas que codifican las proteinas SSIII, BEI o BEII y que existen
enddgenamente en la célula de la planta. El grado minimo de homologia deberia exceder aproximadamente de 65%.
Debe preferirse el uso de secuencias con niveles de homologia de al menos 90%, en particular entre 95 y 100%.

El uso de intrones, es decir, regiones no codificantes de genes, que codifican proteinas SSIII, BEI y/o BEII es
también factible para conseguir un efecto antisentido o de cosupresion.

El uso de secuencias de intrones para inhibir la expresion génica de genes que codifican proteinas de la biosintesis
del almidén ha sido descrito en las solicitudes de patente internacional WO 97/04112, WO 97/04113, WO 98/37213,
y WO 98/37214. El técnico experto estd familiarizado con los métodos para conseguir un efecto antisentido y de
cosupresion. El método de inhibicién de cosupresion ha sido descrito, por ejemplo, en Jorgensen (Trends Biotechnol.
8 (1990), 340-344), Niebel et al., (Curr. Top. Microbiol. Immunol. 197 (1995) 91-103), Flavell et al. (Curr. Top.
Microbiol. Immunol. 197 (1995), 43-46), Palaqui y Vaucheret (Plant. Mol. Biol. 29 (1995), 149-159), Vaucheret et al.,
(Mol. Gen. Genet. 248 (1995), 311-317), de Borne et al. (Mol. Gen. Genet. 243 (1994), 613-621).

La expresion de ribozimas para reducir la actividad de enzimas especificas en las células es también conocida por
el técnico experto, y se describe, por ejemplo, en EP-B1 0321201. La expresion de ribozimas en células de plantas ha
sido descrita, por ejemplo, en Feyter et al. (Mol. Gen. Genet. 250, (1996), 329-338).

Ademads, la reduccién de la actividad de SSIII y/o BEI y/o BEII en las células de las plantas puede conseguirse
también por lo que se conoce como “mutagénesis in vivo”, donde un oligonucleétido hibrido RNA-DNA (“quime-
roplasto”) se introduce en las células por medio de células transformantes (Kipp, P.B., et al., Poster Session en el
“5th International Congress of Plant Molecular Biology”, 21-27 de septiembre de 1997, Singapur; R. A. Dixony C.J.
Amtzen, Informe de la Reunion sobre “Metabolic Engineering in Transgenic Plants”, Keystone Symposia, Copper
Mountain, CO, USA, TIBTECH 15, (1997), 441-447; Solicitud de Patente Internacional WO 9515972; Kren et al.,
Hepatology 25, (1997), 1462-1468; Cole-Strauss et al., Science 273, (1996), 1386-1389; Beetham et al., 1999, PNAS
96, 8774-8778).
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Parte del componente de DNA del oligonucléotido RNA-DNA es homdloga con una secuencia de dcido nucleico
de un gen endégeno SSIII, BEI y/o BEII, pero contiene una mutacién en comparacion con la secuencia de dcido nu-
cleico de un gen enddgeno SSIII, BEI y/o BEII o contiene una regién heteréloga que estd rodeada por las regiones
homélogas. Debido al apareamiento de bases de las regiones homodlogas del oligonucle6tido RNA-DNA y de la molé-
cula endégena de 4cido nucleico, seguido por recombinacién homoéloga, la regiéon de mutacién o heter6loga contenida
en el componente DNA del oligonucle6tido RNA-DNA puede transferirse al genoma de una célula de planta. Esto
conduce a una reduccién de la actividad de una o més proteinas SSIII, BEI y/o BEII.

Ademés, la reduccion de la actividad de SSIII y/o BEI y/o BEII en las células de las plantas puede estar causada
también por la expresion simultanea de moléculas de sentido y antisentido de RNA del gen diana especifico a reprimir,
preferiblemente el gen SSIII y/o BEI y/o BEIL.

Esto puede conseguirse por ejemplo por el uso de constructos quiméricos que contienen “repeticiones invertidas”
del gen diana respectivo o partes del gen diana. Los constructos quiméricos codifican moléculas de RNA de sentido y
antisentido del gen diana en cuestion. Los RNA de sentido y antisentido se sintetizan simultdneamente en las plantas
como una sola molécula de RNA, siendo posible que los RNA de sentido y antisentido estén separados uno de otro
por un espaciador y formen una molécula de RNA bicatenario.

Se ha demostrado que la introduccién de constructos de DNA con repeticiones invertidas en el genoma de las
plantas es un método sumamente eficaz para reprimir los genes correspondientes a los constructos de RNA con repeti-
ciones invertidas (Waterhouse et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, (1998), 13959-13964; Wang y Waterhouse, Plant
Mol. Biol. 43, (2000), 67-82; Singh et al., Biochemical Society Transactions vol. 28 parte 6 (2000), 925-927; Liu et
al., Biochemical Society Transactions vol. 28 parte 6 (2000), 927-929); Smith et al., (Nature 407, (2000), 319-320;
Solicitud de Patente Internacional WO 99/53050 A1). Secuencias de sentido y antisentido del o de los genes diana
pueden expresarse también por separado unas de otras por medio de promotores idénticos o diferentes (Nap, J-P er
al. 6° Congreso Internacional de Biologia Molecular de las Plantas, Quebec, 18-24 de junio de 2000; Poster S7-27,
Sesion S7).

La reduccién de la actividad de SSIII y/o BEI y/o BEII en las células de las plantas puede conseguirse también
por tanto mediante generacién de moléculas de RNA bicatenario de los genes SSIII y/o BEI y/o BEIL. A este fin, se
prefiere introducir, en el genoma de las plantas, repeticiones invertidas de moléculas de DNA de genes SSIII y/o BEI
y/o BEII o cDNAs, halldndose las moléculas de DNA a transcribir (gen SSIII, BEI o BEII o cDNA, o fragmentos de
estos genes o cDNAS) bajo el control de un promotor que gobierna la expresion de dichas moléculas de DNA.

Ademds, es sabido que la formacién de moléculas de DNA bicatenario de moléculas de DNA promotoras en las
plantas in trans puede conducir a metilacion y desactivacion transcripcional de copias homdlogas de estos promotores,
a los que se hace referencia en lo sucesivo en esta memoria como promotores diana (Mette et al., EMBO J. 19, (2000)
5194-5201).

Asi pues, es posible, por la via de la desactivacién del promotor diana, reducir la expresion génica de un gen diana
especifico (por ejemplo un gen SSIII, BEI o BEII) que se encuentra naturalmente bajo el control de este promotor
diana.

Esto significa que las moléculas de DNA que abarcan los promotores diana de los genes a reprimir (genes diana)
no se utilizan en este caso - en contraste con la funcidn original de los promotores en las plantas - como elementos de
control para la expresion de genes o cDNAs, sino como moléculas de DNA transcribibles en s{ mismas.

Para generar las moléculas de RNA promotor diana bicatenario en las plantas, donde las mismas pueden presentarse
en la forma de molécula de RNA horquilla, se prefiere utilizar constructos que contengan repeticiones invertidas
de las moléculas del DNA promotor diana, encontrdndose las moléculas del DNA promotor diana bajo el control
de un promotor que gobierna la expresién génica de dichas moléculas de DNA promotor diana. Estos constructos
se introducen subsiguientemente en el genoma de las plantas. La expresion de las repeticiones invertidas de dichas
moléculas de DNA promotor diana conduce a la formacién de moléculas de RNA promotor diana bicatenario en las
plantas (Mette et al., EMBO J. 19, (2000), 5194-5201). De este modo puede desactivarse el promotor diana.

La reduccién de la actividad de SSIII y/o BEI y/o BEII en las células de las plantas puede conseguirse también
por tanto por generaciéon de moléculas de RNA bicatenario de secuencias promotoras de los genes SSIII y/o BEI y/o
BEII. A este fin, se prefiere introducir, en el genoma de las plantas, repeticiones invertidas de las moléculas de DNA
promotor de los promotores SSIII y/o BEI y/o BEII, encontrandose las moléculas de DNA promotor diana a transcribir
(promotor SSIII, BEI y/o BEII) bajo el control de un promotor que gobierna la expresién de dichas moléculas de DNA
promotor diana.

El técnico experto conoce adicionalmente el modo de conseguir la actividad de una o mds proteinas SSIII, BEI y/o
BEII por expresion de derivados no funcionales, en particular mutantes trans-dominantes, de tales proteinas y/o por
expresion de antagonistas/inhibidores de dichas proteinas.

Antagonistas/inhibidores de tales proteinas abarcan por ejemplo anticuerpos, fragmentos de anticuerpos o mo-
léculas con caracteristicas de fijacion similares. Por ejemplo, se empled un anticuerpo citopldsmico scFv para la
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modulacién de la actividad de la proteina del fitocromo A en plantas de tabaco modificadas genéticamente (Owen,
Bio/Technology 10 (1992) 790-4; Revisién: Franken, E, Teuschel, U. y Hain, R., Current Opinion in Biotechnology
8, (1997), 411-416; Whitelam, Trends Plant Sci. 1 (1996), 268-272).

Promotores ttiles para la expresion de dcidos nucleicos que reducen la actividad de un gen diana son, por ejemplo,
el promotor del RNA del virus del mosaico de la coliflor 35S y el promotor ubiquitina del maiz para expresién
constitutiva, el promotor B33 del gen patatin (Rocha-Sosa et al., EMBO J. 8 (1989), 23-29), el promotor MCPI del
gen inhibidor de la metalocarbopeptidasa de la patata (Solicitud de Patente de Hungria HU9801674) o el promotor
GBSSI de la patata (Solicitud de Patente Internacional WO 92/11376) para expresion especifica del tubérculo en las
patatas, o un promotor que asegura la expresién tnicamente en tejidos fotosintéticamente activos, por ejemplo el
promotor ST-LS1 (Stockhaus et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84 (1987), 7943-7947; Stock-haus et al., EMBO J.
8 (1989), 2445-2451), el promotor Ca/b (véanse, por ejemplo, US 5656496, US 5639952, Bansal et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 89, (1992), 3654-3658) y el promotor Rubisco SSU (véanse, por ejemplo, US 5034322, US 4962028),
o bien, para expresion especifica en el endospermo, el promotor glutelina (Leisy et al., Plant Mol. Biol. 14, (1990),
41-50; Zheng et al., Plant J. 4, (1993), 357-366; Yoshihara et al., FEBS Lett. 383, (1996), 213-218), el promotor
Shrunken-1 (Werr et al.,, EMBO J. 4, (1985), 1373-1380), el promotor HMG del trigo, el promotor USP, el promotor
faseolina o promotores de genes zeina del maiz (Pedersen et al., Cell 29, (1982), 1015-1026; Quatroccio et al., Plant
Mol. Biol. 15 (1990) 81-93).

La expresion de la o las moléculas de acido nucleico extrafio es particularmente ventajosa en aquellos 6rganos de
las plantas que almacenan almidén. Ejemplos de tales 6rganos son el tubérculo de la planta de patata o los granos,
o endospermo, de las plantas de maiz, trigo o arroz. Esta es la razén por la cual se prefiere utilizar promotores que
confieren expresion en estos 6rganos.

Sin embargo, es también posible utilizar promotores que son activados tnicamente en un momento determinado
por factores externos (véase, por ejemplo, WO 93/07279). Promotores que pueden ser particularmente interesantes
en este contexto son los promotores de las proteinas del choque térmico, que permiten la induccién simple. Otros
que pueden ser [laguna] son promotores especificos de semillas tales como, por ejemplo, el promotor USP de Vicia
faba, que asegura la expresion especifica de semilla en vicia faba y otras plantas (Fiedler et al., Plant Mol. Biol. 22,
(1993), 669-679; Baumleim et al., Mol. Gen. Genet 225, (1991), 459-467). Pueden emplearse también adicionalmente
promotores especificos de frutos tales como, por ejemplo, los descritos en WO 91/01373.

Otro elemento que puede estar presente es una secuencia de terminacidn, que sirve para la terminacién correcta de
la transcripcion y para la adicién de una cola poli-A al transcrito, que se cree tiene una funcién en la estabilizacion de
los transcritos. Tales elementos se describen en la bibliografia (véase, por ejemplo, Gielen et al., EMBO J. 8 (1989),
23-29) y pueden sustituirse en caso deseado.

Las células de plantas transgénicas de acuerdo con la invencién sintetizan un almidén modificado cuyas propieda-
des fisico-quimicas, en particular el contenido de amilosa y la relacién amilosa/amilopectina, el contenido de fésforo,
el comportamiento de viscosidad, la fuerza de gel, el tamafio de granulo y/o la morfologia del granulo estan modifica-
das en comparacién con el almidén sintetizado en plantas de tipo salvaje de tal modo que el mismo es mds adecuado
para usos especificos.

La presente invencion se refiere también por tanto a una célula de planta modificada genéticamente de acuerdo con
la invencion, en particular a una célula de planta transgénica que sintetiza un almidén modificado.

Sorprendentemente, se ha encontrado que la composicién del almidén en las células de las plantas de acuerdo con
la invencién estd modificada de tal manera que el contenido de amilosa asciende como minimo a 30% y el contenido
de fosfato estd incrementado y la viscosidad final en el andlisis RVA estd incrementada en comparacién con el almidén
de las células de plantas procedentes de plantas correspondientes de tipo salvaje, de tal manera que este almidon es
mas adecuado para usos especificos.

En particular, los almidones de acuerdo con la invencién tienen la ventaja de que se gelatinizan completamente
en condiciones estdndar a pesar del contenido incrementado de amilosa. Esto mejora notablemente la procesabilidad
del almidén en comparacién con otros almidones que tienen un contenido incrementado de amilosa. Por tanto, no es
necesaria una temperatura incrementada o presion incrementada para la gelatinizacion del almidén de acuerdo con
la invencién. Esta es la razén por la cual el uso de aparatos especificos tales como, por ejemplo, hornos de chorro,
extrusores o autoclaves puede omitirse cuando se desdoblan estos almidones. Otra ventaja de los almidones de acuerdo
con la invencién es que, cuando se someten a procesamiento con rodillos calientes, pueden aplicarse a los tltimos en
forma de una suspension. Estos almidones con un contenido incrementado de amilosa se gelatinizarian cuando se
someten a este tipo de procesamiento, s6lo en una proporcién limitada, si acaso, y no serian susceptibles de aplicacién
a los rodillos en cuestion en la forma de una pasta o pelicula.

Los almidones de acuerdo con la invencidén son particularmente adecuados para todas las aplicaciones en las cuales
sean importantes la capacidad de espesamiento, las caracteristicas de gelificacion o las caracteristicas de fijacion de las
sustancias afladidas. El almid6n de acuerdo con la invencién es por tanto particularmente adecuado para la produccién
de alimentos tales como, por ejemplo, articulos horneados, comidas rdpidas, cremas, sopas, reposteria, chocolate,
helados, mezcla para rebozar pescado o carne, postres helados o bocadillos extruidos. Ademas, el almidén de acuerdo
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con la invencién es adecuado para la produccion de colas, para aplicaciones en procesamiento de tejidos, como aditivo
para materiales de construccidn, para aplicaciones en el campo de la nutricién animal, como aditivo para cosméticos
y en la fabricacién del papel.

El almidén que ha sido aislado a partir de células de plantas de acuerdo con la invencién es particularmente
adecuado para la produccién de almidén pregelatinizado.

Los almidones pregelatinizados son almidones fisicamente modificados que se producen predominantemente por
tratamiento termo-htimedo. En oposicién al almidén nativo, aquéllos forman dispersiones/pastas o geles con agua
fria, dependiendo de la concentracién del almidén pregelatinizado utilizado y en funcién del tipo de almidén uti-
lizado para producir el almidén pregelatinizado. Debido a estas caracteristicas, existen una serie de posibles apli-
caciones para los almidones pregelatinizados en la industria alimentaria y adicionalmente en muchos campos de la
industria. El uso de almidén pregelatinizado, al que se hace referencia también como almidén hinchable en frio, en
Iugar del almidén nativo tiene frecuentemente la ventaja de que los procesos de produccion pueden simplificarse y
acortarse.

La produccidn de, por ejemplo, postres instantdneos y crema instantdnea requiere almidones pregelatinizados que,
después de ser agitados en un liquido frio tal como, por ejemplo, agua o leche, formen geles consistentes en un pe-
riodo de tiempo breve como ocurre por ejemplo en el caso de una crema que requiere ebullicién. Estas exigencias no
son satisfechas por los almidones pregelatinizados comerciales producidos con almidén de trigo, almidén de patata o
almidon de maiz. Para obtener las caracteristicas arriba mencionadas, se requieren aditivos para el almidén pregelatini-
zado tales como gelatina, alginato, carragenano y/o sales inorgdnicas en el caso de los almidones pregelatinizados que
estan actualmente disponibles en el comercio. Esta adicion de lo que se conoce como adyuvantes no es necesaria por
ejemplo después de la produccion de almidones pregelatinizados utilizando los almidones de acuerdo con la invencién
que se aislan a partir de células de plantas de acuerdo con la invencién.

La presente invencién se refiere también a una célula de planta de acuerdo con la invencién con un almidén
modificado con morfologia del granulo modificada.

Para los propésitos de la presente invencion, el término morfologifa del granulo tiene por objeto hacer referencia
al tamafio y la estructura superficial de los granulos de almidén nativos. El almidén se almacena en los érganos de
almacenamiento tales como, por ejemplo, tubérculos, raices, embriones o endospermo de las plantas, como una estruc-
tura cristalina en forma granular. Los granulos de almidén en los cuales estdn retenidas estas estructuras granulares
después que el almidén ha sido aislado de las células de las plantas se conocen como almidén nativo. El tamafio medio
del granulo (determinado por el método que se describe mds adelante en esta memoria) del almidén nativo de acuerdo
con la invencién es notablemente menor que el del almidén nativo aislado de plantas de tipo salvaje. En la micrografia
electrénica de barrido (véanse las Figs. 4 y 5) puede verse con claridad que, sorprendentemente, los granulos de al-
midon nativo de acuerdo con la invencién tienen una superficie rugosa con muchos poros. En contraste, la estructura
superficial de los granulos de almidén nativos aislados de plantas de tipo salvaje, es predominantemente lisa y no
pueden apreciarse poros.

Tanto la presencia de granulos mas pequefios como la superficie rugosa con sus poros conducen al hecho de
que la superficie especifica de los granulos de almidén de acuerdo con la invencién es considerablemente mayor -
para igual volumen - que la superficie especifica de los granulos de almidén aislados de plantas de tipo salvaje. El
almidoén de acuerdo con la invencién es particularmente adecuado por tanto para uso como vehiculo para, por ejemplo,
saborizantes, sustancias farmacoldgicamente activas, sustancias prebidticas, microorganismos probiéticos, enzimas o
colorantes. Estos almidones son también particularmente adecuados para susustancias coagulantes y en la fabricacién
del papel.

Una posible aplicacién adicional para los almidones de acuerdo con la invencién es en el campo de la perforacion
para materias primas. Asi, cuando se perfora en busca de petréleo crudo, tienen que emplearse adyuvantes y/o lubri-
cantes que eviten el sobrecalentamiento del taladro o la columna de taladros. Debido a sus particulares propiedades
de gelatinizacion, el almidén de acuerdo con la invencidn es por tanto particularmente adecuado también para uso en
este campo.

La presente invencion se refiere también a una célula de planta de acuerdo con la invencién que contiene un
almidén modificado con un contenido de amilosa de al menos 30% y que tiene un contenido incrementado de fosfato
y una viscosidad final incrementada en el andlisis RVA en comparacion con el almidén correspondiente de células de
plantas, de plantas de tipo salvaje, que no han sido modificadas genéticamente.

En conexién con la presente invencion, el contenido de amilosa se determina por el método de Hovenkamp-
Hermelink et al. (Potato Research 31, (1988), 241-246) descrito mds adelante con mayor detalle para el almidén
de patata. Este método puede aplicarse también a almidones aislados de otras especies de plantas. Métodos para
aislamiento de almidones son conocidos por los técnicos expertos.

Para los propdsitos de la presente invencion, el “contenido de fosfato” de almidén hace referencia al contenido de
fosfato unido covalentemente en la forma de monoésteres fosfato del almidén.
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En conexién con la presente invencidn, el término “contenido incrementado de fosfato™ significa que el contenido
total de fosfato del fosfato unido covalentemente y/o el contenido de fosfato en la posicién C6 del almidén sintetizado
en las células de las plantas de acuerdo con la invencién estd incrementado, con preferencia al menos en un 270%,
m4s preferiblemente al menos en un 300%, y de modo especialmente preferible al menos en un 350% en comparacién
con el almid6n procedente de las células de plantas de las plantas de tipo salvaje correspondientes.

Para los propésitos de la presente invencion, el término “contenido de fosfato en la posicién C6” debe entenderse
que significa el contenido de grupos fosfato que estdn unidos al &tomo de carbono de la posicién “6” de los monémeros
de glucosa del almidén. En principio, las posiciones C2, C3 y C6 de las unidades de glucosa pueden estar fosforiladas
en el almidén in vivo. En conexién con la presente invencidn, la determinacién del contenido de fosfato en posicién C6
(= contenido de C6-P) puede realizarse por via de la determinacién de glucosa-6-fosfato por medio de un test visual-
enzimdtico (Nielsen ef al., Plant Physiol. 105, (1994), 111-117) (véase mds adelante).

En conexién con la presente invencidn, el término “contenido total de fosfato” del almidén hace referencia al
contenido de fosfato unido covalentemente en la posiciéon C-2, C-3 y C6 de las unidades de glucosa en la forma de
monoésteres fosfato del almidén. El contenido de no-glucanos fosforilados tales como, por ejemplo, fosfolipidos,
no estd comprendido dentro del término “contenido total de fosfato” de acuerdo con la invencién. Los no-glucanos
fosforilados deben por tanto eliminarse cuantitativamente antes de la determinacién del contenido total de fosfato.
Meétodos para separacion de los no-glucanos fosforilados (por ejemplo fosfolipidos) y el almidén son conocidos por el
técnico experto. Métodos para la determinacién del contenido total de fosfato son conocidos por los técnicos expertos
y se describen mds adelante en esta memoria.

En una realizacién adicional de la invencidn, las células de las plantas de acuerdo con la invencién sintetizan un
almidon que tiene un contenido de fosfato de 40-120 nmol, en particular 60-110 nmol, preferiblemente 80-100 C6-P
por mg de almidén en posicién C6 de los mondmeros de glucosa del almidén.

Un protocolo para la realizacién del andlisis RVA se describe adicionalmente a continuacién. Debe hacerse men-
cidn en particular al hecho de que el andlisis RVA de los almidones de patata opera frecuentemente con una suspension
de almidén al 8% (p/p). La documentacion incluida con el aparato “RVASuper 3” (instrucciones, Newport Scientific
Pty Ltd., Investment Support Group, Warried NSW2102, Australia) recomienda una suspension que contiene aproxi-
madamente 10% del almid6n para el andlisis del almidén de patata. Sorprendentemente, se ha encontrado en el caso
del almidoén de plantas de patata en relacion con la presente invencion, que no era posible utilizar una suspensién de
almidén al 8% (2 g de almidén en 25 ml de agua) para el andlisis, dado que la viscosidad final alcanzaba valores situa-
dos mds allé del alcance del aparato. Es por esto por lo que se emplearon tinicamente suspensiones de almidén al 6%
(1,5 g de almidén en 25 ml de agua) para el andlisis RVA en lugar de suspensiones de almidén al 8%. En conexién con
la presente invencidn, “viscosidad final incrementada en el andlisis RVA” debe entenderse por tanto con el significado
de un aumento de al menos 150%, especialmente al menos 200%, en particular al menos 250%, en comparacién con
las plantas de tipo salvaje que no han sido modificadas genéticamente. El aumento de las viscosidades finales se refiere
a suspensiones de almidén al 6% en este contexto.

En conexién con la presente invencion, debe entenderse adicionalmente que un almidén de patata significa uno
que tiene al menos 300 RVU, especialmente 400 RVU, y en particular 500 RVU de viscosidad final en el anélisis RVA
con un contenido de almidén del 6%. La determinacion de los valores RVU se expondrd en detalle mds adelante en
esta memoria.

En una realizacién preferida adicional, la presente invencion se refiere a células de plantas de cuerdo con la inven-
cién que sintetizan un almidén modificado que, después de gelatinizacion en agua, forma un gel con una fuerza de gel
incrementada en comparacién con un gel producido con almidén de células de plantas de tipo salvaje correspondientes
que no han sido modificadas genéticamente.

Para los propésitos de la presente invencion, el término “fuerza de gel incrementada” debe entenderse que significa
un aumento de la fuerza de gel con preferencia de al menos 300%, en particular al menos 500%, mds preferiblemente al
menos 700% y de modo especialmente preferible al menos 800%, hasta un maximo no mayor que 2000% o no mayor
que 1500% en comparacién con la fuerza de gel del almidén de células de plantas de tipo salvaje correspondientes que
no se han modificado genéticamente.

En conexién con la presente invencion, la fuerza de gel se determinara con ayuda de un Analizador de Textura en
las condiciones descritas mds adelante en esta memoria.

Para preparar los geles de almidon, la estructura cristalina del almidén nativo debe destruirse primeramente por
calentamiento en suspension acuosa con agitacién constante. Esto se realiz6 con la ayuda de un Visco-Analyser Rapid
(Newport Scientific Pty Ltd., Investment Support Group, Warriewod NSW2102, Australia). Como ya se ha mencio-
nado anteriormente en esta memoria, la suspensién de almidon al 8% se reemplazé por una suspension de almidén
solamente al 6% en el caso del almidén de plantas de patata, dado que las viscosidades finales de las suspensiones al
8% quedaban fuera del alcance de operacion del aparato. Para determinar la fuerza de gel, las suspensiones de almi-
doén gelatinizadas en el Visco-Analizador Rapid se guardaron durante cierto periodo de tiempo y se sometieron luego
a andlisis utilizando un Analizador de Textura. De acuerdo con ello, las suspensiones de almidon gelatinizado al 8%
se reemplazaron también por suspensiones de almidén gelatinizado al 6% para determinar la fuerza de gel.
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En una realizacién adicional de la presente invencién, el almidén modificado sintetizado en las células de las
plantas de acuerdo con la invencién se distingue no s6lo por un contenido incrementado de amilosa en comparacién
con el almidén de plantas de tipo salvaje correspondientes y un contenido de fosfato incrementado y una viscosidad
final incrementada en el andlisis RVA, sino también por una distribucién modificada de las cadenas laterales.

En una realizacion adicional, la presente invencion se refiere por tanto a células de plantas de acuerdo con la inven-
cién que sintetizan un almidén modificado, caracterizdndose el almidén modificado por una distribucién modificada
de las cadenas laterales. En una realizacién de la presente invencion, el término “distribucién modificada de las cade-
nas laterales” debe entenderse con el significado de una reduccién de la cantidad de cadenas laterales cortas con un
DP (= grado de polimerizacién) de 6 a 11 de al menos 10%, preferiblemente al menos 15%, en particular al menos
30%, y de modo especialmente preferible al menos 50% en comparacién con la cantidad de cadenas laterales cortas
con un DP de 6 a 11 de amilopectina procedente de plantas de tipo salvaje y/o un aumento en el contenido de cadenas
laterales cortas con un DP de 6 a 22 de al menos 5%, preferiblemente al menos 10%, en particular al menos 15% y de
modo especialmente preferible al menos 30% en comparacién con la cantidad de cadenas laterales cortas con un DP
de 16 a 22 de amilopectina procedente de plantas de tipo salvaje.

La cantidad de cadenas laterales cortas se determina por determinacion del porcentaje de una cadena lateral espe-
cifica en el total de todas las cadenas laterales. El total de todas la cadenas laterales se determina por determinacién
del 4rea total bajo los picos que representan los grados de polimerizacién de DP6 a 26 en el cromatograma HPLC. El
porcentaje de una cadena lateral particular en el total de todas las cadenas laterales se determina por determinacién
de la relacién del drea bajo el pico que representa esta cadena lateral en el cromatograma HPLC referido al area total.
Un programa que puede utilizarse para determinar las dreas de los picos es, por ejemplo, Chromelion 6.20 de Dionex,
EE.UU.

En una realizacién adicional de la presente invencion, el almidén modificado sintetizado en las células de las
plantas de acuerdo con la invencién se distingue no s6lo por un contenido incrementado de amilosa en comparacién
con el almidén de plantas de tipo salvaje correspondientes y un contenido incrementado de fosfato y una viscosidad
final incrementada en el andlisis RVA, sino también por un “perfil de cadenas laterales DP12 a 18” modificado y/o
por un “perfil de cadenas laterales DP19 a 24 modificado y/o por un “perfil de cadenas laterales 25 a 30” modificado
y/o por un “perfil de cadenas laterales DP37 a 42” modificados y/o por un “perfil de cadenas laterales DP62 a 123”
modificado.

En conexién con la presente invencion, el término “perfil de cadenas laterales DP12 a 18” modificado debe enten-
derse con el significado de una reduccién de la cantidad de cadenas laterales de amilopectina con un DP de 12 a 18
de al menos 25%, preferiblemente al menos 35%, de modo especialmente preferible al menos 45% y de modo muy
especialmente preferible al menos 55% en comparacién con la cantidad de cadenas laterales de amilopectina con un
DP de 12 a 18 de las plantas de tipo salvaje.

En conexidn con la presente invencion, el término “perfil de cadenas laterales DP19 a 24” modificado debe enten-
derse con el significado de una reduccién de la cantidad de cadenas laterales de amilopectina con un DP de 19 a 24 de
al menos 10%, preferiblemente al menos 20% y de modo especialmente preferible al menos 30% en comparacién con
la cantidad de cadenas laterales de amilopectina con un DP de 19 a 24 de las plantas de tipo salvaje.

En conexién con la presente invencion, el término “perfil de cadenas laterales DP 25 a 30” modificado debe
entenderse con el significado de una reduccién de la cantidad de cadenas laterales de amilopectina con un DP de 25 a
30 de al menos 5% en comparacién con la cantidad de cadenas laterales de amilopectina con un DP de 25 a 30 de las
plantas de tipo salvaje.

En conexién con la presente invencién, el término “perfil de cadenas laterales DP 37 a 42” modificado debe
entenderse con el significado de un aumento de la cantidad de cadenas laterales de amilopectina con un DP de 37 a 42
de al menos 5%, preferiblemente al menos 10% y de modo especialmente preferible al menos 15% en comparacién
con la cantidad de cadenas laterales de amilopectina con un DP de 37 a 42 de las plantas de tipo salvaje.

En conexién con la presente invencidn, el término “perfil de cadenas laterales DP 62 a 123” modificado debe
entenderse con el significado de un aumento de la cantidad de cadenas laterales de amilopectina con un DP de 72
a 123 de al menos 20%, preferiblemente de al menos 35%, de modo especialmente preferible de al menos 50% en
comparacion con la cantidad de cadenas laterales de amilopectina con un DP de 62 a 123 de las plantas de tipo salvaje.

El perfil de cadenas laterales se determina por determinacién del porcentaje de un grupo especifico de cadenas
laterales en el total de todas las cadenas laterales en el cromatograma GPC. A este fin, el drea total bajo la linea del
cromatograma GPC se divide en segmentos individuales, cada uno de los cuales representa grupos de cadenas laterales
de diferentes longitudes. Los segmentos seleccionados contienen cadenas laterales con el grado de polimerizacién
siguiente (DP = nimero de monémeros de glucosa en una cadena lateral): DP < 11, DP 12-18, DP 19-24, DP 25-30, DP
31-36, DP 37-42, DP 43-48, DP 49-55, DP 56-61 y DP 62-123. Para correlacionar el volumen de elucién con la masa
molecular, la columna GPC se calibra con patrones de dextrano (Fluka, Product #31430). Los dextranos utilizados,
su masa molecular asociada y los volimenes de elucién se muestran en Fig. 9. Utilizando el grafico de calibracién
resultante, el diagrama de elucién se muestra como una distribucién de pesos moleculares. Para determinar el peso
molecular de las cadenas laterales individuales, se asigné un peso molecular de 162 para la glucosa. El area total bajo
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la linea en el cromatograma GPC se asigna como 100% y el porcentaje de las dreas de los segmentos individuales se
calcula basdndose en el porcentaje del drea total.

En una realizacién adicional especialmente preferida, la amilopectina del almidén de acuerdo con la invencidn,
procedente de células de plantas de acuerdo con la invencidn o plantas de acuerdo con la invencion, exhibe una
cantidad incrementada de las cadenas laterales de amilopectina con un DP mayor que 123 en comparacién con la
cantidad de cadenas laterales con un DP mayor que 123 de la amilopectina de las plantas de tipo salvaje.

Las células de plantas de acuerdo con la invencidn pueden utilizarse para la regeneracion de plantas intactas.

Las plantas que pueden obtenerse por regeneracion de las células de plantas transgénicas de acuerdo con la inven-
cién son andlogamente materia objeto de la presente invencion.

Las células de plantas de acuerdo con la invencién pueden pertenecer a cualquier especie de plantas, es decir, a
plantas tanto monocotiledéneas como dicotiledéneas. Las mismas son preferiblemente células vegetales de plantas tti-
les en agricultura, es decir plantas que son cultivadas por el hombre para los propdsitos de nutricién o para propdsitos
técnicos, en particular industriales. La invencion se refiere preferiblemente a plantas formadoras de fibras (por ejemplo
lino, caflamo, algoddén), plantas oleaginosas (por ejemplo colza oleaginosa, girasol, soja), plantas que almacenan azu-
car (por ejemplo remolacha azucarera, cafia de azicar, mijo de azicar) y plantas que almacenan proteinas (por ejemplo
legumbres). En una realizacién adicionalmente preferida, la invencion se refiere a plantas forrajeras, en particular a
plantas forrajeras y hierbas forrajeras (alfalfa, trébol y andlogas) y plantas de hortalizas (por ejemplo tomate, lechuga,
escarola). En una realizacion preferida adicional, la invencién se refiere a células de plantas procedentes de plantas
que almacenan almidén (por ejemplo trigo, cebada, avena, centeno, patata, maiz, arroz, guisante, mandioca), siendo
especialmente preferidas células de plantas de patata.

Una multiplicidad de técnicas estdn disponibles para introducir DNA en una célula de planta hospedadora. Estas
técnicas abarcan la transformacién de células de plantas con T-DNA utilizando Agrobacterium tumefaciens o Agrobac-
terium rhizogenes como agente de transformacion, la fusién de protoplastos, inyeccion, la electroporacion de DNA, la
introduccién de DNA por medio del método biolistico, y otras posibilidades.

El uso de la transformacién de las células de plantas mediada por agrobacterias ha sido estudiado intensivamente y
descrito suficientemente en Pep 120516; Hoekema, en: The Binary Plant Vector System Offsetdrukkerij Kanters B.V.,
Alblasserdam (1985), Capitulo V; Fraley et al., Crit. Rev. Plant Sci. 4, 1-46 y en An et al. EMBO 1. 4, (1985), 277-
287. En lo que respecta a la transformacion de la patata, véase, por ejemplo, Rocha-Sosa et al., EMBO J. 8§, (1989),
29-33).

La transformacién de plantas monocotiledéneas por medio de vectores basados en transformacién con agrobacte-
rias ha sido descrita también (Chang et al., Plant Mol. Biol. 22, (1993), 491-506; Hiei et al., Plant. J. 6, (1994) 271-
282; Deng et al., Science in China 33, (1990), 28-34; Wilmink et al., Plant Cell Reports 11, (1992), 76-80; May et
al., Bio/Technology 13, (1995), 486-492; Conner y Domisse, Int. J. Plant. Sci. 153 (1992), 550-555; Ritchie et al,
Transgenic Res. 2, (1993), 252-265). Un sistema alternativo para la transformacién de plantas monocotiledoneas es
la transformacién por medio del método biolistico (Wan y Lemaux, Plant Physiol. 104, (1994), 37-48; Vasil et al.,
Bio/Technology 11 (1993), 1553-1558; Ritala et al., Plant Mol. Biol. 24, (1994), 317-325; Spencer et al., Theor. Appl.
Genet. 79, (1990), 625-631), transformacién de protoplastos, la electroporacion de células parcialmente permeabi-
lizadas, y la introducciéon de DNA por medio de fibras de vidrio. En particular, la transformacién del maiz ha sido
descrita repetidamente en la bibliografia (véase, por ejemplo, W095/06128, EP0513849, EP0465875, EP0292435;
Fromm et al., Biotechnology 8, (1990), 833-844; Gordon-Kamm ef al., Plant Cell 2, (1990), 603-618; Koziel et al.,
Biotechnology 11 (1993), 194-200; Moroc et al., Theor. Appl. Genet. 80, (1990), 721-726).

La transformacién con éxito de otras especies de cereales ha sido descrita también, por ejemplo para la cebada
(Wan y Lemaux, véase arriba; Ritala et al., véase arriba; Krens ef al., Nature 296, (1982), 72-74) y el trigo (Nehra et
al.,Plant J. 5, (1994), 285-297). Todos los datos arriba mencionados son adecuados para los propdsitos de la presente
invencion.

Cualquier promotor que es activo en células de plantas es adecuado generalmente para la expresion de la molécula
o moléculas de 4cido nucleico extrafio. El promotor puede seleccionarse de tal manera que la expresion en las plantas
de acuerdo con la invencién tiene lugar constitutivamente o s6lo en un tejido especifico, en un momento particular del
desarrollo de la planta o en un momento determinado por factores externos. Por lo que respecta a la planta, el promotor
puede ser homdlogo o heterélogo.

En una realizacién adicional de la invencién, se expresa al menos un RNA antisentido en células de plantas a fin
de reducir la actividad de una o mds proteinas SSIII y/o proteinas BEI y/o proteinas BEII.

La presente invencion, se refiere por consiguiente a una célula de planta de acuerdo con la invencién, en donde
dichas moléculas de 4cido nucleico extrafio se seleccionan del grupo constituido por

a) moléculas de DNA que codifican al menos un RNA antisentido que conduce a una reduccion de la expresion
de al menos un gen endégeno que codifica proteinas SSIII y/o proteinas BEI y/o proteinas BEII;
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b) moléculas de DNA que, por un efecto de cosupresiéon, conducen a una reduccién de la expresién de al
menos un gen endégeno que codifica una o mds proteinas SSIII y/o una o mas proteinas BEI y/o una o mas
proteinas BEII;

¢) moléculas de DNA que codifican al menos una ribozima que escinde especificamente transcritos de al
menos un gen endégeno que codifica proteinas SSIII y/o proteinas BEI y/o proteinas BEII; y

d) moléculas de 4cido nucleico introducidas por medio de mutagénesis in vivo que conducen a una mutacion
o insercién de una secuencia heteréloga en al menos un gen endégeno que codifica una o mas proteinas
SSIII y/o una o mas proteinas BEI y/o una o mas proteinas BEII, conduciendo la mutacién o insercién a
una reduccién de la expresion de al menos un gen que codifica una o mds proteinas SSIII y/o proteinas BEI
y/o proteinas BEII, o a la sintesis de proteinas SSIII y/o BEI y/o BEII inactivas;

e) moléculas de DNA que codifican simultdneamente al menos un RNA antisentido y al menos un RNA de
sentido, en donde dicho RNA antisentido y dicho RNA de sentido forman una molécula de DNA bicatenario
que conduce a una reduccién de la expresion de al menos un gen endégeno que codifica una o mas proteinas
SSII y/o una o més proteinas BEI y/o una o més proteinas BEII;

f) moléculas de DNA que contienen transposones, conduciendo la integracion de las secuencias de transpo-
sones a una mutacién o una inserciéon en al menos un gen endégeno que codifica una o mas proteinas SSIII
y/o una o més proteinas BEI y/o una o mds proteinas BEII que conducen a una reduccién de la expresion
de al menos un gen que codifica una o mas proteinas SSIII y/o una o mds proteinas BEI y/o una o mas
proteinas BEII, o que da como resultado la sintesis de proteinas SSIII y/o BEI y/o BEII inactivas; y

g) moléculas de cDNA que, debido a la insercién en al menos un gen endégeno que codifica una o mas
proteinas SSIII y/o una o mds proteinas BEI y/o una o mds proteinas BEII, conduce a una reduccién de la
expresion de al menos un gen endégeno que codifica uno o mas proteinas SSIII y/o una o mds proteinas
BEI y/o una o més proteinas BEII, o que dan como resultado la sintesis de proteinas SSIII y/o BEI y/o BEII
1nactivas.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a cualquier clase de material de propagacién de plantas de
acuerdo con la invencién.

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere al uso de las moléculas de 4cido nucleico descritas en esta
memoria para la generacion de las células de plantas y plantas de acuerdo con la invencion.

Descripcion de las figuras
Fig. 1

Una representacion gréfica de las caracteristicas de viscosidad del almidén de plantas de patata. El andlisis se
realizé utilizando un visco-analizador Rapid (Newport Scientific Pty Ltd., Investment Support Group, Warriewod
NSW2102, Australia). Las condiciones en las cuales se llevé a cabo el andlisis se describen en el método analitico
RVA 1 en el capitulo “Métodos Generales”. El almidén para el test se aislo de los tubérculos de plantas de tipo salvaje
(WT), plantas con una actividad reducida de una proteina SSIII y/o una proteina BEI (038 VL0O08 y 038VL- 107) o de
plantas con una actividad reducida de una proteina SSIII y una proteina BEI y una proteina BEII (110 CF 003 y 108
CF 041). El almidén se aisl6 por el método descrito en “Ejemplos”, “Proceso de extraccidon de almidén para patatas™.

Fig. 2

Una representacion gréfica de las caracteristicas de viscosidad del almidén de las plantas de patata. El andlisis se
llevé a cabo utilizando un Visco-Analizador Rapid (Newport Scientific Pty Ltd., Investment Support Group, Warrie-
wod NSW 2102, Australia). Las condiciones en las cuales se llevé a cabo el andlisis se describen en el método analitico
RVA 2 en el capitulo “Métodos Generales”. El almidon para el test se aisl6 de los tubérculos de plantas de tipo salvaje
(WT), plantas con una actividad reducida de una proteina SSIII y de una proteina BEI (038VL008 y 038VL107 o
de plantas con una actividad reducida de una proteina SSIII y una proteina BEI y una proteina BEII (100CF003 y
108CF041). El almidén se aislé por el método descrito bajo “Ejemplos”, “Proceso de extraccién del almidén para
patatas”.

Fig. 3

Una representacion gréifica de las caracteristicas de viscosidad del almidén de las plantas de patata. El andlisis se
llevé a cabo utilizando un Visco-Analizador Rapid (Newport Scientific Pty Ltd., Investment Support Group, Warrie-
wod NSW 2102, Australia). Las condiciones en las cuales se llevo a cabo el analisis se describen en el método analitico
RVA 3 en el capitulo “Métodos Generales”. El almidén para el test se aislé de los tubérculos de plantas de tipo salvaje
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(WT), plantas con una actividad reducida de una proteina SSIII y de una proteina BEI (038VL008 y 038VL107 o
de plantas con una actividad reducida de una proteina SSIII y una proteina BEI y una proteina BEII (100CF003 y
108CF041). El almidén se aislé por el método descrito bajo “Ejemplos”, “Proceso de extraccidn del almidén para
patatas”.

Fig. 4

Micrografia electrénica de barrido de un granulo de almidén de patata aislado de plantas de tipo salvaje.

Fig. 5

Micrograffa electrénica de barrido de un granulo de almidén de patata aislado de plantas con una actividad reducida
de una proteina SSIII y de una proteina BEI y de una proteina BEII (110CF003).

Fig. 6

Representacion esquemadtica del vector pGSV71-a-BEII-basta, que se utiliz6 para la retransformacién de plantas
en las cuales se observa ya una actividad reducida de una proteina SSIII y de una proteina BEI. (RB, borde de T-DNA
izquierdo, LB, borde de T-DNA derecho; CaM V35, promotor del virus 35S del mosaico de la coliflor; NOS, secuencia
de poliadenilacién del gen de nopalina-sintasa de Agrobacterium tumefaciens; OCS, secuencia de poliadenilacién del
gen de octopina-sintasa de Agrobacterium tumefaciens; B33, promotor del gen patatin de la patata; BEII, secuencias
codificantes del gen BEII de patata; bar, secuencia codificante de una fosfinotricina-acetiltransferasa de Strepromyces
hygroscopicus).

Fig. 7

Representacion esquemadtica del vector pB33-a-BE-a-SSIII-Kan, que se utiliz6 para la generacion de plantas trans-
génicas con una actividad reducida de una proteina SSIII y una proteina BEI (RB, borde de T-DNA izquierdo, LB,
borde de T-DNA derecho; nos5’, promotor del gen de nopalina-sintasa de Agrobacterium tumefaciens; nptll, gen que
codifica la actividad de una neomicina-fosfotransferasa; nos3, secuencia de poliadenilacién del gen de nopalina-sinta-
sa de Agrobacterium tumefaciens; OCS, secuencia de poliadenilacién del gen de octopina-sintasa de Agrobacterium
tumefaciens; B33, promotor del gen patatin de la patata; BE, secuencias codificantes del gel BEI de la patata; SSIII,
secuencias codificantes del gen SSIII de la patata).
Fig. 8

La Figura muestra el diagrama de elucién entero de la amilopectina de los almidones de las lineas 038VLOOS,
108CF041 y del tipo salvaje. Como se muestra en la figura, la cantidad de cadenas laterales mayores en la linea
108CF041 es notablemente mayor en contraste con el substrato de 038VL008 y/o del tipo salvaje correspondientes.

Fig. 9

Curva de calibracion y tabla con los patrones de dextrano correspondientes.

Fig. 10

La figura muestra el diagrama de elucién entero de la amilopectina de los almidones de las lineas 038VLOOS,
108CF041 y del tipo salvaje. En contraste con Fig. 8, el eje x no muestra el volumen de elucion, sino el peso molecular.
El diagrama de elucién de Fig. 8 en funcién de la distribucién de pesos moleculares se muestra con la ayuda del grafico
de calibracién de Fig. 9.
Fig. 11

Esta figura representa la distribucion del perfil de cadenas laterales de la amilopectina de plantas de la linea
038VLO008 en comparacion con el perfil de cadenas laterales de la amilopectina de plantas de tipo salvaje.

Fig. 12

Esta figura representa la distribucion del perfil de cadenas laterales de la amilopectina de plantas de la linea
108CF041 en comparacién con el perfil de cadenas laterales de la amilopectina de plantas de tipo salvaje.
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Descripcion de las secuencias
SEQID 1
Secuencia de 4cido nucleico de la almidén-sintasa de SSIII de la patata (Solanum tuberosum) con indicacion de las
secuencias que codifican la proteina SSIII correspondiente.
SEQID 2

Secuencia de aminodcidos de una proteina SSIII de patata.

SEQID 3

Secuencia de aminodcidos del dominio de fijacién Pfam cbm25 de la proteina SSIII de la patata (Solanum tubero-
sum)
SEQID 4

Secuencia de dcido nucleico codificante de la enzima ramificadora BEI de la patata (Solanum tuberosum).

SEQID 5

Secuencia de aminodcidos de la enzima ramificadora BEI de la patata (Solanum tuberosum).

SEQID 6

Secuencia de dcido nucleico codificante de la enzima ramificadora BEII de la patata (Solanum tuberosum).

SEQID 7

Secuencia de aminodcidos de la enzima ramificadora BEII de la patata (Solanum tuberosum).

SEQID 8

Secuencia de 4cido nucleico amplificada por PCR de la enzima ramificadora BEII de la patata (Solanum tubero-
sum).
Métodos generales

Se utilizaron en los ejemplos los métodos siguientes:
Andlisis del almidon

a) Determinacion del contenido de amilosa y de la relacion amilosa/amilopectina

Se aisl6 almidon de plantas de patata por métodos estdndar, y se determinaron el contenido de amilosa y la relacién
amilosa:amilopectina por el método descrito por Hovenkamp-Hermelink et al.(Potato Research 31, (1988), 241-246).

b) Determinacion del contenido de fosfato

En el almidén, las posiciones C2, C3 y C6 de las unidades de glucosa pueden estar fosforiladas. Para determinar
el contenido de C6-P del almidén, se hidrolizan 50 mg de almidén durante 4 h a 95°C en 500 1 de HCI 0,7M. Las
muestras se centrifugan luego durante 10 minutos a 15500 g y se retiran los sobrenadantes. Se mezclan 7 ul de los
sobrenadantes con 193 ul de tamp6n de imidazol (imidazol 100 mM, pH 7,4; MgCl, 5 mM, EDTA 1 mM y NAD
0,4 mM). La medida se llevé a cabo en un fotémetro a 340 nm. Después que se hubo estabilizado la absorcion de la
base, se inici6 la reaccion enzimatica por adicién de 2 unidades de glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (de Leuconostoc

mesenteroides, Boehringer Mannheim). El cambio en la absorcidn es directamente proporcional a la concentracion del
contenido de G-6-p del almidén.
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El contenido total de fosfato se determiné por el método de Ames (Methods in Enzymology VIII, (1966), 115-
118).

Se tratan aproximadamente 50 mg de almidén con 30 ul de solucién etandlica de nitrato de magnesio y se reducen
a cenizas durante 3 horas a 500°C en un horno de mufla. El residuo se trata con 300 ul de dcido clorhidrico 0,5M y
se incuba durante 30 minutos a 60°C. Una parte alicuota se lleva subsiguiente a 300 ul con 4cido clorhidrico 0,5M
y se afiade esto a una mezcla de 100 ul de acido ascérbico al 10% y 600 ul de molibdato de amonio al 0,42% en
acido sulftirico 2M, después de lo cual se incuba durante 20 minutos a 45°C. Esto va seguido por una determinacién
fotométrica a 820 nm con una serie de calibracion de fosfato como estdndar.

¢) Determinacion de la fuerza de gel (Analizador de Textura)

1,5 g de almidén (DM) se gelatinizan en el aparato RVA en 25 ml de una suspensién acuosa (programa de tempe-
ratura: véase el punto d) “Determinacién de las caracteristicas de viscosidad por medio de un Visco-Analizador Rapid
((RVA)”) y se guardan subsiguientemente durante 24 horas a la temperatura ambiente en un recipiente herméticamente
cerrado. Las muestras se fijan bajo la sonda (pistén redondo con superficie plana) de un Analizador de Textura TA-XT2
de Stable Micro Systems (Surrey, Reino Unido) y se determin la fuerza de gel utilizando los pardmetros siguientes:

- Velocidad del test - 0,5 mm/s

- Profundidad de penetracién 7 mm

- Superficie de contacto 113 mm?

Presién 2 g

d) Determinacion de las caracteristicas de viscosidad por medio de un Visco-Analizador Rapid (RVA)
Meétodo estandar

Se absorben 2 g de almidén (DM) en 25 ml de agua (agua de tipo VE, conductividad de al menos 15 mega-
ohm) y se utilizan para el andlisis en un Visco-Analizador Rapid (Newport Scientific Pty Ltd., Investment Support
Group, NSW 2102, Australia). El aparato opera siguiendo las instrucciones del fabricante. Los valores de viscosidad
se indican en RVUs de acuerdo con el manual de operaciones del fabricante, que se incorpora en la descripcion adjunta
por referencia. Para determinar la viscosidad de la solucién acuosa de almidén, la suspension de almidén se calienta
primeramente durante 1 minuto a 50°C (paso 1), y se calienta luego desde 50°C a 95°C a una tasa de 12°C por minuto
(paso 2). La temperatura se mantiene luego durante 2,5 minutos a 95° (paso 3). A continuacion, se enfria la solucién
desde 95°C a 50°C a una tasa de 12°C por minuto (paso 4). La viscosidad se determina durante todo el procedimiento.

En particular, en aquellos casos en que los limites del intervalo de medida del RVA eran insuficientes cuando se
introdujeron por pesada 2,0 g de almidén (DM) en 25 ml de agua (agua de tipo VE, conductividad de al menos 15
mega-ohm), Uinicamente se recogieron 1,5 g de almidén (DM) en 25 ml de agua (agua de tipo VE, conductividad de
al menos 15 mega-ohm).

Por razones de comparacién con la técnica anterior, se utilizé adicionalmente un perfil de temperatura modificado
en algunos casos. Se utilizaron los perfiles de temperatura siguientes:

Método analitico RVA 1:

Para determinar la viscosidad de una solucién acuosa de almidén al 6%, se agita primeramente la suspension
de almidén durante 10 segundos a 960 rpm y se calienta subsiguientemente a 50°C a una velocidad de agitacién de
160 rpm, inicialmente durante 1 minuto (paso 1). La temperatura se elevé luego desde 50°C a 95°C a una tasa de
calentamiento de 12°C por minuto (paso 2). La temperatura se mantiene durante 2,5 minutos a 95° (paso 3) y se enfria
luego desde 95°C a 50°C a 12°C por minuto (paso 4). En el dltimo paso (paso 5), se mantiene la temperatura de 50°C
durante 2 minutos.

Después que ha terminado el programa, se retira el agitador y se tapa el vaso. El almidén gelatinizado estd dispo-
nible ahora para el andlisis de textura al cabo de 24 horas.

Método analitico RVA 2:

Para determinar la viscosidad de una solucién acuosa de almidén al 6%, la suspension de almidén se agita primera-
mente durante 10 segundos a 960 rpm y se calienta subsiguientemente a 50°C a una velocidad de agitacién de 160 rpm,
inicialmente durante 2 minutos (paso 1). La temperatura se elevo luego desde 50°C a 95°C a una tasa de calentamiento
de 1,5°C por minuto (paso 2). La temperatura se mantiene durante 15 minutos a 95°C (paso 3) y se enfria luego desde
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95°C a 50°C a 1,5°C por minuto (paso 4). En el dltimo paso (paso 5), la temperatura de 50°C se mantiene durante 15
minutos.

Una vez que ha terminado el programa, se retira el agitador y se tapa el vaso. El almidén gelatinizado estd dispo-
nible ahora para el andlisis de textura después de 24 horas.

Método analitico RVA 3:

Para determinar la viscosidad de una solucién acuosa de almidén al 10%, la suspension de almidén se agita pri-
meramente durante 10 segundos a 960 rpm y se calienta subsiguientemente a 50°C a una velocidad de agitacién de
160 rpm, inicialmente durante 2 minutos (paso 1). La temperatura se elevé luego desde 50°C a 95°C a una tasa de
calentamiento de 1,5°C por minuto (paso 2). La temperatura se mantiene durante 15 minutos a 95°C (paso 3) y se
enfria luego desde 95°C a 50°C a 1,5°C por minuto (paso 4). En el tltimo paso (paso 5), la temperatura de 50°C se
mantiene durante 15 minutos. Este perfil del andlisis RVA corresponde al empleado en WO 9634968. Una vez que ha
terminado el programa, se retira el agitador y se tapa el vaso. El almidén gelatinizado esta disponible ahora para el
andlisis de textura después de 24 horas.

El perfil del anédlisis RVA contiene pardmetros que se muestran para la comparacién de medidas y sustancias
diferentes. En el contexto de la presente invencion, los términos que siguen deben entenderse como se indica a conti-
nuacion:

1. Viscosidad mdxima (RVA Max)

La viscosidad méaxima se entiende con el significado del valor mds alto de viscosidad, medido en RVUs, obte-
nido en el paso 2 6 3 del perfil de temperatura.

2. Viscosidad minima (RVA Min)

La viscosidad minima se entiende con el significado del valor mds bajo de viscosidad, medido en RVUs, obser-
vado en el perfil de temperatura después de la viscosidad maxima. Normalmente, esto tiene lugar en el paso 3
del perfil de temperatura.

3. Viscosidad final (RVA Fin)

La viscosidad final se entiende con el significado del valor de viscosidad, medido en RVUs, observado al final
de la medida.

4. Reposicion (Equipo RVA)

Lo que se conoce como la “reposicién” se calcula por sustraccién del valor de la viscosidad final del valor del
minimo existente después de la viscosidad médxima en la curva.

5. Temperatura de gelatinizacion (RVA T)

La temperatura de gelatinizacion se entiende con el significado del valor puntual del perfil de temperatura en el
que, por primera vez, la viscosidad aumenta drasticamente durante un breve periodo.

e) Andlisis de la distribucion de cadenas laterales de la amilopectina por medio de cromatografia de intercambio
ionico

Para separar amilosa y amilopectina, se disuelven 200 mg de almidén en recipientes de reaccién de 50 ml, utili-
zando 12 ml de DMSO al 90% (vol/vol) en agua. Después de la adicién de tres volimenes de etanol, el precipitado se
separa por centrifugacién durante 10 minutos a aproximadamente 1800 g a la temperatura ambiente (RT). El pélet se
lava luego con 30 ml de etanol, se seca y se disuelve en 40 ml de solucién de NaCl al 1% (p/v) a 75°C. Después que
la solucién se ha enfriado a 30°C, se afiaden con lentitud aproximadamente 90 mg de timol, y se incuba esta solucién
durante al menos 60 h a 30°C. La solucién se centrifuga luego durante 30 minutos a 2000 g (RT). El sobrenadante se
trata luego con tres volimenes de etanol, y la amilopectina que se sedimenta se separa por centrifugacién durante 5
minutos a 2000 g (RT). El pélet (amilopectina) se lava luego con etanol y se seca utilizando acetona. Por adicién de
DMSO al pélet, se obtiene una solucién al 1%, de la cual se tratan 200 ul con 345 ul de agua, 10 ul de acetato de
sodio 0,5M (pH 3,5) y 5 ul de isoamilasa (dilucién 1:10; Megazyme) y se incuban durante aproximadamente 16 horas
a 37°C. Una dilucién acuosa 1:5 de este material digerido se filtra subsiguientemente a través de un filtro de 0,2 um,
y se analizan 100 ml del filtrado por cromatografia iénica (HPAEC-PAD, Dionex). La separacion se realiz6 utilizan-
do una columna PA-100 (con precolumna adecuada), mientras que la deteccion se realiz6 amperométricamente. Las
condiciones de elucién fueron como sigue:

Solucién A - NaOH 0,15 M

Solucién B - acetato de sodio 1M en NaOH 0,15 M.
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TABLA 1

Composicion del tampon de elucion para el andlisis de cadenas laterales de la amilopectina en diferentes momentos
durante el andlisis HPEAC-PAD Dionex. Entre los momentos indicados, la composicion del tampon de elucion
cambia en cada caso linealmente

t (min) Solucidén A (%) Solucidn B (%)
5 0 100

35 30 70

45 32 68

60 100 0

70 100 0

72 0 100

80 0 100

Parada

La determinacién de la cantidad relativa de cadenas laterales cortas en el total de todas las cadenas laterales se lleva
a cabo por la determinacién del porcentaje de una cadena lateral particular en el total de todas las cadenas laterales.
El total de todas las cadenas laterales se determina por determinacién del 4rea total bajo los picos que representan los
grados de polimerizacién de DP6 a 26 en el cromatograma HPCL.

El porcentaje de una cadena lateral particular en el total de todas las cadenas laterales se determina mediante la
determinacidn de la relacién del drea bajo el pico que representa esta cadena lateral en el cromatograma HPLC al 4rea
total. Para la determinacién de las dreas de los picos se utiliz6 el programa Chromelion 6.20, version 6.20 de Dionex,
EE.UU..

f) Determinacion del tamario de grdnulo
Se extrajo el almidon de tubérculos de patata por métodos estandar (véanse los Ejemplos).
La determinacién del tamafo de los granulos se llevé a cabo luego utilizando un fotosedimentémetro de tipo

“Lumosed FS1”, de Retsch GmbH, Alemania, utilizando el software V.2.3. Los ajustes del software fueron como
sigue:

Datos de la sustancia: Calibracién No. 0
Densidad [kg/m3] 1500
Fluido de sedimentacion: Agua tipo
Viscosidad [Pa s] 0,001
Densidad [kg/m3] 1000
Adicidn
Registros 5 min
Punto de corte [um] 250
Paso [%)] 100
Intervalo de medida 4,34-117,39 ym
Calibracién N
Temperatura 20°

La distribucién del tamafio de los granulos se determiné en solucién acuosa y se llevé a cabo siguiendo las instruc-
ciones del fabricante y sobre la base de la bibliografia de, por ejemplo, H. Pitsch, Korngréenbestimmung [determi-
nacién del tamafio de los granulos]; LABO-1988/3 Fachzeitschrift fiir Labortechnik, Darmstadt.
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g) Micrografias electronicas de barrido (SEM)

Para estudiar la superficie de las muestras de almiddn, se espolvorearon las tltimas sobre el recipiente de muestras
utilizando un adhesivo conductor. Para evitar la carga, los recipientes de muestra se sometieron finalmente a sublima-
cién catédica con un recubrimiento de Pt de 4 nm. Las muestras de almidén se estudiaron utilizando el microscopio
electrénico de barrido con emisién de campo JSM 6330 F (Jeol) a un voltaje de aceleracion de 5 kV.

h) Determinacion de la actividad de las proteinas SSIII, BEI y BEII

Se llevaron a cabo éstas como se especifica en los ejemplos.

Ejemplos
Generacion del vector de expresion MES/6

pGSV71 es un derivado del pldsmido pGSV7, que se deriva del vector intermediario pGSV 1. pGSV1 es un derivado
de pGSC1700, cuya construccién ha sido descrita por Cornelissen y Vanderwiele (Nucleic Acid Research 17, (1989),
19-25). pGSV1 se obtuvo de pGSC1700 por delecion del gen de resistencia a la carbenicilina y delecién de las
secuencias de T-DNA de la regién TL-DNA del plasmido pTiB6S3.

pGSV7 contiene el origen de replicacién del pldsmido pBR322 (Bolivar et al., Gene 2, (1977), 95-113) y el
origen de replicacioén del pldsmido pVS1 de Pseudomonas (Itoh et al., Plasmid 11, (1984), 206). pGSV7 contiene
adicionalmente el gen marcador seleccionable aadA, del transposén Tn1331 de Klebsiella pneumoniae, que confiere
resistencia a los antibidticos espectinomicina y estreptomicina (Tolmasky, Plasmid 24(3), (1990), 218-226; Tolmasky
y Crosa, Plasmid 29(1), (1993), 31-40).

Le plasmido pGSV71 se obtuvo por clonacién de un gen quimérico bar entre las regiones de borde de pGSV7. El
gen quimérico bar contiene la secuencia promotora del virus del mosaico de la coliflor para iniciacién de la transcrip-
cion (Odell et al., Nature 313, (1985), 180), el gen bar de Streptomyces hygroscopicus (Thompson et al., EMBO J. 6,
(1987), 2519-2523) y la regién no traducida 3’ del gen de T-DNA pTiT37 de la nopalina-sintasa para terminacién de
la transcripcidn y para poliadenilacién. El gen bar confiere tolerancia al herbicida glufosinato de amonio.

El T-DNA contiene la secuencia del borde derecho del TL-DNA del plasmido pTiB6S3 (Gielen et al., EMBO J.
3, (1984), 835-846) en la posicion 198-222. Una secuencia polienlazadora esta localizada entre los nucleétidos 223 y
249. Los nucleétidos 250-1634 contienen la region promotora del virus del mosaico de la coliflor p35S3 (Odell et al.,
véase arriba). La secuencia codificante del gen de resistencia a la fosfinotricina (bar) de Streptomyces hygroscopicus
(Thompson et al. 1987, véase arriba) se encuentra entre los nucledtidos 1635-2186. Los dos codones terminales en el
extremo 5° del gen bar de tipo salvaje se reemplazaron por los codones ATG y GAC. Una secuencia polienlazadora
estd localizada entre los nucleétidos 2187 y 2205. El fragmento Tagl de 260 pb del extremo 3’ no traducido del gen de
la nopalina-sintasa (3’nos) del T-DNA del plasmido pTiT37 (Depicker) et al., J. Mol. Appl. Genet. 1, (1982), 561-573)
estd localizado entre los nucledtidos 2206 y 2465. Los nucleétidos 2466-2519 contienen una secuencia polienlazadora.
La secuencia del borde izquierdo del TL-DNA de pTiB6S3 (Gielen et al., EMBO J. 3, (1984), 835-846) estd localizada
entre los nucleétidos 2320 y 2344.

El vector pGSV71 se cort6 luego utilizando la enzima Pstl y se hizo romo en los extremos. El promotor B33 y la
casete ocs se escindieron luego del vector pB33-Kan en la forma de un fragmento EcoRI-Hindlll, se hizo romo en
los extremos y se insert6 en el vector pGSV71 que se habia cortado con PstI y se habia hecho romo en los extremos.
El vector resultante se utiliz6 como vector de partida para la construccion de MES/6: Se introdujo un oligonucleétido
que contenia los sitios de escision EcoRI, Pacl, Spel, Srfl, Spel, Notl, Pacl y EcoRlI en el sitio de escision por Pstl del
vector ME4/6 localizado entre el promotor B33 y el elemento ocs, duplicando el sitio de escision por Pstl. El vector
de expresion resultante se denominé ME5/6.

Descripcion del vector pSK-Pac:

pSK-Pac es un derivado de pSK-Bluescript (Stratagene, EE.UU.) en el cual se introdujo un sitio de escisién por
Pacl en cada flanco del sitio miltiple de clonacién (MCS).
Generacion de plantas transgénicas de patata con una expresion génica reducida de un gen BEI, SSIII y BEII

Para generar plantas transgénicas con una actividad reducida de una proteina BEI, una proteina SSIII y una proteina
BEII, se generaron en un primer paso plantas transgénicas con una actividad reducida de una proteina BEI y una

proteina SSIII. A este fin, el T-DNA del plasmido pB33-a-BEI-aSSIII-Kan) se transfiri6 a plantas de patata con ayuda
de agrobacterias como ha sido descrito por Rocha-Sosa et al. (EMBO 1J. 8, (1989), 23-29).
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Para construir el plasmido pB33-a-BEI-a-SSIII-Kan (véase Fig. 7), se construyé el vector de expresién pBin33-
Kan en un primer paso. A este fin, el promotor del gen patatin B33 de Solanum tuberosum (Rocha-Sosa et al., 1989,
véase arriba) se ligd en la forma de un fragmento Dral (nucleétidos -1512 - +14) en el vector pUC19 cortado con Ss7I
(GenBank Acc. No. M77789), cuyos extremos se han hecho romos con ayuda de DNA-polimerasa T4. Esto dio lugar
al plasmido pUC19-B33. El promotor B33 se escindié de este plasmido utilizando EcoRI y Smal y se ligé al vector
pBinAR cortado adecuadamente. Esto dio lugar al vector de expresion de plantas pBin33-Kan. El pldsmido pBinAR
es un derivado del plasmido vector pBin19 (Bevan, Nucl. Acid Research 12, (1984), 8711-8721) y fue construido por
Hofgen y Willmitzer (Plant Sci. 66, (1990), 221-230). Un fragmento HindII de 1631 pares de bases que contiene un
cDNA parcial que codifica la enzima BEI de patata (Kossmann et al., 1991, Mol. & Gen. Genetics 230 (1-2): 39-44)
se hizo luego romo en los extremos y se introdujo en el vector pBin33, que se habia cortado previamente con Smal, en
orientacion antisentido con relacién al promotor B33 (promotor del gen patatin B33 de Solanum tuberosum; Rocha-
Sosa et al., 1989). El plasmido resultante se abrié por corte utilizando BamHI. Un fragmento BamHI de 1363 pares de
bases que contenia un cDNA parcial que codificaba la enzima SSIII de patata (Abel et al., 1996, loc. Cit.) se introdujo
en el sitio de escision, de nuevo en orientacién antisentido con relacién al promotor B33.

Después de la transformacién, se identificaron varias lineas de plantas transgénicas de patatas en cuyos tubér-
culos se observé una actividad notablemente reducida de una proteina BEI y SSIII. Las plantas resultantes de esta
transformacion se designaron 038VL.

Para detectar la actividad de las almidén-sintasas solubles (SSIII) por electroforesis en gel no desnaturalizante,
se digirieron muestras de tejido de tubérculos de patata en Tris-HCI 50 mM de pH 7,6, DTT 2 mM, EDTA 2,5 mM,
glicerol al 10% y PMSF 1,4 mM. La electroforesis se llevé a cabo en una cdmara MiniProtean II (BioRAD). La
concentracion de mondmero de los geles, que tenian un espesor de 1,5 mm, ascendia a 7,5% (p/v), y Tris-glicina
25 mM de pH 8,4 actué como el gel y los tampones de ejecucion. Se aplicaron cantidades idénticas de extracto de
proteina y se separaron durante 2 horas a 10 mA para cada gel. Los geles de actividad se incubaron subsiguien-
temente en tricina-NaOH 50 mM de pH 8,5, acetato de potasio 25 mM, EDTA 2 mM, DTT 2 mM, ADP-gluco-
sa 1 mM, 0,1% (p/v) de amilopectina y citrato de sodio 0,5M. Los glucanos formados se tifieron con solucién de
Lugol.

La actividad de BEI se detect6 andlogamente con ayuda de electroforesis en gel no desnaturalizante:

Para aislar las proteinas de las plantas, el material de muestra se triturd en nitrégeno liquido utilizando un mortero
con mano, se recogié en tampén de extraccioén (citrato de sodio 50 mM, pH 6,5; EDTA 1 mM, DTT 4 mM), se
centrifugé (10 min, 14.000 g, 4°C) y se emple6 luego directamente en la medida de la concentracién de proteinas
siguiendo el método de Bradford. A continuacion, se trataron 5 a 20 ug de extracto de proteinas total (de acuerdo
con los requerimientos) con 4x tampén de carga (20% glicerol, Tris-HC1 125 mM, pH 6,8) y se aplicaron a un gel de
actividad BE. El tamp6n de ejecuciéon (RB) estaba compuesto como sigue: RB = 30,2 g de base Tris, pH 8,0, 144 g de
glicina para 1 litro de agua.

Después que hubo terminado el paso del gel, cada uno de los geles se incub6 durante una noche a 37°C en 25 ml
de “tamp6n de fosforilasa” (25 ml de citrato de sodio 1M de pH 7,0, 0,47 g de glucosa-1-fosfato, 12,5 mg de AMP,
2,5 mg de fosforilasa a/b de conejo). Los geles se tifieron utilizando solucién de Lugol.

Andlisis en mas profundidad demostraron que los almidones aislados de las lineas 038 VL0O0OS y 038VL107, en los
cuales se habfan reducido a la vez la proteina BEI y la proteina SSIII, presentaban el contenido maximo de fosfato de
todos los transformantes independientes estudiados.

Se transformaron subsiguientemente plantas de estas lineas con el plasmido pGSV71-aBEII-basta como ha sido
descrito por Rocha-Sosa et al. (EMBO J. 8, (1989), 23-29).

Se construy6 el plasmido pGSV71-aBEII-basta por cribado de una genoteca de cDNA de patata especifica del tu-
bérculo con un fragmento de DNA amplificado utilizando RT-PCR (Iniciador: 5’ gggggtgttggctttgacta y 5’-cccttctectee-
taatccca; Stratagene ProSTAR™ HF Single-Tube RT-PCR Systems, con RNA total de tubérculos como molde, si-
guiendo métodos estandar. De esta manera, se aislé un fragmento de DNA de aproximadamente 1250 pb (SEQ ID No.
8), y se subcloné luego en el sitio de escisién por EcoRV del vector de clonacién pSK-Pac (véase anteriormente en
esta memoria) en la forma de un fragmento EcoRV-Smal y se ligé subsiguientemente al vector de expresion MES/6
en orientacion antisentido con relacién al promotor en la forma de un fragmento Pacl. Esto dio lugar al pldsmido
pGSV71-aBEll-basta (véase Fig. 6).

Se obtuvieron muestras de tejido del tubérculo de los transformantes independientes a partir de las plantas obteni-
das por transformacion con el pldsmido pGSV71-aBEll-basta, a las que se hizo referencia como 108CF y 110CF, y
se determind su contenido de amilosa (véase Métodos). Los almidones de las lineas independientes cuyos tubérculos
tenian el contenido maximo de amilosa se utilizaron para un andlisis ulterior de las caracteristicas del almidén. Para
demostrar que en estas plantas no solamente se reduce la actividad de una proteina BEI y SSIII, sino que se reduce
también la actividad de una proteina BEII, se llevé a cabo otro andlisis con ayuda de electroforesis en gel no des-
naturalizante. El andlisis se llevé a cabo siguiendo el mismo método ya realizado anteriormente para el andlisis de
la actividad reductora de BEI, con la excepcion de que el gel de poliacrilamida no desnaturalizante contenia 0,5%
de maltodextrina (Beba), solucién de maltodextrina de concentracién 15% para recién nacidos, Nestlé) ademas de la
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composicién arriba descrita. La adicién de dextrina hizo posible demostrar las diferentes actividades de las proteinas
BEI y BEII después de incubacién de los geles en “tampén de fosforilasa” (25 ml de citrato de sodio 1M de pH 7,0,
0,47 g de glucosa-1-fosfato, 12,5 mg de AMP, 2,5 mg de fosforilasa a/b de conejo) durante 1 noche a 37°C, seguido
por tincién con solucién de Lugol en un gel.

Proceso de extraccion del almidon de patata

Todos los tubérculos de una linea (4 a 5 kg) se procesan juntos en un extractor de jugo disponible comercialmente
(Multipress Automatic MP80, Braun). El agua de los frutos que contienen almidén se recoge en un cubo de 10 1
(relacion altura del cubo/didmetro del cubo = aprox. 1,1) que contiene 200 ml de agua del grifo junto con una cuchara
llena hasta el borde (aprox. 3-4 g) de bisulfito de sodio. El cubo se llena a continuacién completamente con agua del
grifo. Después que se ha dejado sedimentar el almidon durante 2 horas, se separa el sobrenadante por decantacion,
se suspende de nuevo el almidén en 10 1 de agua del grifo y se vierte sobre un tamiz con una abertura de malla de
125 pm. Después de 2 horas (el almidén se ha sedimentado de nuevo en el fondo del cubo), se decanta nuevamente
el sobrenadante acuoso. Este paso de lavado se repite tres veces mds, de tal modo que el almidén se resuspende
un total de 5 veces en agua fresca del grifo. Después de ello, los almidones se secan a 37°C hasta un contenido de
agua de 12-17% y se homogeneizan utilizando un mortero con mano. Los almidones estdn ahora disponibles para los
andlisis.

Ejemplo 2
Andlisis del almidon de las plantas con expresion reducida de los genes BEI, SSIII y BEIl

El almiddn de varias lineas independientes de las transformaciones 108CF y 110CF descritas en el Ejemplo 1
se aislé a partir de tubérculos de patata. Las propiedades fisico-quimicas de este almidon se analizaron subsiguien-
temente. Los resultados de la caracterizacién de los almidones modificados se muestran en la Tabla 2 (Tab. 2) para
un ejemplo de una seleccién de ciertas lineas de plantas. Los andlisis se llevaron a cabo por los métodos descritos
anteriormente en esta memoria.

Las Tablas 2, 3 y 4 que siguen resumen los resultados del andlisis RVA basado en almidén de plantas de tipo
salvaje:

RVA, método analitico 1

TABLA 2

Pardmetros del andlisis RVA del almidon aislado de plantas de tipo salvaje (cv. Desiree), plantas con una actividad
reducida de una proteina SSIII y una proteina BEI (038VL00S, 038VL107), y de plantas con una actividad reducida
de una proteina SSIII y una proteina BEI y una proteina BEII (108CF041, 110CF003) en porcentajes basados en
datos del almidon de tipo salvaje. El andlisis RVA se realizo como se describe en el Método Analitico 1

RVA  max | RVAmin (%) | RVAfin (%) | RVA ajusta- | RVAT (%) Fuerza de
(%) do (%) gel
cv. Desiree 100 100 100 100 100 100
038VL008 168,7 69,8 72,0 79,5 73,0 55,4
108CFO41 59,6 89,9 2275 693,7 150,2 532,3
038vL107 151,1 94,3 94,0 93,0 82,2 52,2
110CF003 106,4 158,6 265,0 625,7 151,5 737,1
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RVA, método analitico 2

TABLA 3

Pardametros del andlisis RVA del almidon aislado de plantas de tipo salvaje (cv. Desiree), plantas con una actividad

reducida de una proteina SSIII y una proteina BEI (038VL00S, 038VL107), y de plantas con una actividad reducida

de una proteina SSIII y de una proteina BEI y una proteina BEII (108CF041, 110CF003) en porcentajes basados en
datos del almidon de tipo salvaje. El andlisis RVA se realizo como se describe en el Método Analitico 2

RVA  max | RVAmin (%) | RVAfin (%} | RVA ajusta- | RVAT (%) Fuerza de
(%) do (%) gel
cv. Desiree 100 100 100 100 100 100
038VvL008 167,1 40,4 52,6 77,6 54,2 63,0
108CF041 44,5 82,5 187.,5 402,7 137,4 412,2
038vL107 152,0 76,1 81.9 93,8 76,9 51,7
110CF003 92,4 172,2 n.d. n.d. 139,0 795,0
RVA, método analitico 3
TABLA 4

Pardametros del andlisis RVA del almidon aislado de plantas de tipo salvaje (cv. Desiree), plantas con una actividad
reducida de una proteina SSIII y una proteina BEI (038VL00S, 038VL107), y de plantas con una actividad reducida
de una proteina SSIII y una proteina BEI y una proteina BEII (108CF041, 110CF003) en porcentajes basados en
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datos del almidon de tipo salvaje. El andlisis RVA se realizo como se describe en el Método Analitico 3

RVA max | RVAmin (%) | RVAfin (%) | RVA ajusta- | RVAT (%) Fuerza de
(%) do (%) gel
cv. Desiree 100 100 100 100 100 100
038V0L008 nd. 50,2 76,5 127.8 77,0 100,5
108CF041 74,7 291,0 n.d. 205,7 236,0 630,3
038vL107 n.d. 845 86,4 90,1 102.3 58,1
110CF003 89,8 259,7 n.d. n.d. 196,6 663,9
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Las Tablas 5, 6 y 7 siguientes resumen los resultados del andlisis RVA. Los datos no se refieren al tipo salvaje, sino
que son las medidas reales:

RVA, método analitico 1 (véase también Fig. 1)

TABLA

5

Pardmetros del andlisis RVA del almidon aislado de plantas de tipo salvaje (cv. Desiree), plantas con una actividad
reducida de una proteina SSIII y una proteina BEI (038VL00S, 038VL107), y de plantas con una actividad reducida
de una proteina SSIII y una proteina BEI y una proteina BEII (108CF041, 110CF003) en RVUs. El andlisis RVA se
realizé como se describe en el Método Analitico 1

RVA max | RVA  min | RVA fin | RVA ajustado | RVA T | Fuerza de
(RVU) (RVU) (RVU) (RVU) (RVU) gel
cv. Desiree | 255,05 162,33 210,25 47,92 4,6 25,1
038VL0O08 | 404,83 113,25 151,33 38,08 3,36 13,9
108CF041 152,08 145,92 478,33 332,42 6,91 133,6
038vL107 385,5 153 197,58 44,58 3,78 13,1
110CF003 2715 257,42 557,25 299,83 6,97 185
RVA, método analitico 2 (véase también Fig. 2)
TABLA 6

Pardmetros del andlisis RVA del almidon aislado de plantas de tipo salvaje (cv. Desiree), plantas con una actividad
reducida de una proteina SSIII y una proteina BEI (038VL00S, 038VL107), y de plantas con una actividad reducida
de una proteina SSIII y una proteina BEI y una proteina BEII (108CF041, 110CF003) en RVUs. El andlisis RVA se
realizé como se describe en el Método Analitico 2

RVA max [ RVA  min | RVA fin | RVA ajustado | RVA T | Fuerza de
{RVU) (RVU) (RVU) (RVU) (RVU) gel
cv. Desiree 212,17 113,75 169,25 55,5 28,78 23,8
038VL008 354,58 45,92 89 43,08 15,61 15
108CF041 94,33 93,83 317,33 2235 39,53 98,1
038VL107 322,58 86,58 138,67 52,08 22,13 12,3
110CF003 196,08 195,92 n.d. n.d. 39,99 189,2

26



ES 2310256 T3

RVA, método analitico 3 (véase también Fig. 3)

TABLA 7

5 Pardmetros del andlisis RVA del almidon aislado de plantas de tipo salvaje (cv. Desiree), plantas con una actividad
reducida de una proteina SSIII y una proteina BEI (038VL00S, 038VL107), y de plantas con una actividad reducida
de una proteina SSIII y una proteina BEI y una proteina BEII (108CF041, 110CF003) en RVUs. El andlisis RVA se

10 RVA  max | RVA min | RVA fin { RVA ajusta- | RVA T | Fuerza de
(RVU) (RVU) (RVU) do (RVU) (RVU) gel
Desiree 819,67 207,67 314,25 106,58 16,88 56,5
. 038VL008 n.d. 104,17 240,33 136,17 12,99 56,8
108CF041 612,33 604,25 823,5 219,25 39,83 356,1
038vL107 n.d. 175,42 2715 96,08 17,27 32,8
2 110CF003 736,08 539,42 n.d. n.d. 33,18 375,1
25
Sumario de los andlisis de fosfato y amilosa:
No. Genotipo Fosfato en C6 | Fosfato total en | Amilosa Amilosa (%
¥ (%) (% (% W)
1 cv. Desiree 100 100 22 100
2 038VL008 346,4 255,2 19,4 85,8
» 3 108CF041 557,3 4276 36,8 162,8
4 038VL007 225,5 182,8 19,7 87,2
0 5 110CF003 4464 348,3 34,6 1631
TABLA 8
45 Contenidos de fosfato y amilosa del almidon aislado de plantas de tipo salvaje (cv. Desiree), plantas con una

realizo como se describe en el Método Analitico 3

actividad reducida de una proteina SSIII y una proteina BEI (038VLO00S, 038VL107) y de plantas con una actividad
reducida de una proteina SSIII y una proteina BEI y una proteina BEII (108CF041, 110CF003). Los contenidos de
fosfato en la posicion C6 de los monomeros de glucosa y el contenido total de fosfato del almidon se indican en
porcentaje basado en el almidon de las plantas de tipo salvaje; los contenidos de amilosa se indican en porcentaje de
so  amilosa basado en la cantidad total del almidon, o en porcentaje basado en el contenido de amilosa del almidon de
las plantas de tipo salvaje
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El andlisis de la distribucién de cadenas laterales de la amilopectina se llev6 a cabo como se ha descrito arriba. La
tabla que sigue es un sumario de las contribuciones de las dreas de los picos individuales:

TABLA 9

La tabla muestra un sumario de las contribuciones de las dreas individuales de los picos del cromatograma HPAEC
al drea total de los picos de las plantas de tipo salvaje (CV Desiree), de plantas 038VLO08 y 038VI107 (plantas de
patata con actividad reducida de una proteina BEI y de una proteina SSIII) y de lineas seleccionadas de las
transformaciones 108CF y 110CF (plantas de patata con una actividad reducida de una proteina SSIII y de una
proteina BEI y de una proteina BEII). El niimero de monémeros de glucosa en las cadenas laterales individuales se
muestra como dp

Unidades de | cv. Desiree 038VL008 108CF041 038VL107 110CF003
glucosa
dp 6 1,52 416 1,88 2,39 0,86
dp7 1.4 1.4 0,63 1,42 0,59
dp 8 1,23 0,77 0,33 0,99 0,38
dp 9 2,05 1,42 0,74 1,79 0,75
dp 10 3,55 2,8 1,74 3,33 1,77
dp 11 5,16 4,41 2,92 4,96 3,46
dp 12 6,25 5,77 4,47 6,22 5,17
dp 13 6,71 6,7 5,63 6,87 6,35
dp 14 6,75 7,06 6,35 6,99 7,38
dp 15 6,48 6,76 6,62 6,65 7,63
dp 16 6,07 5,99 6,34 6,11 7,13
dp 17 5,6 5,21 5,81 5,49 6,3
dp 18 5,28 4,78 5,87 5,11 5,98
dp 19 4,99 4,74 6,17 4,94 5,91
dp 20 4,76 4,65 6,07 4,78 5,64
dp 21 45 4,46 5,65 45 5,26
dp 22 4,16 4,12 5,07 4,2 4,7
dp 23 3,77 3,68 4,59 3,78 4,19
dp 24 3,44 3,36 4,24 3,42 3,75
dp 25 3,08 3,09 3,86 3,07 3,49
dp 26 2,73 2,8 3,36 2,77 3,03
dp 27 2,39 2,58 2,95 2,37 2,65
dp 28 2,07 2,26 2,39 2,01 21
dp 29 1,67 1,87 1,87 1,71 1,69
dp 30 1,38 1,58 1,54 1,35 1,3
dp 31 1,07 1,28 1,02 1,04 0,87
dp 32 0,79 0,96 0,7 0,75 0,6
dp 33 0,57 0,69 0,6 0,51 0,51
dp 34 0,36 0,43 0,39 0,32 0,34
dp 35 0,22 0,22 0,19 0,17 0,2
Total 100 100 99,99 100,01 99,98
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La longitud maxima de cadena, cuyo valor es la media de las longitudes de las dos cadenas (dada en DP) que son
las contribuyentes médximas al drea total bajo los picos del cromatograma HPAEC, es - en el caso de la amilopectina
desramificada - de las plantas de tipo salvaje en DP = 13, en el caso de las plantas 038 VL andlogamente en DP =13 y
en el caso de las plantas 108CF y 110CF, como promedio, en 15.

Si la longitud méxima de cadena de las plantas transgénicas se compara con la longitud méxima de cadena de la
amilopectina de las plantas de tipo salvaje, resultan los valores siguientes para la relacién de longitudes maximas de
cadena (relacién PCL):

relaciéon PCL para 038VL = 13/13 =1
relacién PCL para 108/110CF = 15/13 = 1,15

Adicionalmente, se analizé la morfologia de los granulos de almidén utilizando un microscopio electrénico de
barrido (SEM). La superficie de los granulos de almidén de las plantas 108/110CF parece recubierta o levantada con
formacién de poros.

Ademds, la determinacidn del tamaiio de los granulos se llevé a cabo utilizando un fotosedimentémetro de tipo
“Lumosed” de Retsch GmbH, Alemania.

Se determind el tamafio medio de los granulos de las muestras de almidén sin tratar (Tabla 3). Tamafio medio de
los granulos [um].

TABLA 10

Valores del tamaiio medio de los grdnulos del almidon aislado de plantas de tipo salvaje (cv. Desiree), plantas con
una actividad reducida de una proteina SSIII y de una proteina BEI (038VL0OO0S, 038VL107), y de plantas con una
actividad reducida de una proteina SSIII y de una proteina BEI y de una proteina BEII (108CF041, 110CF003)

Muestra Tamafio medio de granulo
cv. Desiree 29,7
038VL008 21,5
108CF041 20,8
038VL 107 22,9
11 OCF003 20,7

Ejemplo 3
Andlisis de la distribucion de las cadenas laterales de amilopectina por medio de cromatografia de permeacion de gel

Para separar amilosa y amilopectina, se disuelven 100 mg de almidén en 6 ml de DMSO de concentraciéon 90%
(v/v) con agitacion constante. Después de la adicién de 3 volimenes de etanol, el precipitado se separa por centrifuga-
cion durante 10 minutos a 1800 g y a la temperatura ambiente. El pélet se lava subsiguientemente con 30 ml de etanol,
se seca y se disuelve en 10 ml de solucién de NaCl de concentracién 1% (p/v) a 60°C. Después de enfriar la solucién
a 30°C, se afladen con lentitud aproximadamente 50 mg de timol, y se incuba esta solucién durante 2 a 3 dias a 30°C.
La solucién se centrifuga subsiguientemente durante 30 minutos a 2000 g a la temperatura ambiente. El sobrenadante
se trata con 3 volumenes de etanol, y la amilopectina que precipita se separa por centrifugacién durante 5 minutos a
2000 g a la temperatura ambiente. El pélet (amilopectina) se lava con 10 ml de etanol de concentracién 70% (v/v), se
centrifuga durante 10 minutos a 2000 g a la temperatura ambiente y se seca luego utilizando acetona.

Se agitan subsiguientemente 10 mg de amilopectina durante 10 minutos a 70°C en 250 ul de DMSO de concentra-
cién 90% (v/v). Se afiaden 375 ul de agua a una temperatura de 80°C a la solucién hasta que se completa la disolucién.

Se tratan 200 ul de esta solucién con 300 ul de una solucién de acetato de sodio 16,6 mM a pH 3,5 y 2 ul de
isoamilasa (0,24 u/ul, Megazyme, Sydney, Australia) y la mezcla se incuba durante 15 horas a 37°C.

Una dilucién 1:4 de esta mezcla de reaccidon acuosa de isoamilasa con DMSO, que comprende nitrato de sodio
90 mM, se filtra subsiguientemente a través de un filtro de 0,2 um, y se analizan por cromatografia 24 ul del filtrado.
La separacion se llevé a cabo con dos columnas conectadas en serie, primeramente una Gram PSS3000 (Polymer
Standards Service, con precolumna adecuada), seguida por una gram PSS100. La deteccion se realizé por medio de
un detector de indice de refraccién (RI 71, Shodex). La columna se equilibré con DMSO que comprendia nitrato de
sodio 90 mM. Se eluy6 con DMSO que comprendia nitrato de sodio 90 mM a un caudal de 0,7 ml/min durante un
periodo de 1 hora.
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Para correlacionar el volumen de elucién con la masa molecular, la columna utilizada se calibrd con estandares de
dextrano. Los dextranos utilizados, su peso molecular y los volimenes de elucién se muestran en Fig. 9. Utilizando el
gréfico de calibracién resultante, se mostré el diagrama de elucién como una distribucién de pesos moleculares (Fig.
10).

Los cromatogramas obtenidos se evaluaron ulteriormente utilizando el programa Wingpc Version 6 de Polymer
Standards Service GmbH, Mainz, Alemania.

El drea total bajo la linea del cromatograma GPC se dividié en segmentos individuales, cada uno de los cuales
representa grupos de cadenas laterales de longitudes diferentes. Los segmentos seleccionados contenian cadenas de
glucano con el grado de polimerizacién siguiente (DP = nimero de mondmeros de glucosa en una cadena lateral):
DP < 11, DP 11-18, DP 19-24, DP 25-30, DP 31-36, DP 37-42, DP 43-48, DP 49-55, DP 56-61 y DP 62-123. Para
determinar el peso molecular de las cadenas laterales individuales, se supuso para la glucosa un peso molecular de
162. El 4rea total bajo la linea en el cromatograma GPC se estableci6 luego como 100%, y se calcul6 el porcentaje
de las dreas de los segmentos individuales basado en el porcentaje del drea total. Los resultados obtenidos por este
andlisis se muestran en la Tabla 11.

TABLA 11

Perfiles de las cadenas laterales DP 12 a 18, DP 19 a 24, DP 25 a 30, DP 31 a 36, DP 37 a 42, DP 43 a 48, DP 49 a
55, DP 56 a 61 y DP 62 a 123 para la amilopectina aislada de plantas de tipo salvaje (cv. Desiree) y de plantas con
una actividad reducida de una SSIII y de una proteina BEI y de una proteina BEII (108CF041). Los porcentajes
indican la modificacion de los perfiles de las cadenas laterales individuales basados en amilopectina aislada de
plantas de tipo salvaje

Tipo salvaje 08CF041 c

DP=11 100% 40%
DP12-18 100% 50%
DP19-24 100% 69%
DP25-30 100% 91%
DP31-36 100% 111%
DP37-42 100% 116%
DP43-48 100% 110%
DP49-55 100% 107%
DP56-61 100% 109%
DP62-123 100% 157%
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REIVINDICACIONES

1. Célula de planta que estd modificada genéticamente, conduciendo la modificacién genética a la reduccién de
la actividad de una o mds proteinas SSIII que existen endégenamente en la célula de la planta y a la reduccién de
la actividad de una o més proteinas BEI que existen endégenamente en la célula de la planta y a la reduccién de la
actividad de una o mas proteinas BEII que existen endégenamente en la célula de la planta en comparacién con células
de plantas correspondientes, de plantas de tipo salvaje, que no han sido modificadas genéticamente, mientras que las
células de la planta modificadas genéticamente sintetizan un almidén modificado, que después de la gelatinizacién
de una suspensién al 6% en agua forma un gel con una fuerza de gel que estd incrementada al menos en un 300%
en comparacion con la fuerza de gel del almidén extraido de células de plantas correspondientes, de plantas de tipo
salvaje, que no han sido modificadas genéticamente.

2. Célula de planta de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la modificacién genética es la introduccién de
una o mds moléculas de 4cido nucleico extraio cuya presencia y/o expresién conduce a la reduccién de la actividad
de una o mds proteinas SSIII y BEI y BEII que existen en la célula de la planta en comparacién con células de plantas
correspondientes, de plantas de tipo salvaje, que no han sido modificadas genéticamente.

3. Planta que contiene células de planta de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 6 2.
4. Método para generar una planta modificada genéticamente, en el cual

a) se genera una célula de planta que sintetiza un almidén modificado, almidén que después de gelatinizacién
de una suspensién al 6% en agua forma un gel con una fuerza de gel que estd incrementada al menos en
un 300% en comparacién con la fuerza de gel del almidén extraido de células de plantas correspondien-
tes, de plantas de tipo salvaje, que no se han modificado genéticamente, que comprende la modificacién
genética de la célula de la planta, conduciendo la modificacién genética a la reduccién de la actividad de
una o mds proteinas SSIII que existen endogenamente en la célula de la planta y a la reduccién de la ac-
tividad de una o mds proteinas BEI que existen endégenamente en la célula de la planta y a la reduccion
de la actividad de una o mds proteinas BEII que existen endégenamente en la célula de la planta, en com-
paracién con células de plantas correspondientes, de plantas de tipo salvaje, que no han sido modificadas
genéticamente;

b) se regenera una planta a partir de, o utilizando, la célula de planta generada de acuerdo con a); y,
¢) en caso apropiado, se generan plantas adicionales a partir de la planta generada de acuerdo con el paso b).

5. Método para generar una planta transgénica de acuerdo con la reivindicacién 4 que sintetiza un almidén modi-
ficado, en el cual

a) se modifica genéticamente una célula de planta por la introduccién de una o mds moléculas de dcido nuclei-
co extrafio cuya presencia y/o expresion conduce a la reduccién de la actividad de, en cada caso, al menos
una proteina SSIII, BEI y BEII en comparacién con células de plantas de tipo salvaje correspondientes que
no han sido modificadas genéticamente;

b) se regenera una planta a partir de, o utilizando, la célula generada de acuerdo con a); y

¢) en caso apropiado, se generan plantas adicionales a partir de las plantas generadas de acuerdo con el paso

b).
6. Planta de acuerdo con la reivindicacion 3, que es una planta que almacena almidén.
7. Planta de acuerdo con la reivindicacién 6, que es una planta de patata.

8. Material de propagacion de plantas de acuerdo con una de las reivindicaciones 3, 6 6 7, que contiene al menos
una célula de planta de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 6 2.

9. Uso de una o mds moléculas de 4cido nucleico que codifican proteinas con la actividad enzimdtica de al menos
una proteina SSIII, al menos una proteina BEI y al menos una proteina BEII o sus fragmentos para la generacién de
células de plantas de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 6 2 o de plantas de acuerdo con una de las reivindica-
ciones366a7.

10. Almidén que puede obtenerse a partir de células de plantas de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 6 2
o de una planta de acuerdo con una de las reivindicaciones 3, 6 6 7 o de material de propagacién de acuerdo con la
reivindicacién 8.

11. Almidén de acuerdo con la reivindicacion 10, que es un almidén de patata.

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 310256 T3

12. Método para producir un almidén de acuerdo con una de las reivindicaciones 10 6 11, que comprende la
extraccién del almidén de una planta de acuerdo con una de las reivindicaciones 3, 6 6 7 y/o de partes que almacenan
almidén de una planta de este tipo y/o una célula de planta de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 6 2 y/o de
material de propagacion de acuerdo con la reivindicacién 8.

13. Almidén de acuerdo con una de las reivindicaciones 10 6 11, que puede obtenerse por un método de acuerdo
con la reivindicacién 12.

14. Método para modificar el almidén de una planta, que comprende el método para generar una planta de acuerdo

con una de las reivindicaciones 3, 6 6 7 y obtener almidén a partir de la planta o partes que contienen almidén de la
misma.
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gac

ASp

Tac
Tyr

1005

goet
kla

1020

gta
Val

1035

att
Ile

1050

gho

B8

Thr

cGa
Pro

820

2o

Thr

tty

Leu

gga
Gly

tLg

ES 2310256 T3

aca

Thr

cag

Ein

att

Ile

cat

z Hisg

gtt
Val

960

cot

Fro

atg

Ile

gaa

Glu

cga

Arg

ate

lle

got

Ala

ggt

cas oLt

His Leu

&84

Lys

aca

Thy

ot

10

cge

A

g

act ©

Thr Tyr Ser Gln

- oot %

Pro Leu

595

gre

Val

gga

tta

Ley

10490

tgg

oge

< toa cag s

a¢t

Thr

aLs

Thr

. gat

tte cat

Phe His ¢

aac gat

Asn Asp

gge aaa

Gly Lys

aaa cag

Lys Gln

cac cag

His Gln

ggt

gtg tct

: Val Ser

ara gtg

;! Ile Val

885

tte  att
Phe Ile

1000

aca gca

Thr Ala

1015

get  gac

Ala Bsp

1036

aaa gga

Lys Gly

ogg  Aaaa

Leua Glu Arg Asn -

cot o agy

gta caa
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3434
Gly Gln

aac gat
34738
Asn Asp

gac cgo
3524
Aspr Arg

otg ata
3569
Leu lle

gag cca
3E14
Glu Pro

att cca
3659
Ile Pro

gat gttt
3704
Asp Val

)

=

o aat
3

#
&

13

5L

Pro Asn ©

Val

Ala ?

tat

Tyr

tgt

Cys

gtc

Val

gac

Asp

gaa
Gly

1125

gtg
Val

11406

cat

His

aat

Asn

ggt

Gly

cta

Leu

cgt

Arg

gac

Asp

ES 2 310256 T3

i Ly

ttg

Leu

Lgt

Cys

aca

Thr

S8a

- Phe

Gly

gea

Ala

ctad

Leu

gat

nsp

Caa

Gln

act

; Thr

gayg

Glu

gat

Asp

Ser

aca

Thr

Lttt

Phe

ettt

Ley

gga

Gly

aga

Arg

Gly

11

Bla

1076

caa
Gln

1085

tat
Tyr

1100

att
Ile

1115

ace
Thr

1134

gga
Gly

1145

gca
Ala

13160

gca

Ala

Pro

ttg

Leu

cta

Leun

got

Ala

caa

Gln

Asp

cac

His

gag
Glu

gtt

Val

atg

Met

tat

got

Ala

Pro

toe

Ser

cca

Pro

cat

Pra

gat

Asp

tgt

Cys

hrg val

aza tat
Lys Tyr

1090

ctt tot
Lau Sexr

1165

tca ata

SZer Ile

tat ggt

} Tyvr Gly

1135

act gta
Thr Val

1150

ggt ottt
$ly Leu

1165

Gln

aat

Asn

cac

His

Lzt

Fhe

ttt

Fhe

gaa

gat

Rap
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tar got
37%4
Tyr Ala

oty

Leu

tgg tre
3838
Trp Phe Asn

tgg aac
3884
Trp Asn

cga

Arg

aga sag tta

3939

Arg Lys Leu

caatctgtac
3959

taaatcaagt
4059

caacratatga
43118

agaaatygaga
dia7

<210>2
<211> 1230
<212> PRT

<213> Solanum tuberosum

ES 2310256 T3

1176 P15 1180

aat aga got cto tek geot  tge tac gat ggt cgg  gat
Asn Arg Rla Leu Ser Ala Trp Tyr Asp Gly Arg Asp
1185 1189 1195

tct  Lia tge aag cag gtc atg gas caa gat tgg tot
Ser Leu Cys Lys Gln ¥al Met Glu Gln Asp Trp Ser
1208 12045 1210

cet  got ottt gat tat ttg gag ctt tac cat goet  get
Fro Ala Leg Asp Tyr Leu Gluo Leu Tyr His Ala Ala
1215 1229 1225

gaa tag ttagtttgtg agatgotago agaaasatbc acgagateig
Glu

12306
aggtioaghtyg tttgogtetg gacagetttt ttattteocta tatcaaagta
ctacactgayg atcaatagea gacagtecte agttcattic attttttgty
aagagoettag cctectaataa tgtagtcatt gatgsttatt tgttitagga
aatcaaagga tgceazaatac olgadasaas aasagaaa

12
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<400> 2

Ser

Glu

Leu
145

Asp

His

Gly

50

Arg

Lvs

Jal

Lys G

Thr
130

Glu

Pro

Val

Ala

Ary

Gly

Gln

Asp

Val

Pro

Ile

20

Thr

Val

Arg

Phe

Lys

160

Ser

Asp

Glu

Arg

Lys
180

Thr

Arg

Val

85

Glu

Asp

Asp

Val

185

Asp

ES 2 310256 T3

e Pro

Leu

is Leu

Sex

Gly

Lys

0

Pro

Asn

Glu
150

Sexr

Ala

Leu

Arg

Ser

™hr
13%

Ile

o
@
4

Val

His

Lys

Ser

44

Ser

Ser

Lys

Asp

Asn

120

Asn

Lvs

13

FPhe

Thr

Pro

103

Gin

Gly

Phe

Leu
185

Pro
10

Lvs

Gln

Ser
210

> Glu

Lys

Val

Ser

Val

170

Asn

L.y

Pro

Phe

Arg

5

Ser

Thr

Val

Thr

155

Glu

[
)
7]

Phe

HMet

Gin &

Val

Arg

144

Liyx

Ser

c Cys

Len

Ser

45

Bla

Gin

Ser

Glu

125

Asp

Ser

Glu

Lys

Thr

~

Gly

Trp

Asn

Gly

The

Thr

110

Ala

His

Iie

Glu

Arg
180

Ser

Phe

Leu

LY

Gln

95

Ser

Aryg

Val

Val

Ser

Ser

80

Arg

Thy

Val

Phe

Met

160

Gly
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[
fod
o

Gin

[t ol

25

Glu

Ley

Gl
38%

o
i
by

Gly
210

va Leu

Asn

Ley

Ile

Leu

a Giu

hrg G

s Ala

370

Thr

- Asp

125

Tyr

Asn

Glu

Asp

Asn

Axg

Pro

His

- Thx

%

Iie

260

Bsp

Glu

Leu

Leu

Glu
340

Leu

Lau

> Ley

80

ile

Gly

245

Thr

Leu

Pro

Arg

Ala

325

Val

Ber

v Glu

Asn

Ile

Ala

Leu

230

Asn

Lys

Anp

Lesu

Leu

310

Giu

Val

Thr

Trp

Gy
380

ES 2310256 T3

Asp

Ser

215

Gln

Val

Rla

Thr

Ala

295

Glu

Glu

Lysa

Leu

Arg
375

Ser
200

Sar

¥al

Ser
Asn
280
Ala
Met
Asn
Pro
Lys
360

Tyr

Trp

14

Val

Lys

Azp

Asp

265

Ser

Gly

Giu

Leu

.F&Sp

345%

Asn

Arg

Ile

Gly

Yal

- Lys

250

YVal

Phe

Thr

Leu
330

Glu

Ser

Aryg

Sey

Glu

235

Gly

Glu

Phe

Val

Asn .

315

Gin G

Asp

Phe

Cys
145

Glu

His

220

Pro

Bre

Bis

Gla
300

Val

Asp

Thy

380

Lys

&ln Ser
205

Ala Val

Gin Gln

Val Ala

Thr Glu
270

Ser Asp
285

Thr Gly

Arg Arg

Iie Arg

Glu 1le

350

Val Leu
363

Thr Arg

Ile His

Gly

Gly

Leu

Ser

255

Ser

Leu

Asp

Gln

Leu

335

Phe

Ile

Leu

Val

Thr

Lys

240

Asn

Ile

Ser

Ala

324

fhe

Het

Thr

Pro
300
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Tyr

Mat

Glu

Glu

465

Arg

Glu

Glu

Gly
545

Lys

Pro

o
b
{5

Glu

Gln
Gln
450

Giu

Leu

Pro

Ser

Asp

Ala

Met

Ser

- Asn

Gl

Gln

Ala
545

Tyr
Asn
420
Ile
Lvs
Arg
Ala
Val
500

Glu

Asn

Arg

Ala
584

Arg

405

Asp

Ley

Arg

Lys

Phe

Fro

Trp

Ile
565

Leu

ES 2 310256 T3

Bla

Gly

Phe

Ala

Tis

470

Glu

Ala

Lys

Leu 5

Lys
S5
Asp

Phe

Tyr

Asp

Glu

Lys

455

Glu

Glu

Thr

Gly

Ty

Ean

Phe Val Phe Phe

Asn

440

Glu

Ala

Ala

Lys

Glu

520

His

Asp

Az
600

Phe

425

Phe

&Gln

Glu

Ala

Thr

505

Asp

Ala

Leu

Trp

Trp
585%

15

410

Ser

Leu

Bla

Lys

Lys
4520

Lys

His

Ile T

Leu
Glu
Ala
475

Lys

Val
Asp
Tis
555%

Tyx

Fhe

Asn

Glu

Arg

460

Glu

Lys

Ile

Arg

Leu

540

Val

Thy

Ala

P
fzint

Gly

Val

Glu

445

Glu

Ile

Lys

Thr

Leu

525

Trp

Lys

Glu

Asp

hAsp
605

Gln Asp Val

Lys

430

Lys

Arg

Glu

Wal

TEp

510

Tyr

Ile

Liys

Val

Gly

590

Phe

415

Leu

Ala

Leu

485

Tyr

His

Ley

Yal
575

Pro ¢

His

Gly

Arg

Ala

Asp

480

Arg

Ile

Val
560

Ile

Ala
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{ie

Hisg

625

Ala

Lys

Tyr

Tyr

Aryg

705

Gln

Pro

Ile
TBS

Wal

¥al

6830

Gln

Mot

Glu

Thr

Asn

590

Cys

Lys

Val

: ASD

Val
TI0

Val

Pro

Tle

Arg

Arg

Glu

673

Pro

Ser

Met

Gly
755

Phe

Yal

Asn

Phe

Ala

Thr

660

Pro

Ala

Phe

Ser

Leu
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Gly

Gly ¢

- Ser

Hisg

Lys

Lys

645

Meat

Leu

Asn

han

Fro
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Asp

Ile

Met

Leu
BOS

Ile

Thr

630

Val

Lys

Asp

Thr

Arg
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Ala

Ala

Phe

Val

Ala
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]
Eal
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Pro
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L

Ser

Tle

Glu
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Ala
1748

Pro

Giw

Gin

Lys

Phe
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Leu

Thr

Asn

Met

Asn
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Lys

Tle
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Glu

Thyr

e
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Gly

Mat
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Lys

Glu

Ala

Val
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Glu
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650

Ley

Arg

Thy
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Tyr
Ary
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Leu
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Lys

Leu

15

His

Phe

Gly

Pro

Val
785

Trp

620
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Leu

Gln

Sey

Pro
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Gly

Val

Val

Met

Mat

780

Gly

Leu

Val

Leu

Lys

Lys

Yal

485

Glu

Pro

Arg

Phe
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Gly

Asn

Arg

Thr

His

670

Thr

Ile

Leu

Als
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750

Tyr

Leu

Glu

Glu

Glu
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Val

Val

Trp

Pro

Thr

7358

His

Val

18 Asn

313

Glu

Ala

6540

Thr

Val

Tyr

Phe

Pro

720

val

Arg

Ile

His

Asp

804

Val
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Rsp

Asp

Yal T

Gln

BBS

Gly

Gln

Ala

Trp

T
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#]

Ile

Phe

Glu

Gly

Pro

Lys

930

Lau

Pro

Leuy

Asp Pro

y Val

1010

Ile

Arg

835

Phe

Gly

Arg

Gly

Val

215

Tia

Thy

His

Val Glu Gly Lys Thr

ieu
B2
Fhe
Gly
Leu
Fhe
Fhe
490

Bla

Ary

Gly

Tyr

Lys
880

Pro 1

His

Lys

Fhe 5

Gly |

885

Ser

Trp

Ile

Lys

Val

PFro

Lan

Val

Ala
950

r Gln

His
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Tyr Asp Cys I

Asn

Glu
855

Lys

: FPha

Asp

Phe

Phe

335

Mot

Glu

Tyr

840

Gly

Gly

Cys

Ile

Lys

820

Thr

Thy

Val

r Tle

Phe
100

825

Phe

Leu

Cys

His

Ile

ads

Glu

Ile

Asn

Val
885

Ile Pro Ile Pro Tvr

o

Trp

Bar

Val

«

Ala
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Hisg
Gln
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Ala
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Gly

Val

Tyr 3
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Ala

Metn

Gly

Tyxr

860

Leu

His

Thy

Leu

540

Lys

Ile

Bsn
Thy
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Phe
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Glu
Asp
His
925
Ala
Val

Asp
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Ala Als Lys Glu Ala
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17

1620

Asn

B30

Glu

Len

Sey

Phe

Trp

210

Tyr

Fre

Ile

Pro
380G
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Val

Tie

Glu

Asn
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Bro

Asp
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Leu

Ser

r Leu

Ala

Val
360

fle

Thr Ser Glu

Leu Gln Arg
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Lys

Thr

Iie

Tar

Leu

Glo

Tyr

<210>3
<211> 61
<212> PRT

Ley
102%

Brg
1040

Trp
1058

Ala
1070

Gln
1CB.R

Tyr
1i00

Thr
1130

Gly
1145

&la
1160

AKla
.
it

Y e
Ala

1180

Val
1205

Lig
1225

Gly

Ley

Arg

Bro

Ley

Len

Ala

Len

Met

<213> Solanum tuberosum

Leu

Thy

Thr

Asp

His

Glu

Val

Gln

Ala

Tyr

Glu

Lau

Lys

His

Leu

Pro

Pro

Axg

Asp

Gln

Ty
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Gln Ala
1030

Gln Lys
1045

Glu Arg
1060

Arg Val
1475

Lys Tyx
1090

Leu Ber
1105

Ile
1120

92]
B
L

Tyr Gly
1135

Thr Val
1150

Gly Leu
1165

Gly val
1180

-

Gly Arg
1185

Asp Trp
1210

His Als

1223

Asp Leu Pro Leu

Gly

Asn

Gln

Fhe

Plye

Gla P

Asp
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ile

Gly

Asn

Asp

Leu

Glu

r 1le

Tyr

Trp

Trpo

His

Glin

Asp

Arg

Ile

Fro

Val

Asn

nhla

Phe

Asn

L2y

Val

Phe

Ala

Tyr

Cys

Val

Asp

Gly

ey

Breg

Val
14035

Ile
1080

Val
1065

Val
1080

Arg
1485

Ala
1110

Gly
1125

Val
1140

His
1185

Phe
1170

Pro
1213

Ala Arg Lys Leu Glu
1230

Giy Ile Tle

Lys

Leu

Bsn

Leu

Gly

Leu

Arg

Asp

Ala

His

Leu

Leu

Ala

Thz

Lys

Lvs

Phe

Ala

Cys
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Ala

Gly

Ala

Leu

Gln

Thr

Ley

Lys
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<400> 3
Arg Ber
1
Tre S5erxr
Val Phe
FPhe Ser

50

<210> 4

<211> 1641

<212> DNA

Phe Thr Thr Arg
5

Cys Lys Ile His

20

Phe
35

ile

<213> Solanum tuberosum

<400> 4

atgaagoaca gttcageotat

&0

ctagaggaag atgtcaacac

120

cCittatectag atcacttcag

180

Asn Gly Gln

Thr Val Lys G

ES 2 310256 T3

Val

ttocgetgtt

tgaasatatt

Thr Gle Thr His Leu
10

Glu Ala Tyr

Pro Lys
2
)

Tyvr Asp Asn Asn

Mer Gln Ile Ile

&0

19

Asn Gly Asp Trp
15

Arg Ala Asp Phe
30

Asp Gly Asn Asp
45

Asp

tigacogaty acaattogag aatggoacce

ggectootaa attiggatcoo sacttiggaa

acacagaaty asgagatatg tggatcagaa aatgotcatt
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gaaaaataty
240

agggaagatg
360

attggogatt
360

gritggagta
429

gttaagttic
480

aagtatgcca
540

coaccacctt
600

agaatotacy
660

gagtttgcag
7240

atggccataa
T80

gotgtgagoa
g40

agctigggtt
506

gatggectoa
966

gagcgagggt
1920

ctregtttec
1080

cgatittgatg
1140

ggaaactata
L2680

trtggoraata

agggacecect

gttgeatagt

tcaatggiag

ttagaatico

gttteaaaca

ctgcagacge

cagaaaggta

asgcacatgt

atgatgtttt

tggaacattc

atagatatag

tacaggttct

atggcetitga

accataagtt

ttetttecas

gaataacttc

atgagtattt

arcrtgatica

ES 2 31

tgaggaatty
ctatogtgas
gaacggttct
tgatgttgac
tggtaatgga
cacazagttt
ccacttcaaa
cggeatgage
accteggart
ttactatgga
aaaccCggay
ggtggatgta
rattggocas
grgggatage
cttgaggtyyg
tatgctgta?

cagogaggot

0256 T3

gercaagytt
tgggetecty
aaccacatga
agtaagocay
gtgtggytag
geagoaccat
taccctegee
agcrotgage
aaggcaaata
teatttggat
gacctasagt
grreavagto
gattotcaady
aggetgtiea
tggeragaag
gktcatcatg

atagatgttg

caagatttre oo

Ca
I
A
¥
&
9]
(]
oy
2
b

20

atttaaasate

ctgotcagas

tggagaagga

tcattccaca

atcgtatoog

atgatggtgt

cteeccasace

cacgtgtaaa

actataatac

atcatgttac

atetgataga

atgoaaiycaa

aatcctactt

actatgocaa

agtataactt

gaatcaatat

atgetgtggt

ctgttattge

tggattcaac

agcagaagtt

ccagttiggt

caactocaga

tgettggata

ctactgggac

cegagoecea

ttcgtatogt

tgtocagttg

gaacttittt

taaagcacat

taatgtcact

teatgotgga

trgggaggtt

tgacggattt

gugatttaca

ctattiaaty

rgaagatgtt
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<210>5

1260

rotggtatge
1320

ctyggeaatgy
1380

tggtecatga
144G

geoatatgogy
1500

atgaacaaaqg
1560

goaggaattg
1620

gtacctoaat
1641

<211> 546
<212> PRT

<213> Solanum tuberosum

<300>

cgggecttag

caatcccaga

aggaagtaac

agageratga

agatgiatte

cgottgacas

ttcatgggta

<308> Swiss Prot / P30924
<309> 1993-07-26

<400> 5

Met Lys His

1

Thr Met Ala

5

20

ES 2 310256 T3

coggochgtt

taagbggata

atcgagtttyg

fcagtctaty

tggeatgtet

gatgatccat

21

totgagggay

gattatttaa

acaaatagga

gtogatgaca

tgottgacag

ttettbcaca

0

25

gaattggttt

agaataagaa

gatatacaga

agaccattge

atgetretee

atggeoettgy

30

tgattacoyge

tgatgaagat

gaagtgtata

atttoteeta

tgttgtigax

gaggagagyyg

Ser Ser Ala Ile Ser Ala Val Leu Thr Asp Asp Azn Ser

15

Pro Leu Gluw Glu Asp Val Asn Thr Glu Asn Ile Gly Leu
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Arg

Gly

Arg

Sl

Yal

Phe
145%

Lvs

Val 1

Arg

Mat

Mo

fav I sl

[tk

Asn

Met

50

Fro

Ala

Met

Asp
130

Pro

Ly

Lys

Leu

Glu

Ala

Ser

Ley

Aryg

Glo

Gly

Val
100

Lys

Lys

4 Gl}y

Thr

Asp

180

Lys

Ser

Pro

Tyr

Glu

Cys

35

fle

Pro

Asn

£y

Ala

165

Fro

Bro

Glu

Aryg
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<212> DNA

<213> Solanum tuberosum
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