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Relatério Descritivo da Patente de Invencé&o para "POLINU-
CLEOTIDEO, VETOR, POLIPEPTIDEO COM ATIVIDADE DESSASTURA-
SE, METODOS PARA PRODUGAO DE PLANTA E OLEO DE MILHO
CONTENDO ACIDOS GRAXOS DE OMEGA-3, PARA AUMENTAR O VA-
LOR NUTRICIONAL DE UM PRODUTO COMESTIVEL, DE FABRICAGAO
DE ALIMENTO OU ALIMENTAGAO, BEM COMO COMPOSIGCAO CO-
MESTIVEL".

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Este pedido reivindica a prioridade de Pedido de Patente Provi-
sional dos Estados Unidos Serial n® 60/382.391, depositado em 22 de maio
de 2002, e Pedido de Patente Provisional dos Estados Unidos Serial n°
60/453.125, depositado em 7 de mar¢co de 2003. A descri¢ado inteira de cada
dos pedidos acima € especificamente aqui incorporada por referéncia na
totalidade.

Campo da Invencéao

A invencéo refere-se geralmente a enzimas de dessaturase que
modulam o numero e localizagdo de ligagdes duplas em acidos graxos poli-
insaturados de cadeia longa (LC-PUFA's), métodos de uso destes e compo-
sicdes derivadas deles. Em particular, a invengao refere-se a perfis de acido
graxo melhorados empregando-se enzimas de dessaturase e acidos nucléi-
cos codificando para tais enzimas identificadas em fungos.

Descricdo da Técnica Relacionada

Os produtos primarios de biossintese de acido graxo na maioria
dos organismos s&o compostos de 16 e 18 carbonos. A relacdo relativa de
comprimentos de cadeia € grau de insaturacdo destes acidos graxos varia
amplamente entre as espécies. Os mamiferos, por exemplo, produzem pri-
mariamente acidos graxos saturados e monossaturados, ao mesmo tempo
em que a maioria das plantas mais altas produz acidos graxos com um, dois
ou trés ligacdes duplas, as ultimas duas compreendendo acidos graxos poli-
insaturados (PUFA's).

Duas familias principais de PUFAs sdo os acidos graxos de

Omega-3 (também representados como acidos graxos "n-3"), exemplificadas

Segue-se folha 1a



1a

por acido eicosapentaendico (EPA, 20:4, n-3), e os acidos graxos de 6mega-
6 (também representados como acidos graxos "n-6), exemplificados por aci-
do araquidbnico (ARA, 20:4, n-6). Os PUFAs s&o componentes importantes
das membrana de plasma da célula e tecido de adipose, onde eles podem

ser encontrados em tais formas como fosfolipideos e como ftrigliceri-

Segue-se folha 2
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deos, respectivamente. Os PUFAs s3o necessarios para desenvolvimento
apropriado em mamiferos, particularmente no desenvolvimento do cérebro
infantil, e para formac&o de tecido e reparo.

Diversos distlrbios respondem ao tratamento com &cidos gra-
x0s. A suplementagdo com PUFAs tem sido mostrada reduzir a taxa de
restenose apos angioplastia. Os beneficios & salide de certos acidos graxos
de dmega-3 dietéticos para doenga cardiovascular e artrite reumatéide tam-
bém tém sido bem documentados (Simopoulos, 1997; James e outros,
2000). Além disso, os PUFAs tém sido sugeridos para uso em tratamentos
para asma e psoriase. Evidéncia indica que os PUFAs podem ser envolvi-
dos em metabolismo de calcio, sugerindo que os PUFAs podem ser Uteis no
tratamento ou prevencd@o de osteoporose e de pedras nos rins e no trato
urinario. A maioria das evidéncias para beneficios & salude aplica-se as gor-
duras de dmega-3 de cadeia longa, EPA e DHA que estdo no peixe e 6leo
de peixe. Com esta base de evidéncia, autoridades de salde e nutricionistas
no Canada (Scientific Review Committee, 1990, Nutrition Recommendations,
Minister of National Health and Welfare, Canada, Ottowa), Europe (de De-
ckerer e outros, 1998), o Reino Unido (The British Nutrition Foundation,
1992, Acidos graxos insaturados - significAncia nutricional e fisiologica: A
reportagem do British Nutrition Foundation's Task Force, Chapman and Hall,
Londres), e os Estados Unidos (Simopoulos e outros, 1999) tém_ recomen-
dado o consumo dietético aumentado destes PUFAs.

Os PUFAs também podem ser empregados para tratar diabetes
(Patente dos Estados Unidos n® 4.826.877; Horrobin e outros, 1993). O me-
tabolismo alterado e composigdo do 4cido graxo tém sido demonstrados em
animais diabéticos. Estas alteragbes tém sugerido estarem envolvidas em
algumas complicagdes a longo prazo resultando de diabetes, incluindo reti-
nopatia, neuropatia, nefropatia e dano ao sistema reprodutivo. O 6leo de
primula, que contém GLA, tem sido mostrado prevenir € reverter o dano ao
nervo diabético.

Os PUFAs, tais como acido linoléico (LA, 18:2, A9, 12) e Aacido
a-linolénico (ALA 18:3, A9, 12, 15), séo considerados como 4cidos graxos
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essenciais na dieta porque os mamiferos ndo tém a capacidade de sintetizar
estes acidos. Entretanto, quando ingeridos, os mamiferos tém a capacidade
de metabolizar LA e ALA para formar as familias n-6 e n-3 de &cidos graxos
poliinsaturados de cadeia longa (LC-PUFA). Estes LC-PUFA’s sdo impor-
tantes componentes celulares conferindo fluidez 4s membranas e funcio-
nando como precursores de eicosandides biologicamente ativos tais como
prostaglandinas, prostaciclinas e leucotrienos, que regutam funcgdes fisiold-
gicas normais.

Em mamiferos, a formagdo de LC-PUFA's & limitada pela taxa
pela etapa de dessaturagdo de A8, que converte LA em &cido y-linolénico
(GLA, 18:3, A6, 9, 12) e ALA em SDA (18:4, A8, 9, 12, 15). Muitas condigdes
fisioldgicas e patologicas tém sido mostradas deprimir esta etapa metabdli-
ca, e conseqlentemente, a produgdo de LC-PUFA. Entretanto, evitando a
A6-dessaturagdo por meio de suplementagio dietética com EPA ou DHA
pode eficazmente aliviar muitas doencgas patolégicas associadas com baixos
niveis de PUFA. Entretanto, como mencionado em maiores detalhes abaixo,
fontes atualmente disponiveis de PUFA ndo sdo desejaveis para uma multi-
d&o de razbes. A necessidade para uma fonte segura e econdmica de PU-
FA's tem estimulado interesse em fontes alternativas de PUFA's.

Os principais PUFAs de cadeia longa de importancia incluem
acido docosaexaendico (DHA, 22:6 , n-3) e EPA, que sdo primariamente
encontrados em tipos diferentes de dlec de peixe, e acido araquiddnico
(ARA, 20:4, n-6), encontrado em fungos filamentosos. Para DHA, diversas
fontes existem para produgdo comercial incluindo uma variedade de orga-
nismos marinhos, 6leos obtidos de peixe marinho de agua fria, e fragdes de
gema de ovo. Fontes comerciais de SDA incluem os géneros Trichodesma e
Echium. Entretanto, existem diversas desvantagens associadas com produ-
¢do comercial de PUFAs de fontes naturais. As fontes naturais de PUFAs,
tais como animais e plantas, tendem a ter composicbes oleosas altamente
heterogéneas. Por exemplo, 6leo de sementes de Echum, em adi¢do a
SDA, contem niveis quase equivalentes do GLA de acido graxo de 6mega-6.
Os oleos obtidos destas fontes portanto podem requerer purificagdo extensi-
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va para separar um ou mais PUFAs desejados ou para produzir um éleo que
€ enriquecido em um ou mais PUFA.

As fontes naturais de PUFAs também s&o submetidas a flutua-
¢Oes incontrolaveis em disponibilidade. Os estoques de peixe podem sofrer
variagdo natural ou podem ser depauperados por pesca excessiva. Além
disso, mesmo com evidéncia decisiva de seus efeitos terapéuticos, reco-
mendagdes dietéticas com respeito aos acidos graxos de dmega-3 ndo sio
observados. Os dleos de peixe tém gostos e odores desagradaveis, que po-
dem ser impossiveis para economicamente separar do produto desejado, e
podem tornar tais produtos inaceitdveis como suplementos de alimento.
Oleos animais, e particularmente 6leos de peixe, podem acumular poluentes
ambientais. Os alimentos podem ser enriquecidos com dleos de peixe, po-
rém novamente, tal enriquecimento € problematico por causa de custo e de-
clinio nos estoques de peixe mundiais. Este problema é um impedimento ao
consumo e ingestdo de peixe inteiro. Todavia, se as mensagens de salde
para aumentar a ingestdo de peixe fossem seguidas pelas comunidades,
existiria provavelmente um problema em encontrar demanda de peixe. En-
tretanto, existem problemas com a sustentabilidade desta indlstria que
conta pesadamente com estoques de peixe silvestre para alimentagéo de
cultura aquética. (Naylor e outros, 2000).

Outras limitagdes naturais favorecem um novo método para a
produgéo de acidos graxos de 6mega-3. Condigdes metereoldgicas e doen-
¢a podem causar flutuagdo em producdes de ambas as fontes de peixe e
planta. Terra fertil disponivel para a produgéo de colheitas de produgéo de
6leo alternativas é submetida & competigdo de expanséo estavel de popula-
¢Ges humanas e a necessidade aumentada associada para produgéo de
alimento sobre a terra aravel restante. Colheitas que produzem PUFAs, tal
como borragem, ndo foram adaptadas ao crescimento comercial e ndo po-
dem funcionar bem em monocultura. O crescimento de tais colheitas é des-
se modo ndo economicamente competitivo onde colheitas mais lucrativas e
melhor estabelecidas podem ser desenvolvidas. Fermentagdo de organis-

mos em larga escala tal como Mortierella é também cara. Tecidos animais
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naturais contém baixas quantidades de ARA e sio dificeis de processar.
Microorganismos tais como Porphyridium e Mortierella séo dificeis de culti-
var em uma escala comercial.

Diversas enzimas sdo envolvidas em biossintese de PUFA. LA,
(18:2, A9, 12) é produzido de &cido oléico (OA, 18:1, A9) por uma A12-
dessaturase enquanto ALA (18:3) é produzido de LA por uma A15-
dessaturase. SDA (18:4, AB, 9, 12, 15) e GLA (18:3, A8, 9, 12) s&o produzi-
dos de LA e ALA por uma AB-dessaturase. Entretanto, como acima estabe-
lecido, mamiferos ndo podem dessaturar além da posicdo A9 e portanto néo
podem converter acido oléico em LA. Igualmente, ALA nZo pode ser sinteti-
zado por mamiferos. Outros eucariotas, incluindo fungos e plantas, tém en-
zimas que dessaturam na posigdo de carbono 12 e carbono 15. Os princi-
pais acidos graxos poliinsaturados de animais, portanto sdo derivados de
dieta por meio da dessaturagdo subsegiiente e alongamento de LA e ALA
dietéticos.

A Patente dos Estados Unidos n° 5.952.544 descreve fragmen-
tos de &cido nucléico isolados e clonados de Brassica napus que codificam
enzimas acido graxos dessaturase. A expressdo de fragmentos de &cido
nucléico da patente '544 & expressa em plantas e resulta no actimulo de
ALA. Entretanto, em plantas transgénicas expressando a A15-dessaturase
de planta, LA substancial permanece nao convertida pela dessaturase. Uma
enzima ativa mais ativa que converte mais LA em ALA seria vantajosa. A
conversdo aumentada de LA em ALA criaria quantidades maiores de ALA.
Os niveis de ALA aumentados permitem a A6-dessaturase, quando co-
expressa com acido nucléico codificando para a A15-dessaturase, atuar so-
bre ALA, desse modo produzindo niveis maiores de SDA. Devido & multiddo
de usos benéficos para SDA, existe uma necessidade de criar um aumento
substancial na produgdo de SDA. Os acidos nucléicos de varias fontes tém
sido procurados para aumentar a produgdo de SDA. Entretanto, inovacgtes
que permitiriam a producdo comercial melhorada em colheitas com base na
regido sdo também altamente desejados. (Veja, por exemplo, Reed e ou-
fros, 2000). Além disso, o uso de polinucleotideos de dessaturase derivados
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de Caenorhabditis elegans (Meesapyodsuk e outros 200), nédo é ideal para a
produgdo comercial de 6leos de semente de planta enriquecidos.

Os acidos nucléicos codificando A15-dessaturases tém sido
isolados de diversas espécies de cianobactérias e plantas, incluindo Arabi-
dopsis, soja, e salsa. As seqliéncias de aminoacido deduzidas destas des-
saturases demonstram um elevado grau de similaridade, mais notavel na
regido de trés motivos ricos em histidina que, sem ser limitado por qualquer
uma teoria, sdo acreditados ser envolvidos em ligagdo de ferro. Entretanto,
nenhuma A15-dessaturase foi isolada de quaisquer espécies fungicas. Além
disso, mesmo com os genomas de diversas espécies fungicas tendo sido
seqiienciados, e empregando-se algoritmos sofisticadoes, pesquisas utilizan-
do cDNA de A15-dessaturase e seqliéncias de aminoacido contra bases de
dados de DNA de Neurospora e Aspergillus nédo produziram A15-
dessaturases.

Portanto, seria vantajoso obter material genético envolvido em
biossintese de PUFA e expressar o material isolado em um sistema de
planta, em particular, um sistema de planta de colheita terrestre com base
na regido, que possa ser manipulado para prover produgdo de quantidades
comerciais de um ou mais PUFA's. Existe também uma necessidade de au-
mentar a ingestao de gordura 6mega 3 em seres humanos e animais. Desse
modo existe uma necessidade de fornecer uma ampia faixa de alimentos e
suplementos de alimento enriquecidos com émega 3, de modo que os indi-
viduos possam escolher a alimentagéo, ingredientes alimentares, alimentos
e ingredientes de alimentos que adaptam-se a seus habitos alimentares
usuais. Atualmente, existe apenas um acido graxo de 8mega 3, ALA, dispo-
nivel em dleos vegetais. Entretanto, existe conversdo ruim de ALA ingerido
nos acidos graxos de dmega 3 de cadeia mais longa tal como EPA e DHA.
Foi demonstrado em Pedido dos Estados Unidos de co-pendéncia Série n°
10/384.369 para "Tratamento e Prevengao de Disturbios Inflamatérios”, que
elevando-se a ingestdo de ALA pela comunidade na média de 1/g dia a 14
g/dia pelo uso de dleo de linhaga, apenas modestamente aumentou os ni-

veis de EPA de fosfolipideo de plasma (Manzioris e outros, 1994).
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Por conseguinte, para aquela finalidade, existe uma necessida-
de de produgao eficiente e comercialmente viavel de PUFAs empregando-se
acido graxo dessaturases, genes codificando-os, € métodos recombinantes
de produzi-los. Existe também uma necessidade de éleos contendo propor-
¢Oes relativas mais elevadas de efou enriquecidos em PUFA's especificos e
composigdes e suplementos alimentares contendo-os. Existe também uma
necessidade de métodos econdmicos seguros de produgédo de PUFA's es-
pecificos.

A despeito de ineficiéncias e baixas produgdes como acima
descrito, a produgdo de acidos graxos de dmega-3 por meio de cadeia ali-
mentar terrestre é uma iniciativa benéfica a satde publica e, em particular, a
produgdo de SDA. O SDA em particular € importante, porque, como acima
descrito, existe baixa conversdo de ALA em EPA. Isto é porque neste pro-
cesso de trés enzimas (requerendo A6, A12, e A15) a enzima inicial, A6-
dessaturase, tem baixa atividade em seres humanoss e é limitante da taxa.
A evidéncia de que a AB-dessaturase € limitante da taxa, é fornecida por
estudos que demonstram que a conversao de seu substrato, ALA, é menos
eficiente do que a conversio de seu produto, SDA em EPA em camundon-
gos e ratos (Yamazaki e outros, 1992; Huang, 1991).

Com base em tais estudos, € observado que em colheitas de
semente oleosa comerciais, tais como canola, soja, milho, girassol, agafroa,
ou linho, a convers3o de alguma fragdo dos acidos graxos mono- e poliin-
saturados que representam seu dleo de semente em SDA, requer a expres-
séo especifica de semente de multiplas enzimas de dessaturase, incluindo
AB- e A12, e uma enzima que tem atividade de A15-dessaturase. Oleos de-
rivados de plantas expressando niveis elevados de A6, A12, e A15-
dessaturases sao ricos em SDA e outros acidos graxos de Omega-3. Tais
oleos podem ser utilizados para produzir alimentos e suplementos alimenta-
res enriquecidos em acidos graxos de dmega-3 e o consumo de tais ali-
mentos eficazmente aumenta os niveis de tecido de EPA e DHA. Alimentos
e géneros alimenticios, tais como leite, margarina e salsichas, todos feitos

ou preparados com 6leos enriquecidos por 6mega 3 resultardo em benefici-
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os terapéuticos. Tem sido mostrado que individuos podem ter uma ingestéo
de dmega 3 comparavel com EPA e DHA de pelo menos 1,8 g/dia sem alte-
rar seus habitos alimentares utilizando alimentos contendo dleos enriqueci-
dos com acidos graxos de d6mega 3 (Nailor, supra). Desse modo, existe uma
forte necessidade de acidos nucléicos novos de A15-dessaturases para uso
em plantas de colheita transgénica para produzir dleos enriquecidos em
PUFAs. Novos dleos de semente de planta enriquecidos para PUFAs e, em
particular, acidos graxos de émega 3 tais como acido estearidénico sdo si-
milarmente necessarios.

SUMARIO DA INVENGAO

Em um aspecto, a invengdo fornece acidos nucléicos isolados

codificando um polipeptideo capaz de dessaturar uma molécula de acido
graxo no carbono 15 (A15-dessaturase). Estes podem ser empregados para
transformar células ou modificar a composigéo de acido graxo de uma planta
ou o d6leo produzido por uma planta. Uma modalidade da invencdo é uma
sequéncia de polinucleotideo isolada, isolada de uma espécie fungica tendo
atividade de dessaturase Unica. Os polinucleotideos isolados podem ser
isolados de espécies fungicas preferivelmente pertencentes a um filo seleci-
onado do grupo consistido em zigomicota, basidiomicota, e ascomicota. Em
certas modalidades, os polinucleotideos isolados sdo isolados de uma es-
pécie fungica selecionada do grupo consistindo em Neurospora crassa, As-
pergillus nidulans, e Botrytis cinerea.

Em outro aspecto, a invengado fornece um polinucleotideo isola-
do compreendendo uma seqUéncia selecionada do grupo consistindo em:
(a) um polinucleotideo codificando o polipeptideo de SEQ ID NO:3, SEQ ID
NO:5 ou SEQ ID NO:34; (b) um polinucleotideo compreendendo a seqlién-
cia de acido nucléico de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4 ou SEQ
ID NO: 33; {c) um polinucleotideo hibridizando para uma ou mais de SEQ ID
NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4 or SEQ ID NO: 33, ou um complemento
destas, sob condigdes de 5X SSC, 50% de formamida e 42°C; e (d) um poli-
nucleotideo fungico codificando um polipeptideo tendo pelo menos um dos
motivos de aminoacido: TrplleLeuAlaHisGluCysGlyHisGlyAlaSerPhe (WiI-
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LAHECGHGASF) (SEQ ID NO:6); LeuAlaHisGluCysGlyHis (LAHECGH)
(SEQ ID NO:7); HisSerPheleuLeuVaiProTyrPheSerTrpLys
(HSFLLVPYFSWK) (SEQ ID NO:8); LeuLeuValProTyrPheSerTrpLys
(LLVPYFSWK) (SEQ ID NO:9); His(His/Ala)ArgHisHisArg(Phe/Tyr)ThrThr
(HH/ARHHR(F/Y)TT) (SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, ou
SEQ ID NO:21); TrpValHisHisTrpLeuValAlalle ThrTyrLeu(His/Gin)HisThrHis
(WVHHWLVAITYL(H/Q)HTH) (SEQ ID NO:11); AlalleThrTyr-
Leu(His/GIn)HisThr (AITYL(H/Q)HT) (SEQ ID NO:12); GlyAlaLeuAlaThrVa-
IAspArg (GALATVDR) (SEQ ID NO:13) ou HisValValHisHisLeuPheXaaArgl-
leProPheTyr (HVVHHLFXRIPFY) (SEQ ID NO:14 ou SEQ ID NO:22).

Em ainda outro aspecto, a invengédo fornece um vetor recombi-
nante compreendendo um polinucleotideo isolado de acordo com a inven-
¢do. O termo “vetor recombinante” como agui empregado, inclui qualquer
segmento recombinante de DNA que alguém deseja introduzir em uma cé-
lula hospedeira, tecido e/ou organismo, e especificamente inclui cassetes de
expressdo isolados de um polinucleotideo de partida. Um vetor recombi-
nante pode ser linear ou circular. Em vérios aspectos, um vetor recombi-
nante pode compreender pelo menos uma seqiiéncia adicional escolhida do
grupo consistindo em: seqiiéncias reguladoras operativamente acopladas ao
polinucleotideo; marcadores de selegdo operativamente acoplados ao poli-
nucleotideo; seqliéncias marcadoras operativamente acopladas ao polinu-
cleotideo; uma porgdo de purificagdo operativamente acoplada ao polinucle-
otideo; e uma seqléncia de alvejamento operativamente acoplada ao poli-
nucleotideo.

Todavia, em ainda outro aspecto, a invencgdo prové células, tal
como células mamiferas, de planta, de inseto, de levedura e de bactérias
transformadas com os polinucleotideos da presente invengdo. Em uma outra
modalidade, as células sdo transformadas com vetores recombinantes con-
tendo promotores constitutivos e especificos do tecido além dos polinucleo-
tideos da presente invengdo. Em certas modalidades da invengéo, tais cé-
lulas podem ser também definidas como transformadas com uma seqiiéncia

de acido nucléico codificando um polipeptideo tendo atividade de dessatura-
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se que dessatura uma molécula de acido graxo no carbono 6.

Todavia em ainda outro aspecto, a invengdo fornece um poli-
peptideo, incluindo fragmentos e proteinas tendo atividade de dessaturase
que dessatura uma molécula de 4acido graxo no carbono 15. Em uma moda-
lidade da invengao, o polipeptidec compreende pelo menos um dos motivos
de aminoacido: TrplleLeuAlaHisGluCysGlyHisGlyAlaSerPhe (WILAHE-
CGHGASF) (SEQ ID NO:6); LeuAlaHisGluCysGlyHis (LAHECGH) (SEQ ID
NO:7); HisSerPhelLeulLeuValProTyrPheSerTrpLys (HSFLLVPYFSWK) (SEQ
ID NO:8); LeuLeuValProTyrPheSerTrpLys (LLVPYFSWK) (SEQ ID NO:9);
His(His/Ala)ArgHisHisArg(Phe/Tyr)ThrThr (H(H/A)RHHR(F/Y)TT) (SEQ ID
NO:10, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, ou SEQ ID NO:21); TrpVa-
IHisHisTrpLeuValAlalleThrTyrLeu(His/GIn)HisThrHis (WVHHWLVAITYL(H/Q)
HTH) (SEQ ID NO:11); AlalleThrTyrlLeu(His/GIn)HisThr (AITYL(H/Q)HT)
(SEQ ID NO:12); GlyAlaLeuAlaThrValAspArg (GALATVDR) (SEQ ID NO:13)
ou HisValValHisHisLeuPheXaaArglleProPheTyr (HVVHHLFXRIPFY) (SEQ
ID NO:14 ou SEQ ID NO:22). Em outras modalidades, o polipeptidec & tam-
bém definido como compreendendo todos os referidos motivos de aminoaci-
do. A invengdo também fornece um polipeptideo fungico compreendendo a
seqUiéncia de aminoacido de SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5 ou SEQ ID NO:34;
ou um fragmento destas tendo atividade de dessaturase que dessatura uma
molécula de acido graxo no carbono 15.

Todavia ainda outro aspecto da invengéo fornece um método de
produzir 6leo de semente contendo acidos graxos de 6mega-3 de sementes
de planta, compreendendo as etapas de (a) obtengdo de sementes de uma
planta de acordo com a invencéo; e (b) extragdo do dleo das referidas se-
mentes. Exemplos de uma tal semente de planta incluem canola, molho de
soja, sojas, semente de colza, girassol, cacau, amendoim, agafroa, coco,
linho, palma oleosa, semente oleosa de Brassica napus, e milho. Os méto-
dos preferidos de transformar tais células de planta incluem o uso de plas-
mideos Ti e Ri de Agrobacterium, eletroporagio, e bombardeio balistico de
elevada velocidade.

Todavia, em ainda outro aspecto, um método é fornecido de
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produzir uma planta compreendendo oleo de semente contendo niveis alte-
rados de acidos graxos de dmega-3 compreendendo introduzir o vetor re-
combinante da invengdo em uma planda de produgdo de dleo. No método, a
infrodu¢d@o de vetor recombinante pode compreender reproduzir planta e
pode compreender as etapas de: (a) transformag¢do de uma célula de planta
com o vetor recombinante; e (b) regeneracdo da referida planta da célula de
planta, onde a planta tem niveis alterados de acidos graxos de dmega-3. No
método, a planta pode, por exemplo, ser selecionada do grupo consistindo
em Arabidopsis thaliana, Brassica de semente oleosa, semente de colza,
girassol, acafroa, canola, milho, soja, aldodao, linho, jojoba, arvore de sebo
Chinesa, tabaco, cacau, amendoim, plantas frutiferas, plantas citricas, e
plantas de producgdo de nozes e bagas. A planta pode ser também definida
como transformada com uma seqiiéncia de acido nucléico codificando um
polipeptideo tendo atividade de dessaturase que dessatura uma molécula
de acido graxo no carbono 6 e a planta pode ter SDA aumentado. O método
pode também ainda compreender introduzir o vetor recombinante em uma
pluralidade de plantas de produgdo de 6leo e analisar as plantas ou pro-
génie destas tendo herdado o vetor recombinante para uma planta tendo um
perfil desejado de acidos graxos de 6mega-3.

Todavia, em ainda outro aspecto, a inven¢do fornece um d6leo de
semente de canola enddgeno tendo um teor de SDA de cerca de 8% a cer-
ca de 27% e um teor de acido oléico de cerca dg 40% a cerca de 70%. Em
certas modalidades, o 6leo de semente de canola pode ser também definido
como compreendendo menos do que 10% de acido de ALA, LA e GLA com-
binados. O éleo pode também compreender um teor de SDA também defini-
do como de cerca de 10% a cerca de 20%, incluindo de cerca de 12% a
cerca de 20%, cerca de 15% a cerca de 20%, cerca de 10% a cerca de 17%
e cerca de 12% a cerca de 17%. Em ainda outras modalidades da invengao,
o 6leo de semente de canola pode ter um teor de acido oléico também defi-
nido como de cerca de 45% a cerca de 65%, incluindo de cerca de 50% a
cerca de 65%, de cerca de 50% a cerca de 60% e de cerca de 55% a cerca

de 65%. Em ainda outras modalidades da invengao, o teor de SDA é tam-
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bém definido como de cerca de 12% a cerca de 17% e o teor de acido oléico
e também definido como de cerca de 55% a cerca de 65%. Em uma modali-
dade da invengdo, um 6leo de semente de canola é de semente de Brassica
napus ou Brassica rapa. Em certas modalidades, um 6éleo fornecido tem
uma relagdo de acidos graxos de dmega-6 para dmega-3 de cerca de 1:1 a
cerca de 1:4, incluindo de cerca de 1:2 a cerca de 1:4.

Todavia em ainda outro aspecto, a invengdo fornece um método
de aumentar o valor nutricional de um produto comestivel para consumo
humano ou animal, compreendendo adicionar um dleo de semente de ca-
nola fornecido pela invengdo ao produto comestivel. Em certas modalida-
des, o produto ¢ alimento humano e/ou animal. O produto comestivel pode
também ser alimento animal e/ou um suplemento alimentar. No método, o
oleo de semente de canola pode aumentar o teor de SDA do produto co-
mestivel e/ou pode diminuir a relacdo de acidos graxos de 6mega-6 para
omega-3 do produto comestivel. O produto comestivel pode ndo ter SDA
antes de adicionar o 6leo de semente de canola.

Todavia em ainda outro aspecto, a invengdo fornece um método
de fabricar alimento ou alimentag&o, compreendendo adicionar um dleo de
semente de canola fornecido pela invencdo para os ingredientes de alimen-
tacédo ou alimento de partida para produzir o alimento ou alimentagéo. Em
certas modalidades, o método é também definido como um método de fabri-
cagéo de alimento efou alimentagdo. A invencio também formece alimento
ou alimentagéo fabricado pelo método. |

Todavia, em ainda outro aspecto, a invengdo compreende um
método de fornecer SDA a um humano ou animal, compreendendo adminis-
trar o dleo de semente de canola de reivindicagdo 1 ao referido humano ou
animal. No método, o 6leo de semente de canola pode ser administrado em
uma composigdo comestivel, incluindo alimento ou alimentagédo. Exemplos
de alimento incluem bebidas, alimentos infundidos, molhos, condimentos,
molhos de salada, sucos de fruta, xaropes, sobremesas, glacé e recheios,
produtos congelados macios, confeitos ou alimento intermediario. A compo-

si¢do comestivel pode ser substancialmente um liquido ou s6lido. A compo-
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sicAo comestivel pode também ser um suplemento alimentar e/ou nutracéu-
tico. No método, o dleo de semente de canola pode ser administrado as um
humano e/ou um animal. Exemplos de animais aos quais o 6lec pode ser
administrado incluem gado ou aves domésticas.
BREVE DESCRIGCAO DAS FIGURAS

Os seguintes desenhos fazem parte do presente relatorio e séo

incluidos para também demonstrar certos aspectos da presente invencio. A
invengdo pode ser melhor entendida por referéncia a um ou mais destes
desenhos em combinagdo com a descrigdo detalhada de modalidades es-
pecificas aqui apresentadas. A invengéo pode ser mais totalmente entendi-
das a partir da seguinte descrigdo das figuras:
FIGURA 1 mostra a regido de codificagdo NcD15D de A15-dessaturase fun-
gica em um cassete de pCR2.1 cassette (PMONG67004).
FIGURA 2 mostra a regido de codificagdo NcD15D de A15-dessaturase fun-
gica no vetor de expressdo de levedura pYES 2.1 (PMON77208).
FIGURA 3 mostra os niveis de ALA em 200 meias-sementes (sementes
cortadas pela metade), ordenados do menor para o maior ALA.
FIGURA 4 mostra um diagrama de fluxo ou mapas de plasmideo resultando
em plasmideos pMON77214 e pMON77217.
FIGURA 5 mostra um dendrograma exemplar de polipeptideos de dessatu-
rase, incluindo A15-dessaturase de N. crassa.
FIGURA 6 mostra um alinhamento de seqliéncia de polipeptideos de des-
saturase exemplares relativo & A15-dessaturase de N. crassa.
FIGURA 7A-7G mostra mapas de plasmideo de construgdes preparadas.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENGAO

A invenc&o supera as limitagdes da técnica anterior fornecendo

métodos e composigGes para criagdo de plantas com teor de PUFA melho-
rado. A modificagcdo de teor de acido graxce de um organismo tal como uma
planta apresenta muitas vantagens, incluindo beneficios de nutricdo e salde
melhorados. A modificagdo do teor de acido graxo pode ser empregada para
obter niveis ou perfis benéficos de PUFA's desejados em plantas, partes de

planta, e produtos de planta, incluindo 6leos de semente de planta. Por
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exemplo, quando os PUFA's desejados sdo produzidos em tecido de se-
mente de uma planta, o 6leo pode ser isolado das sementes tipicamente
resultando em um dleo elevado em PUFAs desejado ou um éleo tendo um
teor ou perfil de acido graxo desejado, que pode por sua vez fornecer ca-
racteristicas benéficas em géneros alimenticios e outros produtos. A inven-
¢do em particular fornece dleo de canolas endégeno tendo SDA ao mesmo
tempo que contendo teor de acido oléico benéfico.

Vérios aspectos da invengéo incluem métodos e composicdes
para modificag&o do teor de PUFA de uma célula, por exemplo, modificacéo
do teor de PUFA de uma célula(s) de planta. Composices relacionadas
com a invengdo incluem novas seqliéncias de polinucleotideo isoladas,
constructos de polinucleotideo e plantas e/ou partes de planta transforma-
das por polinucleotideos da inveng&o. O polinucleotideo isolado pode codifi-
car dessaturases de acido graxo fungido e, em particular podem codificar
uma A15-dessaturase fungica. Células hospedeiras podem ser manipuladas
para expressar um polinucleotideo codificando um polipeptideo(s) de des-
saturase que catalisam dessaturagdo de um acido(s) graxo(s).

Alguns aspectos da invengdo incluem varios polipeptideos de
dessaturase e polinuclectideos codificando os mesmos. Varias modalidades
da inveng&do podem empregar uma combinagéo de polinucleotideos de des-
saturase e os polipeptideos codificados que tipicamente dependem da cé-
lula hospedeira, a disponibilidade de substrato(s), e o(s) produtos finais de-
sejados. "Dessaturase” refere-se a um polipeptideo que pode dessaturar ou
catalisar a formagdo de uma ligagédo dupla entre carbonos consecutivos de
um ou mais acidos graxos para produz'ir um acido graxo mono- ou poli-
insaturado ou precursor deste. De particular interesse sdo os polipeptideos
que podem catalisar a conversdo de acido estedrico em acido oléico, acido
oléico em LA, LA em ALA, ou ALA em SDA, que inclui enzimas que dessatu-
ram nas 12, 15 ou 6 posigdes. O termo "polipeptideo” refere-se a qualquer
cadeia de aminoécidos, independente de modificagdo pos-translacional e de
comprimento (por exemplo, glicosilagdo ou fosforilagdo). Consideragdes

para escolha de um polipeptideo especifico tendo atividade de dessaturase
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incluem porém ndo estdo limitadas ao pH ideal do polipeptideo, se o poli-
peptideo € uma enzima limitante da taxa ou um componente desta, se a
dessaturase empregada € essencial para sintese de um PUFA desejado,
efou um co-fator é requerido pelo polipeptideo. O polipeptideo expresso
preferivelmente tem caracteristicas que sao compativeis com o ambiente
bioquimico de sua localizagdo na célula hospedeira. Por exemplo, o poli-
peptideo pode ter que competir para o(s) substrato(s)

Andlises do K, e atividade especifica de um polipeptideo em
questido podem ser consideradas na determinacio da adequabilidade de um
determinado polipeptideo para madificar a produgéo, nivel ou perfil de PU-
FA(s) em uma determinada célula hospedeira. O polipeptideo empregado
em uma situagdo particular € um que tipicamente pode funcionar sob as
condicdes presentes na célula hospedeira pretendida, porém de outra ma-
neira pode ser qualquer polipeptideo de dessaturase tendo uma caracteristi-
ca desejada ou sendo capaz de modificar a producgao relativa, nivel ou perfil
de PUFA(s) desejado(s) ou quaisquer outras caracteristicas desejadas como
aqui escrito. O(s) substrato(s) para a enzima expressa pode(m) ser produzi-
do(s) pela célula hospedeira ou pode(m) ser exogenamente suprido(s). Para
obter expressao, o(s) polipeptideo(s) da presente invengdo séo codificados
por polinucleotideos como abaixo descrito.

Os inventores tém isolado e produzido enzimas de origem fungi-
ca que exibem atividade de A15-dessaturase. As fontes flingicas incluem,
porém nao estido limitadas ao género Aspergilius, por exemplo, Aspergillus
nidulans; o género Botrytis, por exemplo, Botrytis cinerea; o género Neuros-
pora, por exemplo, Neurospora crassa; e outros fungos que exibem ativida-
de de A15-dessaturase.

De particular interesse sao A15-dessaturase(s) de Neurospora
crassa elou Aspergillus nidulans. A seqiéncia de aminoacido da A15-
dessaturase de N. crassa, mencionada na SEQ ID NO:3 e codificada pela
sequiéncia de nucleotideo na SEQ ID NO:1 e SEQ ID NO:2, foi determinada
ter um peso molecular de aproximadamente 49.123.37 Daltons. A seqliéncia

consiste de 429 aminoacidos; 32 dos quais sdo fortemente basicos (lising,
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arginina); 35 dos quais sdo fortemente acidicos (acido aspartico, acido glu-
tamico); 170 aminoacidos hidrofabicos (alanina, isoleucina, leucina, fenilala-
nina, triptofano, valina); e 100 aminoacidos polares (asparagina, cisteina,
glutamina, serina, treonina, tirosina). A SEQ ID NO:3 tem um ponto isoelétri-
co de 7.187; uma carga de 1.634 em pH 7.0; uma Temperatura de Fus&o
Roth, Davis, Botsein de 89,65°C e uma Temperatura Wallace de 5098,00.

A seqliéncia de aminoacido da A15-dessaturase de A. nidulans,
mencionada na SEQ ID NO:5 e codificada pela segliéncia de acido nucléico
mencionada na SEQ ID NO:4, foi determinada ter um peso molecular de
aproximadamente 46.300 Daltons. A seqliéncia consiste em 401 aminoaci-
dos; dos quais 31 sdo fortemente basicos (lisina, arginina); 34 s&o forte-
mente basicos (&cido aspartico, acido glutdmico); 161 aminoacidos hidrofo-
bicos (alanina, isoleucina, leucina, fenilalanina, triptofano, valina); e 100
amino&cidos polares (asparagina, cisteina, glutamina, serina, treonina, tiro-
sina). SEQ ID NO:5 tem um ponto isoelétrico de 6.83.

As seqiiéncias codificando a A15-dessaturase de Neurospora
crassa e/ou de Aspergillus nidulans podem ser expressas em plantas trans-
génicas, microorganismo ou animais para executar sintese maior de ALA de
LA, bem como SDA. Outros polinucleotideos que sdo substancialmente
idénticos para o polinucleotideo de A15-dessaturase de N. crassa e/ou de A.
nidulans, ou que codificam polipeptideos que sdo substancialmente idénti-
cos ao polipeptideo de A15-dessaturase de N. crassa efou de A. nidulans,
também podem ser empregados. "Substancialmente idéntica” refere-se a
uma sequéncia de aminoacido ou seqléncia de acido nucléico na ordem de
preferéncia crescente pelo menos 80%, 90% ou 95% de identidade com a
sequiéncia de aminoacido ou seqliéncia de acido nucléico codificando a se-
qliéncia de aminoacido de A15-dessaturase da N. crassa efou da A. nidulan.
As comparagdes de polipeptideo ou polinucleotideo podem ser executadas
empregando-se soffware de analise de sequéncia, por exemplo, o pacote de
software de Andlise de Seqliéncia do GCG Wisconsin Package (Accelrys,
San Diego, CA), MEGAlign (DNAStar, Inc., 1228 S. Park St., Madison, Wis.
53715), e Mac Vector (Oxford Molecular Group, 2105 S. Bascom Avenue,
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Suite 200, Campbell, Calif. 95008). Tal software compara seqiiéncias simila-
res designando-se os graus de similaridade ou identidade.

Abrangidas pela presente inven¢do estdo as dessaturases rela-
cionadas do mesmo ou outros organismos relacionados. Tais dessaturases
relacionadas incluem variantes das A15-dessaturases descritas de ocorrén-
cia natural dentro da mesma ou diferentes espécies de fungo. As dessatura-
ses relacionadas. podem ser identificadas por sua capacidade de funcionar
substancialmente igual as dessaturases descritas; isto €, sdo ainda capazes
de eficazmente converter LAS em ALA e GLA em SDA. As dessaturases
relacionadas também podem ser identificadas analisando-se as bases de
dados de sequéncia quanto as seqiiéncias homdlogas as dessaturases, por
hibridizagdo de uma sonda com base nas dessaturases descritas para uma
biblioteca construida do organismo fonte, ou por RT-PCR empregando-se
MRNA do organismo fonte e iniciadores com base nas dessaturases des-
critas.

Certos aspectos da inveng&o incluem variantes e fragmentos de
um polipeptideo de A15-dessaturase fungico e os acidos nucléicos codifi-
cando tal que retenha a atividade de dessaturase. Em outro aspecto da in-
vengdo, um vetor contendo um acido nucléico, ou fragmento deste, conten-
do um promotor, uma seqliéncia de codificagido de A15-dessaturase e uma
regiao de terminagdo podem ser transferidos para dentro de um organismo
no qual o promotor e as regides de terminacdo sejam funcionais. Conse-
quentemente, organismos produzindo A15-dessaturase recombinante sdo
fornecidos por esta invengéo. Todavia, outro aspecto desta invengéo forne-
ce Al5-dessaturase isolada, que pode ser purificada dos organismos re-
combinantes por métodos padrdo de purificagéo de proteina. (Por exemplo,
veja Ausubel e outros, 1987).

Varios aspectos da invengdo incluem sequéncias de acido nu-
cléico que codificam dessaturases, aqui descritas. Os acidos nucléicos po-
dem ser isolados de fungos incluindo, porém néao limitados a Neurospora
crassa, Aspergillus nidulans, Botrytis cinerea e similares. Os genomas des-

tes fungos foram todos seglienciados e foi determinado que cada qual é rico
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em ALA. A estratégia de clonagem com base nos iniciadores de oligonucle-
otideo designados para amplificar seqiiéncias identificadas como acido gra-
xo dessaturases potenciais, com base nas pesquisas BLAST da base de
dados de DNA gendmico de N. crassa, pode ser empregada para seqlienci-
ar clones individuais. Estes clones podem entéo ser funcionalmente caracte-
rizados.

Os constructos de acido nucléico podem ser fornecidas, as
quais integram-se dentro do genoma de uma célula hospedeira ou sdo au-
tonomamente replicadas {por exemplo, epissomicamente replicadas) na cé-
lula hospedeira. Para a produgdo de ALA efou SDA, os cassetes de expres-
séo (isto &, um polinucleotideo codificando uma proteina que é operativa-
mente ligada as seqiiéncia(s) de acido nucléico que direcionam a expresséo
do polinucleotideo), geralmente empregados incluem um cassete de expres-
s&o que prové a expressdo de um polinucleotideo codificando uma A15-
dessaturase. Em certas modalidades, uma célula hospedeira pode ter teor
de acido oléico tipo silvestre.

Métodos e composigdes para a construgdo de vetores de ex-
presséo, quando adotados na luz dos ensinamentos aqui fornecidos, para
expressdo de enzimas de dessaturase flingicas estardo evidentes para al-
guém versado na técnica. Vetores de expressdo, como aqui descrito, sdo
moléculas de DNA ou RNA construidas para expressdo controlada de um
polinucleotideo desejado, por exemplo, a A15-dessaturase codificando poli-
nucleotideo. Exemplos de vetores inciuem plasmideos, bacteriéfagos, cos-
mideos ou viroses. Vetores langadeira, por exemplo, (Wolk e outros. 1984;
Bustos e outros, 1991) sdo também contemplados de acordo com a pre-
sente invengdo. RevisGes de vetores e métodos para preparar e emprega-
los podem ser encontrados em Sambrook e outros (1989); Goedde! (1990);
e Perbal (1988). Elementos de seqiiéncia capazes de realizar a expressido
de um polinucleotideo incluem promotores, elementos realgadores, seqién-
cias de ativagdo a montante, sinais de terminagéo de transcrigdo e sitios de
poliadenilago.

Polinucleotideos codificando dessaturases podem ser colocados



10

15

20

25

30

sob controle transcricional de um promotor forte. Em alguns casos isto induz
a um aumento na quantidade de enzima dessaturase expressa e concomi-
tantemente um aumento no acido graxo produzido como um resultado da
reagdo catalisada pela enzima. Existe uma ampla variedade de seqliéncias
promotoras que podem ser empregadas para direcionar a expressdo espe-
cifica do tecido de polinucleotideos codificando dessaturases em plantas
transgénicas. Por exemplo, o promotor napin e os promotores de proteina
transportadores de acila foram previamente empregados na modificagéo de
composicdo de Oleo de semente por expressdo de uma forma anti-sentido
de uma dessaturase (Knutzon e outros 1999). Simitarmente, o promotor para
a subunidade B de B-conglicinina de soja foi mostrado ser altamente ativo e
resultar em expresséo especifica do tecido em plantas transgénicas de es-
pécies exceto a soja (Bray e outros, 1987). Arondel e outros (1992) aumen-
taram a quantidade de acido linolénico (18:3 em tecidos de plantas de Ara-
bidopsis transgénicas colocando-se o gene fad3 localizado do reticulo en-
doplasmico sob controle transcricional do promotor 35S do virus mosaico de
couve-fior constitutivo fonte '

O técnico ordinariamente experiente pode determinar vetores e
elementos reguladores (incluindo regides de codificagdo e promotores ope-
ravelmente ligados) adequados para expressdo em uma célula hospedeira
particular. "Operavelmente ligado" neste contexto significa que o promotor e
seqliéncias terminadoras eficazmente funcionam para regular a transcricao.
Como um outro-exemplo, um vetor apropriado para expressdo de A15-
dessaturase em plantas transgénicas pode compreender uma seqliéncia
promotora especifica da semente derivada de heliantinina, napin, ou glicini-
na operavelmente ligada a regido de codificagdo de A15-dessaturase e tam-
bém operavelmente ligada a um sinal de terminagdo de proteina de estoca-
gem de semente ou ao sinal de terminacio de sintase de nopalina. Também
como um outro exemplo, um vetor para uso em expressdo de A15-
dessaturase em plantas pode compreender um promotor constitutivo ou um
promotor especifico de tecido operavelmente ligado a regifio de codificagédo

de A15-dessaturase e também operavelmente ligado a um terminador cons-
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titutivo ou especifico de tecido ou ao sinal de terminacdo de sintase de no-
palina.

Modificagdes das seqliéncias de nucleotideo ou elementos re-
guladores aqui descritos que mantém as funcges aqui contempladas inclu-
em-se no escopo desta invengdo. Tais modificagdes incluem inserges,
substituicdes e delegdes, e especificamente substituigdes que refletem a
degeneracéo do cddigo genético.

Técnicas padréo para a construgéo de fais vetores recombinan-
tes sdo bem conhecidas por aqueles versados na técnica e podem ser en-
contradas em referéncias tais como Sambrook e outros (1989), ou qualquer
dos miriades de manuais de faboratério sobre a tecnologia de DNA recom-
binante que estdo amplamente disponiveis. Uma variedade de estratégias
esta disponivel para ligar fragmentos de DNA, a escolha dos quais depende
da natureza das terminagdes dos fragmentos de DNA. E também contem-
plado de acordo com a presente invengao incluir em um vetor de acido nu-
cléico outros elementos de seqliéncia de nucleotideo que facilitam clona-
gem, expressaso ou processamento, por exemplo sequéncias codificando
peptideos sinal, uma seqiiéncia codificando KDEL., o que € requerido para
retengao de proteinas no reticulo endoplasmico ou seqiéncias codificando
peptideos de transito que direcionam a A15-dessaturase para o cloroplasto.
Tais seqliéncias sdo conhecidas por aquele versado na técnica. Um pepti-
deo de transito otimizado & descrito, por exemplo, por Van den Broeck e ou-
tros (1985). Seqliéncias sinal procaridticas e eucaridticas sdo descritas, por
exemplo, por Michaelis e outros (1982).

Em certas modalidades, os cassetes de expresséo podem incluir
um cassete que provenha para subsisténcia da atividade de A6- e/ou A15-
dessaturase, particularmente em uma célula hospedeira que produza ou
possa compreender LA ou ALA, respectivamente. A producdo de acidos
graxos insaturados tipo 6mega 6, tal como LA, e favorecida em um organis-
mo hospedeiro que é incapaz de produzir ALA. A produgdo de ALA hospe-
deiro pode ser removida, reduzida e/ou inibida inibindo-se a atividade de

uma A15-dessaturase. Isto pode ser executado por selecdo padrdo, forne-
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cendo um cassete de expressdso para uma A15-dessaturase anti-sentido,
rompendo-se um gene de A15-dessaturase alvo por meio de inser¢éo, dele-
¢ao, substituigdo de parte ou o todo do gene alvo, ou adicionando-se um
inibidor de A15-dessaturase. Similarmente, a produgédo de LA ou ALA é fa-
vorecida em um microorganismo ou animal tendo atividade de A6-
dessaturase provendo um cassete de expressdo para uma transcri¢do A6
anti-sentido, rompendo-se um gene de A6-dessaturase, ou pelo uso de um
inibidor de A6-dessaturase.

Polinucleotideos codificando dessaturases desejadas podem ser
identificados de diversas maneiras. Como um exemplo, uma fonte da des-
saturase desejada, por exemplo, bibliotecas genémicas ou de cDNA de Neu-
rospora, sao analisadas com sondas enzimaticamente ou quimicamente
sintetizadas detectaveis, que podem ser feitas de DNA, RNA, ou nucleoti-
deos de ocorréncia ndo natural, ou misturas destes. Sondas podem ser sin-
tetizadas enzimatica de polinucleotideos de dessaturases conhecidas para
métodos de hibridizagdo de rigorosidade normal ou reduzida. As sondas de
oligonucleotideo também podem ser empregadas para analisar fontes e po-
dem ser baseadas nas seqli@éncias de dessaturases conhecidas, incluindo
seqiiéncias conservadas enire dessaturases conhecidas, ou sobre sequén-
cias de peptideo obtidas das proteina purificada desejada. As sondas de
oligonucleotideo com base nas seqléncias de aminoacido podem ser dege-
neradas para abranger a degeneragao do ¢édigo genético, ou podem tender
em favor dos codons preferidos do organismo fonte. Os oligonucleotideos
também podem ser empregados como iniciadores para PCR de mRNA
transcrito reverso de uma fonte conhecida ou suspeita; o produto PCR pode
ser o cDNA de tamanho natural ou pode ser empregado para gerar uma
sonda para obter o cDNA de tamanho natural desejado. Alternativamente,
uma proteina desejada pode ser totalmente seqlienciada e a sintese total de
um DNA codificando aquele polipeptideo representado.

Uma vez que o cDNA ou gendmico desejado foi isolado, ele
pode ser seqlienciado por métodos conhecidos. E reconhecido na técnica

que tais métodos sdo objeto de erros, tal que seqglienciamento multiplo da
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mesma regiao seja rotina e seja também esperado induzir a taxas mensura-
veis de erros na seqiiéncia deduzida resultante, particularmente em regides
tendo dominios repetidos, estrutura secundaria extensa, ou composigdes de
base ndo usuais, tais como regides com teor de base GC elevado. Quando
discrepéncias surgem, resseqlienciamento pode ser feito e pode empregar
métodos especiais. Métodos especiais podem incluir alterar condigbes de
seqlenciamento empregando-se: temperaturas diferentes; enzimas dife-
rentes, proteinas que alteram a capacidade de oligonucleotideos formarem
estruturas de ordem maiores; nucleotideos alterados tais como ITP ou dGTP
metilado; composigbes de gel diferentes, por exemplo, adicionando-se for-
mamida,; iniciadores diferentes ou iniciadores localizados em diferentes dis-
téncias da regido problema; ou padroes diferentes tais como DNAs de fila-
mento Unico. Seqlienciamento de mRNA também pode ser empregado.
Algumas ou todas as sequéncias de codificagdo para um poli-
peptideo tendo atividade de dessaturase pode ser de uma fonte natural. Em
algumas situagGes, entretanto, é desejavel modificar o todo ou uma porgéo
dos cédons, por exemplo, para realgar expressdo, empregando-se cédons
hospedeiros preferidos. Os cédons hospedeiros preferidos podem ser de-
terminados de cddons de freqiiéncia mais elevada nas proteinas expressas
na quantidade maior em uma espécie hospedeira particular de interesse.
Desse modo, a seqliéncia de codificagédo para um polipeptideo tendo ativi-
dade de dessaturase pode ser sintetizada no todo ou em parte. O todo ou
porgbes do DNA também podem ser sintetizados para remover quaisquer
seqliéncias desestabilizantes ou regides de estrutura secundaria que estari-
am presente no mRNA transcrito. O todo ou porgdes do DNA podem tam-
bém ser sintetizados para alterar a composic&o de base para um mais prefe-
rivel na célula hospedeira desejada. Métodos para sintetizar seqiiéncias e
trazer'seqﬁéncias juntas sdo bem estabelecidas na literatura. Mutagénese in
vitro e selegao, mutagénese direcionada ao sitio, ou outros métodos podem
ser empregados para obter mutagdes de genes de dessaturase de ocorrén-
cia natural para produzir um polipeptideo tendo atividade de dessaturase in

vivo com parédmetros fisicos e cinéticos mais desejaveis para funcionar na
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célula hospedeira, tal como uma meia-vida mais longa ou uma taxa mais
elevada de produgédso de um acido graxo poliinsaturado desejado.

Uma vez que o polinucleotideo codificando um polipeptideo de
dessaturase foi obtido, ele é colocado em um vetor capaz de replicagdo em
uma célula hospedeira, ou é propagado in vitro por meio de técnicas tais
como PCR ou PCR fonga. Vetores de replicagdo podem incluir plasmideos,
fago, viroses, cosmideos e similares. Vetores desejaveis incluem aqueles
Uteis para mutagénese do gene de interesse ou para expressdo do gene de
interesse em células hospedeiras. A técnica de PCR longa fez propagagéo
in vitro de grandes construces possiveis, a fim de que modificagdes para o
gene de interesse, tais como mutagénese ou adicdo de sinais de expressao,
€ propagacédo dos constructos resultantes podem ocorrer inteiramente in
vitro sem o uso de um vetor de replicacédo ou uma célula hospedeira.

Para expresséo de um polipeptideo de dessaturase, regides de
terminagdo e iniciagdo transcricional e translacional funcionais s@o opera-
velmente ligadas ao polinucleotideo codificando o polipeptideo de dessatu-
rase. A expressdo da regido de codificagéo de polipeptideo pode ocorrer in
vifro ou em uma célula hospedeira. As regides de iniciagdo e terminagéo
transcricionais e translacionais sdo derivadas de diversas fontes ndo exclu-
sivas, incluindo o polinucleotideo a ser expresso, genes conhecidos ou sus-
peitos de ser capazes de expressdo no sistema desejado, vetores de ex-
pressaso, sintese quimica, ou de um locos enddégeno em uma célula hospe-
deira.

Expressdo em uma célula hospedeira pode ser realizada em um
estilo transitdrio ou estavel. A expressao transitéria pode ocorrer de constru-
¢bes introduzidas que contém sinais de expressdo funcionais na célula hos-
pedeira, porém cujos constructos ndo replicam-se e raramente integram-se
na célula hospedeira, ou onde a célula hospedeira ndo esta proliferando-se.
A expresséo transitoria também pode ser realizada induzindo-se a atividade
de um promotor reguldvel operavelmente ligado ao gene de interesse, em-
bora tais sistemas induziveis freqlientemente exibam um nivel basal baixo

de expressdo. A expressdo estavel pode ser obtida por introdugdo de um
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constructo que pode integrar-se no genoma hospedeiro ou que replica-se
autonomamente na célula hospedeira. A expresséo estavel do gene de inte-
resse pode ser selecionada através do uso de um marcador selecionavel
localizado sobre ou transfectado com o constructo de expressdo, seguido
pela selegdo de células expressando o marcador. Quando a expressido es-
tavel resulta de integragdo, integracdo de constructos pode ocorrer aleatori-
amente dentro do genoma hospedeiro ou pode ser alvejada através do uso
de constructos contendo regides de homologia com o genoma hospedeiro
suficiente para alvejar recombinagéo com o locos hospedeiro. Onde cons-
tructos s&o alvejados para um locos enddgeno, o todo ou algumas das regi-
Ges reguladoras transcricionais e translacionais podem ser fornecidas pelo
locos enddgeno.

Quando expressd@o aumentada do polipeptideo de dessaturase
no organismo fonte é desejada, diversos métodos podem ser empregados.
Genes adicionais codificando o polipeptideo de dessaturase podem ser in-
troduzidos no organismo hospedeiro. Expressdo do locos de dessaturase
nativo também pode ser aumentada através de recombinagio homéloga,
por exemplo inserindo-se um promotor mais forte no genoma hospedeiro
para causar expressdo aumentada, removendo seqiiéncias de desestabili-
zagdo ou do MRNA ou da proteina codificada deletando-se aquela informa-
¢&o do gene hospedeiro, ou adicionando-se seqiiéncias de estabilizagio ao
MRNA (Patente dos Estados Unidos n°® 4.910.141).

E contemplado que mais do que um polinucleotideo cbdiﬂcando
uma dessaturase ou um polinucleotideo codificando mais do que uma des-
saturase possa ser introduzido e propagado em uma célula hospedeira atra-
vés do uso de vetores de expressio epissdbmica ou integrada. Onde dois ou
mais genes s&o expressos de vetores de replicagéo separados, é desejavel
que cada vetor tenha um método diferente de replicagdo. Cada constructo
introduzido, se integrado ou nédo, deve ter um método diferente de selegéo e
ndo deve ter homologia com os outros constructos para manter a expresséo
estavel e prevenir reclassificagdo de elementos entre os constructos. Esco-

lhas judiciosas de regides reguladoras, métodos de selecdo e método de
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propagagdo do constructo introduzido podem ser experimentalmente deter-
minados de modo que todos os polinucleotideos introduzidos sejam expres-
$0S Nos niveis necessarios para prover a sintese dos produtos desejados.

Quando necessdério para transformacgéo, as sequiéncias de codi-
ficagdo de A15-dessaturase da presente invengdo podem ser inseridas em
um vetor de transformagéo de planta, por exemplo, o vetor binario descrito
por Bevan (1984). Os vetores de transformagéo de planta podem ser deri-
vados por modificacdo do sistema de transferéncia de gene natural de
Agrobacterium tumefaciens. O sistema natural compreende plasmideos de
(indugdo de tumor) Ti contendo um grande segmento, conhecido como
T-DNA, que ¢ transferido para plantas transformadas. Outro segmento do
plasmideo Ti, a regido vir, & responsavel pela tfansferéncia de T-DNA. A
regido T-DNA ¢ delimitada por repeticdes terminais. Nos vetores binarios
modificados os genes de indug&o de tumor foram deletados e as fun¢gdes da
regido vir sdo utilizadas para transferir o DNA estranho limitado pelas se-
qiiéncias limitrofes de T-DNA. A regido T também contém um marcador se-
lecionavel para resisténcia a asntibiético, e um sitio de clonagem multipla
para inser¢éo de sequéncias para transferéncia. Tais linhagens construidas
sdo conhecidas como linhagens de A. tumefaciens "desarmadas”, e permi-
tem a transformagéo eficiente de seqliéncias limitadas pela regido T nos
genomas nucleares de plantas.

A invengdo objeto encontra muitas aplicagtes. As sondas com
base nos polinucleotideos da presente invengdo podem encontrar uso em
métodos para isolar moléculas relacionadas ou em métodos para detectar
organismos expressando dessaturases. Quando empregados como sondas,
os polinucleotideos ou oligonucleotideos devem ser detectaveis. Isto é usu-
almente realizado colando-se um rétulo ou em um sitio interno, por exemplo
por meio de incoerporagéo de um residuo modificado, ou nas terminagdes 5'
e 3'. Tais rotulos podem ser diretamente detectaveis, podem ligar-se a uma
molécula secundaria que é detectavelmente rotulada, ou podem ligar-se a
uma molécula secundaria ndo rotulada e uma molécula terciaria detectavel-

mente rotulada; este processo pode ser estendido tanto quanto seja pratico
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para obter um sinal satisfatoriamente detectavel sem niveis inaceitaveis de
sinal de base. Os sistemas secundarios, terciarios ou em ponte podem in-
cluir uso de anticorpos direcionados contra qualquer outra molécula, incluin-
do rétulos ou outros anticorpos, ou podem envolver quaisquer moléculas
que ligam-se uma a outra, por exemplo, um sistema de biotina-
estreptavidina/avidina. Rétulos detectaveis tipicamente incluem isétopos ra-
dioativos, moléculas que quimica ou enzimaticamente produzem ou alteram
luz, enzimas que produzem produtos de reagdo detectdveis, moléculas
magnéticas, moléculas fluorescentes ou moléculas cujas caracteristicas de
fluorescéncia ou emisséo de luz alteram-se em ligagdo. Exemplos de méto-
dos de rotulagem podem ser encontrados na Patente dos Estados Unidos n°
5.011.770. Alternativamente, a ligagcdo de moléculas alvo pode ser direta-
mente detectada avaliando-se a alteragdo em calor de solugdo em ligagéo
de sonda ao alvo por meio de calorimetria de titulagéo isotérmica, ou reves-
tindo-se a sonda ou alvo sobre uma superficie e detectando-se a aiteragéo
em disperséo de luz da superficie produzida por ligagdo de aivo ou sonda,
respectivamente, como pode ser feito com o sistema BlAcore.

Constructos compreendendo o gene de interesse podem ser
introduzidas em uma célula hospedeira por técnicas padrédo. Para conveni-
éncia, uma célula hospedeira que foi manipulada por qualquer método para
apreender uma seqiéncia ou constructo de DNA sera referida como "trans-
formada" ou "recombinante” aqui. O hospedeiro objeto tera pelo menos uma
copia da construgdo de expressdo e pode ter duas ou mais, por exemplo
dependendo de se o gene € integrado no genoma, amplificado, ou esta pre-
sente em um elemento extracromossémico tendo nlimeros de copia multi-
plos.

A célula hospedeira transformada pode ser identificada por sele-
¢&o para um marcador contido sobre o constructo introduzido. Alternativa-
mente, um constructo marcador separado pode ser introduzido com o cons-
tructo desejado, como muitas técnicas de transformacéo introduzem muitas
moléculas de DNA dentro das células hospedeiras. Tipicamente, hospedei-

ros transformados séo selecionados por sua capacidade de desenvolver-se
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sobre meios seletivos. Os meios seletivos podem incorporar um antibidtico
ou nao ter um fator necessario para o desenvolvimento do hospedeiro néo
transformado, tal como um nutriente ou fator de crescimento. Um gene mar-
cador introduzido portanto pode conferir resisténcia antibiética, ou codificar
um fator de crescimento essencial ou enzima, e permitir o crescimento sobre
meios seletivos quando expressos no hospedeiro transformado. Selegéo de
um hospedeiro transformado pode também ocorrer quando a proteina mar-
cadora expressa pode ser detectada, ou direta ou indiretamente. A proteina
marcadora pode ser expressa sozinha ou como uma fuséo & outra proteina.
A proteina marcadora pode ser detectada por sua atividade enzimatica; por
exemplo, a beta-galactosidase pode converter o substrato X-gal em um pro-
duto colorido, e a luciferase pode converter luciferina em um produto de
emissdo de luz. A proteina marcadora pode ser detectada por suas caracte-
risticas de produgdo ou modificagdo de luz; por exemplo, a proteina fluores-
cente verde de Aequorea vicforia fluoresce quando iluminada com luz azul.
Os anticorpos podem ser empregados para detectar a proteina marcadora
ou um rétulo molecular sobre, por exemplo, uma proteina de interesse. Cé-
lulas expressando a proteina marcadora ou rotulo podem ser selecionadas,
por exemplo, visualmente, ou por técnicas tais como FACS ou paniculagdo
empregando-se anticorpos. Desejavelmente, resisténcia & canamicina e ao
amino glicosideo G418 ¢ de interesse, bem como a capacidade de desen-
volver-se em meio de cultura sem uracila, leucina, lisina ou triptofano.

De particular interesse € a produgdo mediada por A15-
dessaturase de PUFA's em células hospedeiras eucaridticas. As células eu-
caridticas incluem células de planta, tais como aquelas de plantas de co-
lheita de produgdo de dleo, e outras células receptiveis @ manipulagdo ge-
nética incluindo células fungicas. As células podem ser cultivadas ou forma-
das como parte ou o todo de um organismo hospedeiro incluindo uma plan-
ta. Em uma modalidade preferida, o hospedeiro € uma célula de planta que
produz efou pode assimilar substrato(s) exogenamente supridos para uma
A15-dessaturase, e preferivelmente produz grandes quantidades de um ou

mais dos substratos.
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A célula hospedeira transformada € desenvolvida sob condigdes
apropriadas adaptadas para um resultado final desejado. Para células hos-
pedeiras desenvolvidas em cultura, as condi¢bes so tipicamente otimizadas
para produzir a maior ou mais econdmica produgdo de PUFA's, que refere-
se 4 atividade de dessaturase selecionada. As condigbes dos meios de cul-
tura que podem ser otimizadas incluem: fonte de carbono, fonte de nitrogé-
nio, adigdo de substrato, concentragéo final de substrato adicionado, forma
de substrato adicionado, crescimento aerdbico ou anaerédbico, temperatura
de crescimento, agente de indugdo, temperatura de indugio, fase de cres-
cimento em indugdo, fase de crescimento em colheita, pH, densidade, e
manutengédo de selegdo. _

Outro aspecto da presente invengao fornece plantas transgéni-
cas ou progénie de plantas contendo o DNa isolado da invengao. Ambas as
plantas monocotiledoneas e dicotiledéneas s&o contempladas. As células de
planta sdo transformadas com um DNA isolado codificando A15-dessaturase
por qualquer dos métodos de transformagaso de planta acima descritos. A
célula de planta transformada, usualmente em uma cultura de calo ou disco
de folha, é regenerada em uma planta transgénica completa por métodos
bem conhecidos por alguém versado na técnica (por exemplo, Horsch e ou-
fros, 1985). Em uma modalidade, a planta transgénica & selecionada do
grupo consistindo em Arabidopsis thaliana, canola, molho de soja, soja, se-
mente de colza, girassol, algoddo, cacau, amendoim, agafroa, coco, linho,
palma oleosa, semente oleosa de Brassica napus, milho, jojoba, arvore de
sebo Chinesa, tabaco, plantas frutiferas, plantas citricas ou plantas de pro-
dugéo de nozes e bagas. Uma vez que a progénie de plantas transformadas
herda o polinucleotideo codificando A15-desaturase, sementes ou mudas de
plantas transformadas podem ser empregadas para manter a linhagem de
planta transgénica.

A presente invengédo também prové um método para fornecer
plantas transgénicas com um teor aumentado de ALA e/ou SDA. Este méto-
do inclui, por exemplo, introduzir DNA codificando A15-dessaturase em cé-
lulas de planta que n3o tém ou tém niveis baixos de ALA ou SDA porém
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contém LA, e regenerar plantas com teor de ALA e/ou SDA aumentado das
células transgénicas. Em certas modalidades da inveng&o, um DNA codifi-
cando uma A6- efou A12-dessaturase pode também ser introduzido nas cé-
lulas de planta. Tais plantas podem ou ndo podem também compreender
atividade de AB- e/ou A12-dessaturase enddgena. Em certas modalidades,
plantas de colheita comercialmente desenvolvida modificadas sdo contem-
pladas como o organismo transgénico, incluindo, porém nao limitadas a,
Arabidopsis thaliana, canola, molho de soja, soja, semente de colza, giras-
sol, algodédo, cacau, amendoim, agafroa, coco, linho, palma oleosa, semente
oleosa de Brassica napus, milho, jojoba, arvore de sebo Chinesa, tabaco,
plantas frutiferas, plantas citricas ou plantas de produgéo de nozes e bagas.

A presente invengéo também fornece um método para fornecer
plantas transgénicas que podem conter niveis elevados de ALA efou SDA,
onde os referidos niveis elevados sdo maiores do que os niveis encontrados
em plantas ndo transformadas. Este método pode compreender introduzir
um ou mais polinucleotideo codificando A15-dessaturase em uma planta
que ndo tem ou tem niveis baixos de ALA, porém contém LA. Vetores de
expressédo compreendendo DNA codificando uma A15-dessaturase, ou uma
A15-dessaturase e uma A8-dessaturase, podem ser construidos por méto-
dos de tecnologia recombinante conhecidos por alguém versado na técnica
(Sambrook e outros, 1989). Em particular, plantas de colheita comercial-
mente desenvolvidas sdo contempladas como organismo trénsgénico, in-
cluindo, porém ndo limitado a, Arabidopsis thaliana, canola, molho de soja,

soja, semente de colza, girassol, algoddo, cacau, amendoim, agafroa, coco,

linho, palma oleosa, semente oleosa de Brassica napus, e mitho.

Para suplementacéo alimentar, os PUFAs purificados, plantas
transformadas ou partes de planta, ou derivados destes, podem ser incorpo-
rados em dleos de cozimento, gorduras ou margarinas formuladas de modo
que em uso normal o receptor receberia a quantidade desejada. Os PUFAs
podem também ser incorporados em férmulas infantis, suplementos nutrici-
onais ou outros produtos alimenticios, e podem encontrar uso como agentes

anti-inflamatdrios ou de reduc3o de colesterol.
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Como aqui empregado, “composi¢do comestivel” & definido
como composigdes que podem ser ingeridas por um mamifero tal como gé-
neros alimenticios, substancias nutricionais e composicdes farmacéuticas.
Como aqui empregado "géneros alimenticios” refere-se a substancias que
podem ser empregadas ou preparadas para uso como alimento para um
mamifero e inclui substancias que podem ser empregadas na preparagao de
alimento (tal como 6leos de peixinhos) ou aditivos alimenticios. Por exemplo,
géneros alimenticios incluem animais empregados para consumo humano
ou qualquer produto deles, tal como, por exemplo, ovos. Géneros alimenti-
cios tipicos, porém né&o limitados a bebidas, (por exemplo, drinques leves,
bebidas carbonadas, bebidas prontas para misturar), alimentos infundidos
(por exemplo frutas e vegetais), molhos, condimentos, molhos de salada,
sucos de fruta, xaropes, sobremesas (por exemplo, pudins, gelatina, glacé e
recheios, mercadorias cozidas e sobremesas congeladas tais como sorvetes
e sorvete de frutas), produtos congelados macios (por exemplo, cremes
congelados macios, iogurtes e sorvetes congelados macios, sobremesas
congeladas macias tais como sobremesas batidas de leite e néo leite), leos
e produtos emulsificados (por exemplo, 6leo para massa fragil, margarina,
maionese, manteiga, 6leo de cozimento, e molhos de salada) e alimentos de
umidade intermediria (por exemplo, arroz e comidas para caes).

Alem disso, composigSes comestiveis aqui descritas podem
também ser ingeridas como um aditivo ou suplemento contido em alimentos
e drinques. Estas podem ser formuladas juntamente com uma substancia
nutricional tal como varias vitaminas e minerais e incorporadas em composi-
¢bes substancialmente liquidas tais como drinques de nutrientes, leites de
soja e sopas; composigdes substancialmente sélidas; e gelatinas ou empre-
gadas na forma de um po a ser incorporado em varios alimentos. O teor do
ingrediente eficaz em um tal alimento funcional ou saudavel pode ser similar
& dose contida em um agente farmacéutico tipico.

Os PUFAs purificados, plantas transformadas ou partes de
planta podem também ser incorporados em alimentagdo animal, particular-

mente gado. Deste modo, os préprios animais podem beneficiar-se de uma
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dieta rica em PUFA, ao mesmo tempo que os consumidores humanos de
produtos alimenticios produzidos de tais gados podem beneficiar-se tam-
bém. E esperado em certas modalidades que o SDA seja convertido em
EPA em animais e desse modo tais animais podem beneficiar-se de um au-
mento em EPA por consumo de SDA.

Para uso farmacéutico (humano ou veterindrio), as composigdes
podem geralmente ser administradas oralmente, porém podem ser adminis-
tradas por qualquer rotina pela qual elas podem ser bem-sucedidamente
absorvidas, por exemplo, parenteral (isto é, subcutinea, intramuscular ou
intravenosamente), retal, vaginal ou topicamente, por exemplo, como uma
logdo ou unglento para a pele. As plantas transformadas de PUFAs ou
partes de planta da presente invencdo podem ser administradas sozinhas
ou em combinacéo com a portador ou excipiente farmaceutivamente aceita-
vel. Onde dispanivel, capsulas de gelatina sdo a forma preferida de admi-
nistragdo oral. Suplementagdo alimenticia como acima mencionado pode
também fornecer uma rotina oral de administragcdo. Os acidos insaturados
da presente invencdo podem ser administrados em formas conjugadas, ou
como sais, ésteres, amidas ou pré-drogas dos acidos graxos. Qualquer sal
farmaceuticamente aceitavel € abrangido pela presente invengio; especial-
mente preferidos s&o os sais de sddio, potassio ou litio. Também abrangidos
s&o os sais de N-alquilpolihidroxamina, tais como glucamina de N-metila,
encontrado na publicagdo PCT WO 96/33155. Os ésteres preferidos so os
ésteres de etila. Como sais sélidos, os PUFAs também podem ser adminis-
trados em forma de comprimido. Para administragdo intravenosa, os PUFAs
ou derivados destes podem ser incorporados em formulagdes comerciais
tais como Intralipideos.

Se desejado, as regides de um polipeptideo de dessaturase im-
portante para a atividade de dessaturase podem ser determinadas através
de mutagénese de rotina seguida por expressdo dos polipeptideos mutantes
resultantes e determinagdo de suas atividades. Os mutantes podem incluir
substituicoes, delegdes, inser¢ées e mutagGes de ponto, ou combinagdes

destes. As substituigdes podem ser feitas com base na hidrofobicidade e
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hidrofilicidade conservada (Kyte e Doolittle, 1982), ou com base na capaci-
dade de assumir estrutura secundaria de polipeptideo similar (Chou e Fas-
man, 1878). Uma andlise funciona! tipica comega com mutagénese de dele-
¢do para determinar os limites de terminal N e C da proteina necessaria
para funcionar, e entdo delegGes internas, insergbes ou mutantes de ponto
sdo feitos para também determinar regides necessarias para funcionar. Qu-
tras técnicas tais como mutagénese de cassete ou sintese total também po-
dem ser empregadas. Mutagénese de delegéo é realizada, por exemplo,
empregando-se exonucleases para seqlencialmente remover as regides de
codificagdo 5' ou 3'. Kits estdo disponiveis para tais técnicas. Apds a dele-
¢do, a regido de codificagdo é completada ligando-se oligonucleotideos
contendo codons de partida ou interrupgéio a regido de codificagéo deletada
apos delegdo de 5' ou 3', respectivamente. Alternativamente, os oligonucle-
otideos codificando cédons de partida ou interrupgdo s3o inseridos na regi-
8o de codificagio por diversos métodos incluindo mutagénese direcionada
ao sitio, PCR mutagénica, ou por ligagdo sobre o DNA digerido em sitios de
restricdo existentes.

Dele¢des internas podem similarmente ser feitas através de uma
variedade de métodos incluindo o uso de sitios de restrigdo existentes no
DNA, pelo uso de iniciadores mutagénicos por meio de mutagénese direcio-
nada ao sitio ou PCR mutagénica. Insergbes sdo feitas através de métodos
tais como mutagénese de varredura de ligador, mutagénese direcionada ao
sitio ou PCR mutagénico. Mutagbes de ponto sfo feitas através de técnicas
tais como mutagénese direcionada ao sitio ou PCR mutagénica. Mutagéne-
se quimica pode também ser empregada para identificar regies de um poli-
peptideo de dessaturase importante para atividade. Tal analise de fungéao-
estrutura pode determinar quais regides podem ser deletadas, quais regites
toleram insergdes, e quais mutagdes de ponto permitem a proteina mutante
funcionar substancialmente da mesma maneira como a dessaturase nativa.
Todas as tais proteinas mutantes e seqliéncias de nucleotideo codificando-
as incluem-se no escopo da presente invengio.

Como acima descrito, certas modalidades da presente invengéo
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concernem constructos de transformacdo de planta. Por exemplo, um as-
pecto da presente invengéo é um vetor de transformagdo de planta compre-
endendo um ou mais gene(s) de dessaturase ou cDNA(s). Seqiiéncias de
codificagio exemplares para uso com a invengdo incluem a A15-
dessaturase NcD15D de gene de Neurospora crassa (SEQ ID NO:1 e SEQ
ID NO:2) e A15-dessaturase AnD15D de Aspergillus nidulans (SEQ 1D
NO:4). Em certas modalidades, seqiéncias de dessaturase anti-sentido po-
dem também ser empregadas com a invengdo. Acidos nucléicos codificando
dessaturase exemplares incluem pelo menos 20, 40, 80, 120, 300 e até o
tamanho natural das seqiiéncias de acido nucléico de SEQ ID NO:1, SEQ ID
NO:2, SEQ ID NO:4 ou SEQ ID NO:33 podem ser empregados. Em certos
aspectos, um acido nucléico pode codificar 1, 2, 3, 4, ou mais enzimas de
dessaturase. Em modalidades particulares, um acido nucléico pode codificar
uma A6- e A15-dessaturase.

Em certas modalidades da invencéo, seqiiéncias de codificacéo
séo fornecidas operavelmente ligadas a um promotor heterélogo, em orien-
tagdo de sentido ou anti-sentido. Constructos de expressédo sdo também
fornecidos compreendendo estas seqliéncias, como sdo plantas e células
de planta transformadas com as seqliéncias. A construcéo de constructos
que podem ser empregados em conjunto com técnicas de transformagéo de
planta empregando-se estas ou outras seqiiéncias de acordo com a inven-
¢do serfo conhecidas por aqueles versados na técnica a luz da presente
descricdo (veja, por exemplo, Sambrook e outros, 1989; Gelvin e outros,
1990). As técnicas da presente invengdo séo desse modo ndo limitadas a
quaisquer sequéncias de acido nucléico particulares.

Um uso das seqiiéncias fornecidas pela invengéo sera na alte-
ragédo de fenétipos de planta, por exemplo, composigédo de dleo, por trans-
formac&o genética com genes de dessaturase, em modalidades particulares
uma A15-dessaturase fangica. O gene de dessaturase pode ser fornecido
com outras seqiiéncias. Onde uma regido de codificagdo expressivel que
n&o é necessariamente uma regido de codificagdo de marcador é emprega-

da em combinagdo com uma regido de codificagdo de marcador, alguém
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pode empregar as regides de codificagio separada no mesmo ou diferentes
segmentos de DNA para transformagdo. No Gltimo caso, os vetores diferen-
tes s&o liberados concomitantemente para as células receptoras para maxi-
mizar a co-transformacéo.

A escolha de quaisquer elementos adicionais empregados em
conjunto com as seqiiéncias de codificagédo de dessaturase freqlientemente
dependera do propdsito da transformagéo. Um dos principais propésitos de
transformagao de plantas de colheita é adicionar caracteristicas agronomi-
camente importantes, comercialmente desejaveis a planta. Como PUFAs
s&o conhecidos para conferir muitos efeitos benéficos sobre a salde, au-
mentos conbomitantes em produgdo de SDA podem também ser benéficos e
poderiam ser obtidos pela expressdo de A15-dessaturase fingica. Tal au-
mento de SDA pode, em certas modalidades da invengéo, compreender ex-
pressao de A6 efou A12 dessaturase, incluindo A8 efou A12 dessaturases
fungica ou de planta.

Vetores empregados para transformagdo de planta podem in-
cluir, por exemplo, plasmideos, cosmideos, YACs (cromossomas artificiais
de levedura), BACs (cromossomas artificiais bacterianos) ou qualquer outro
sistema de clonagem adequado, bem como fragmentos de DNA deles. Des-
se modo quando o termo "vetor” ou "vetor de expressédo" é empregado, to-
dos os tipos anteriores de vetores, bem como seqléncias de acido nucléico
isoladas deles, s&o incluidos. E contemplado que a utilizagdo de sistemas
de clonagem com grandes capacidades de inser¢do permitam a introdugao
de grandes seqliéncias de DNA compreendendo mais do que um gene se-
lecionado. De acordo com a invengao, isto poderia ser empregado para in-
troduzir varios acidos nucléicos codificando dessaturase. A introdugio de
tais seqiéncias pode ser facilitada pelo uso de cromossomas artificiais de
levedura ou bacterianos (BACs ou YACs, respectivamente), ou ainda cro-
mossomas artificiais de planta. Por exemplo, 0 uso de BACs para a trans-
formagdo mediada por Agrobactéria foi descrito por Hamilton e outros
(1996).

Particularmente Uteis para transformagdo sdo os cassetes de
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expresséo que foram isolados de tais vetores. Os segmentos de DNA em-
pregados para transformar células de planta, evidentemente, geralmente
compreenderdo o CDNA, gene ou genes que alguém deseja introduzir den-
tro e ter expressos nas células hospedeiras. Estes segmentos de DNA po-
dem também incluir estruturas tais como promotores, realgadores, polili-
gantes, ou ainda genes reguladores como desejado. O segmento de DNA
ou gene escolhidos para introdugdo celular freqientemente codificagdo uma
proteina que sera expressa nas células recombinantes resultantes resultan-
do em uma caracteristica analisavel ou selecionavel efou que conferird um
fendtipo melhorado & planta transgénica resultante. Entretanto, este pode
n&o ser sempre 0 caso, € as presente invengdo também abrange plantas
transgénicas incorporando transgenes ndo expressos. Os componentes
preferidos provaveis de serem incluidos com vetores empregados na pre-
sente invengdo sdo como segue.

Em uma modalidade, a presente invencéo utiliza certos promo-
tores. Exemplos de tais promotores que podem ser empregados com a pre-
sente invengdo incluem, porém ndo estdo limitados ao 358 CaMV (virus
mosaico da couve-flor), 34S FMV (virus mosaico da escrofuldria) (veja, por
exemplo, a Patente dos Estados Unidos n° 5.378.619, o teor da qual é aqui
incorporado em sua totalidade), Napin (de Brassica), 7S (de soja), Giob e
Lec (de milho). O promotor e promotores de 35S CaMV, que sdo feguiados
durante a maturagdo de semente de planta, séo de particular interesse para
uso com as presente invengdo. Todos os tais promotores e elementos re-
guladores transcricionais, simplesmente ou em combinagéo, sdo contempla-
dos para uso nos presentes vetores de expresséo replicaveis e sdo conhe-
cidos por alguém versado na técnica.

O promotor CaMV 35S é descrito, por exemplo, por Restrepo e
oufros (1990). Seqliéncias reguiadoras geneticamente transformadas e
mutadas que induzem a expressdo especifica da semente podem também
ser empregadas para a produgdo de composicdo de 6lec de semente modi-
ficada. Tais modificagGes da invengdo descritas aqui serdo ébvias para al-

guém versado na técnica.
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A seqiiéncia de DNA entre o sitio de iniciagdo de transcrigdo e o
inicio da seqUiéncia de codificagéo, isto &, a seqliéncia lider ndo traduzida,
pode também influenciar a express@o de gene. Alguém pode desse modo
desejar empregar uma seqiiéncia lider particular com um constructo de
transformagdo da invengdo. As seqiiéncias lideres preferidas sdo contem-
pladas por incluir aquelas que compreendem seqtiéncias preditas direciona-
rem expresséao ideal do gene atado, isto &, incluem uma seqiiéncia lider de
consenso preferida que pode aumentar ou manter a estabilidade de MRNA
e previnem a iniciagdo impropria de tradugdo. A escolha de tais seqiiéncias
sera conhecida por aqueles versados na técnica na luz da presente descri-
¢éo. Seqliéncias que séo derivadas de genes que sdo altamente expressos
em plantas tipicamente ser&o preferidas.

Constructos de transformagio preparados de acordo com a in-
vengao tipicamente incluirdo uma seqliéncia de DNA de terminagéo 3' que
atua como um sinal para terminar transcrigdo e prové a subsisténcia de poli-
adenilagdo do MRNA produzido por sequéncias de codificagdo operavel-
mente ligadas a um gene de dessaturase (por exemplo, CDNA). Em uma
modalidade da invengéo, o terminador nativo de um gene de dessaturase é
empregado. Alternativamente, uma terminagéo de 3' heterdloga pode realgar
a expressao de regides de codificagdo de dessaturase. Exemplos de termi-
nadores supostos serem Uteis incluem aqueles do gene de sintase de no-
palina de Agrobacterium tumefaciens (terminagdo nos 3’) (Bevan e outros,
1983), o terminador para a transcrigdo de T7 do gene de sintase de octopina
de Agrobacterium tumefaciens, a terminagdo 3' dos genes de inibidor ! ou |l
de protease de batata ou tomate e o terminador 35S de CaMV (tmi3'). Os
elementos reguladores tais como um intron Adh (Callis e outros, 1987), in-
tron de sintase de sacarose (Vasil e outros, 1989) ou elemento 6mega de
TMV (Gallie e outros, 1989), podem também ser incluidos onde desejado.

Empregando-se uma proteina marcadora selecionavel ou anali-
savel, alguém pode fornecer ou realgar a capacidade de identificar transfor-
mantes. "Genes marcadores" sdo genes que conferem um fenotipo distinto

as células expressando a proteina marcadora e desse modo permitem tais
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células transformadas serem distinguidas de células que ndo tém o marca-
dor. Tais genes podem codificar ou um marcador selecionavel ou analisavel,
dependendo de se o marcador confere uma caracteristica que alguém pode
"selecionar" por métodos quimidos, isto &, através do uso de um agente se-
letivo (por exemplo, herbicida, antibiético, ou similares), ou se & simples-
mente uma caracteristica que alguém pode identificar através de observa-
¢80 ou teste, isto é, por "andlise" (por exemplo, uma proteina fluorescente
verde). Evidentemente, muitos exemplos de proteinas marcadoras adequa-
das sé@o conhecidos na técnica e podem ser empregados na pratica da in-
vengao.

Métodos adequados para a transformacédo de planta ou outras
células para uso com a presente invengdo sdo acreditados por incluir virtu-
ralmente qualquer método pelo qual o DNA pode ser introduzido em uma
célula, tal como por liberagéo direta de DNA tal como por transformagao
mediada por PEG de protoplastos (Omirulleh e outros, 1993), por captagéo
de DNA mediada por dessecacgdo/inibicdo (Potrykus e outros, 1985), por
eletroporacdo (Patente dos Estados Unidos n° 5.384.253, especificamente
incorporada aqui por referéncia em sua totalidade), por agitagdo com fibras
de carbureto de silicio (Kaeppler e outros, 1990; Patente dos Estados Uni-
dos n° 5.302.523, especificamente aqui incorporada por referéncia em sua
totalidade; e Patente dos Estados Unidos n° 5.464.765, especificamente
aqui incorporada por referéncia em sua totalidade), por transformagéo medi-
ada por Agrobacterium (Patente dos Estados Unidos n° 5.591.616 e Patente
dos Estados Unidos n° 5.563.055; ambas especificamente aqui incorporadas
por referéncia) e por aceleragéo de particulas revestidas por DNA ( Patente
dos Estados Unidos n° 5.550.318; Patente dos Estados Unidos n°
5.638.877; e Patente dos Estados Unidos n°® 5.538.880; cada qual especifi-
camente aqui incorporada por referéncia em sua totalidade), etc. Através da
aplica¢do de técnicas tais como estas, as células de virtualmente qualquer
espécie de planta podem ser estavelmente transformadas, e estas células
desenvolveram-se em plantas transgénicas.

Apéds realizar a liberagdo de DNA exdgeno para as células re-
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ceptoras, as etapas seguintes geralmente envoivem identificar as células
transformadas para outra cultura e regeneragéo de planta. A fim de melhorar
a capacidade de identificar transformantes, alguém pode desejar empregar
um gene marcador selecionavel ou analisavel com um vetor de transforma-
¢&o preparado de acordo com a inveng&o. Neste caso, alguém entdo geral-
mente ensaiaria a populagéo de célula potencialmente transformada expon-
do-se as células a um agente ou agentes seletivo(s), ou alguém analisaria
células quanto a caracteristica de gene marcador desejada.

Células que sobrevivem a exposicdo ao agente seletivo, ou cé-
lulas que foram classificadas positivas em um ensaio de avaliagdo, podem
ser cultivadas em meios de cultura que suportam regeneragdo de plantas.
Em uma modalidade exemplar, meios de cultura de MS e N6 podem ser
modificados incluindo-se outras substéncias tais como reguladores de cres-
cimento. Um tal regulador de crescimento é dicamba ou 2,4-D. Entretanto,
outros reguladores de crescimento podem ser empregados, incluindo NAA,
NAA + 2,4-D ou picloram. O desenvolvimento de meios de cultura desta e
de maneiras similares foi descoberto facilitar o crescimento de células em
estagios desenvolvidos especificos. O tecido pode ser mantido sobre um
meio de cultura basico com reguladores de crescimento até tecido suficiente
estar disponivel para comegar os esforgos de regenera¢do de planta, ou
seguindo os ciclos repetidos de selegdo manual, até a morfologia do tecido
estar adequada para a regeneragao tipicamente pelo menos 2 semanas, em
seguida transferido para meio de cultura conducente para manutencdo de
embridides. As culturas s3o transferidas a cada 2 semanas sobre este meio
de cultura. O desenvolvimento de broto sinalizara o tempo para transferir
para o meio de cultura sem reguladores de crescimento.

Para confirmar a presenga do DNA exégeno ou "transgene(s)”
nas plantas regeneradas, diversos ensaios podem ser realizados. Tais en-
saios inE:Iuem, por exemplo, ensaios "bioldégicos moleculares”, tais como
blotting e PCR®; ensaios "bioquimicos”, tais como detecgdo da presenca de
um produto de proteina, por exemplo, por métodos imunoldgicos (ELISAs e
Western blot), ou por fungio enzimatica; ensaios de parte de planta, tais
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como ensaios de folha e raiz; e também, por analise do fenotipo da planta
inteira regenerada.

Em adigao a transformagéo direta de um gendtipo de planta par-
ticular com um constructo preparado de acordo com a presente invengéo.
Plantas transgénicas podem ser feitas cruzando-se uma planta tendo um
DNA selecionado da invengdo, com uma segunda planta sem o DNA. As
técnicas de reprodugédo de planta podem também ser empregadas para in-
troduzir uma dessaturase mdltipla, por exemplo, A8, A12 efou A15-
dessaturase(s) em uma Unica planta. Deste modo, a A15-dessaturase pode
ser eficazmente super-regulada. Criando-se plantas homozigotas para uma
atividade de A25-dessaturase efou outra atividade de dessaturase (por
exemplo, atividade de A6- e/lou A12-dessaturase) metabdlitos benéficos po-
dem ser aumentados na planta.

Como acima mencionado, um gene de dessaturase selecionado
pode ser introduzido em uma variedade de planta particular por cruzamento,
sem a necessidade de ssempre diretamente transformar uma planta daquela
variedade determinada. Portanto, a presente invengéo nao abrange apenas
uma planta diretamente transformada ou regenerada de células que foram
transformadas de acordo com a presente invengdo, porém também a pro-
génie de tais plantas. Como aqui empregado o termo “progénie” denota a
descendéncia de qualquer geragdo de uma planta origem preparada de
acordo com a presente invengdo, onde a progénie compreende um cons-
tructo de DNA selecionado de acordo com a invengdo. "Cruzar” uma planta
para fornecer uma linhagem de planta tendo um ou mais transgenes ou
alelos adicionados com relagdo a uma linhagem de planta de partida, como
aqui descrito, € definido como técnicas que resultam em uma seqiiéncia
particular sendo introduzida em uma linhagem de planta por cruzamento de
uma linhagem de partida com uma linhagem de planta doadora que com-
preende um transgene ou alelo da inveng&o. Para obter isto alguém poderia,
por exemplo, realizar as seguintes etapas: (a) sementes de planta da primei-
ra (linhagem de partida) e segunda (linhagem de planta doadoda que com-

preende um transgene ou alelo desejado) plantas origem; (b) desenvolver
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as sementes das primeira e segunda plantas origem em plantas que trans-
portam flores; (c¢) polinar uma flor da primeira planta origem com o pélen da
segunda planta origem; e (d) colher sementes produzidas da planta oriem
transportando a flor fertilizada.

Recruzamento é aqui definido como o processo incluindo as
etapas de: (a) cruzar uma planta de um primeiro genétipo contendo um gene
desejado, elemento ou sequéncia de DNA com uma planta de um segundo
gendtipo sem o referido gene desejado, elemento ou seqiiéncia de DNA; (b)
selecionar uma ou mais plantas de progénie contendo o gene desejado,
elemento ou seqiéncia de DNA; (c) cruzar a planta de progénie com uma
planta do segundo genétipo; e (d) repetir as etapas (b) e (c) para o propésito
de transferir uma seqliéncia de DNA desejada de uma planta de um primeiro
genotipo para uma planta de um segundo genétipo.

Introgressdo de um elemento de DNA em um gendtipo de planta
é definida como o resultado do processo de conversdo de recruzamento.
Um genétipo de planta no qual uma sequéncia de DNA foi introgredida pode
ser referido como um gendtipo convertido de recruzamento, linhagem, con-
génito, ou hibrido. Similarmente um gendtipo de planta sem a seqiéncia de
DNA desejada pode ser referido como um gendtipo ndo convertido, linha-
gem, congénito ou hibrido.

EXEMPLOS

Os seguintes exemplos sdo incluidos para ilustrar modalidades
da invengdo. Deve ser apreciado por aqueles versados na técnica que as
técnicas descritas nos exemplos que seguem representem técnicas descri-
tas pelo inventor para funcionar bem na pratica da invengao. Entretanto,
aqueles versados na técnica devem, a luz da presente descri¢do, apreciar
que muitas alteragbes possam ser feitas nas modalidades especificas que
séo descritas e também obtém um resultado igual ou similar sem afastar-se
do conceito, espirito e escopo da invengdo. Mais especificamente, sera evi-
dente que certos agentes que estdo igual quimica e fisiologicamente relaci-
onados podem ser substituidos pelos agentes aqui descritos ac mesmo

tempo que resultados iguais ou similares sejam obtidos. Todos os tais subs-
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tituintes similares e modificagcdes evidentes para aqueles versados na técni-
ca sao supostos incluirem-se no espirito, escopo e conceito da invengéo
como definido pelas reivindicagbes anexas.
Exemplo 1
Cepas e Condigdes de Crescimento

O casamento de Neurospora crassa tipo A e Aspergillus nidu-
lans Glasgow tipo silvestre foi obtido pelo Fungal Genetics Stock Center.
Culturas foram desenvolvidas em meio de cultura N. de Vogel (Case e ou-
fros, Neurospora Newsletter, 8:25-26, 1965). Culturas liquidas foram inocu-
ladas com ascosporos e desenvolvidas durante trés dias a 15°~C com agi-
tagdo a 100 RPM. O micélio foi colhido por filtragem em um funil Buchner
através de papel nimero 1 e estocado a 80°C para isolamento de RNA ou
diretamente liofilizado para determinagéo da composicédo de acido graxo por
cromatografia de gas. A linhagem Saccharomyces cerevisiae empregada foi
INVSc1, uma linhagem dipldide que é auxotréfica para histidina, leucina,
triptofano e uracila {(Invitrogen). Céluas foram mantidas em meio de cultura
YPD a 30°C.
Exemplo 2
Isolamento de RNA Fangico

O RNA total foi isolado de micélio fingico das 3 linhagens des-
critas no Exemplo 1 empregando-se o método de 4cido guanidinio-fenol-
cloroférmio de Chomczynski e Sacchi, (1987, Tri-Reagent, SIGMA). Este
método fornece 500 mg de micélio sendo moido em nitrogénio liquido, em
seguida adicionado a 7 ml de Tri-Reagente. Cloroférmio foi adicionado para
separar a fase aquosa das fase organica. O RNA foi precipitado com isopro-
panol, em seguida lavado com 70% de etanol antes de ser ressuspenso em
agua desionizada.
Exemplo 3
Clonagem das Seqiiéncias de A12 e A15-Dessaturase de N. crassa.

Com base nas comparagbes de sequiéncia as seqiiéncias ge-
némicas de N. crassa, os iniciadores especificos de gene foram designados
para amplificar as regies de codificagdo de tamanho natural da A12-
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dessaturase putativa (Nc111F2 e Nc111R3) e a A15-desaturase putativa
(Nc94F6 e Nc94R8). Os iniciadores dianteiros foram designados por incluir
trés nucleotideos 5' do sitio Met de partida

Nc111F2: 5-AAGATGGCGTCCGTCTCCTCTGCCCTTCCC-3' (SEQ ID
NO:15)

Nc111R3: 5-TTAGTTGGTTTTGGGGAGCTTGGCAGGCTTG-3' (SEQ ID
NO:16)

Nc94F6: 5-GCGGCCGCAACATGACGGTCACCACCCGCAGCCA-3' (SEQ
ID NO:17). O sitio Nofl adicionado & a terminasgéo 5’ do oligonucleotideo é
italizado.

Nc94R8: &-CCTGCAGGTTACTGGGTGCTCTGAACGGTGTGCG-3 (SEQ
ID NO:18). O sitic Sse83871 adicionado a terminagao §' do oligonucleotideo
¢ italizado.

O cDNA para N. crassa foi preparado empregando-se o Kit Ma-
rathon cDNA Amplification (Clontech Laboratories). Estes iniciadores foram
empregados com CDNA preparado por 3'-RACE para amplificar as dessatu-
rases putativas empregando-se um Gene Amp PCR system 9700 (PE Appli-
ed Biosystems) com as condigbes de ciclo recomendadas. O produto de
PCR gerado com os oligonucleotideos Nc94F8 e Nc94R8 foi ligado dentro
do pCR2.1-TOPO (Invitrogen) e denominado pMONG7004 (FIG. 1). O CDNA
foi seqlienciado e trés “caixas-His”, um aspecto conservado entre dessatu-
rases ligadas por membrana, foram descobertas por estar presentes nas
posigdes de aminoacido 124-128, 160-164, e 359-363.

Quando comparado a outras A12 e A15-dessaturases ligadas a
membrana, o motivo de caixa de histidina "HXXHH" foi descoberto ser in-
tacto também. As seqliéncias de nucleotideo e polipeptideo corresponden-
tes para a A15-dessaturase (NcD15D) s30 dadas na SEQ ID NO:2 e SEQ ID
NO:3, respectivamente, e o clone gendmico é dado na SEQ ID NO:1.
pPMONG7004 foi digerido com o EcoR1 e ligado no sitio de EcoR1 do vetor
de expresséo de levedura pYES2/CT para gerar pMON77208 (FIG. 2). Para
os vetores de transformagéo de planta, pMON67004 foi digerido com EcoRl,
seguido por uma reagéo fill-in, e entdo cortados por Sse8387I. O fragmento



10

16

20

25

30

de gene foi ligado no vetor binario, pMON73270, que foi digerido por Notl,
seguido por uma reagéo fill-in, e em seguida por Sse8387I. Isto deu origem
ao vetor pMON77214 (FIG. 4) no qual o gene de A15-dessaturase gene,
NcD15D, era de sub-regulagdo do promotor Napin especifico de semente. O
fragmento de DNA digerido por EcoRI/Sse8387| foi também ligado no vetor
binario, pMON73273, dando origem ac pMON77217 (FIG. 4), no qual
NcD15D foi de sub-regulagéo do promotor 35S constitutivo.

O produto de PCR gerado com oligonucleotideos Nc111F2 e
Nc111R3 foi ligado diretamente em pYES2.1/V5-His-TOPO (Invitrogen) para
gerar pMONG7005 (FIG.7A). O CDNA foi seqlenciado e trés “caixas-His”
foram descobertas por estar presentes em posicdes de aminoacido 158-162,
194-198, e 394-398, Quando comparado a outras A12 and A15-
dessaturases ligadas a membrana, o motivo de caixa de histidina "HXXHH"
final foi descoberto ser intacto também. As seqiiéncias de nucleotideo e po-
lipeptideo correspondentes para a A12-dessaturase putativa (NcD12D) sao
fornecidas na SEQ ID NO:39 e SEQ ID NO:40, respectivamente.

Exemplo 4
Transformagdo e Expresséso de Levedura.

Constructos pMONB7005 e pMON77208 foram introduzidas na
cepa hospedeira S. cerevisiae INVSc1 (auxotréfica para uracila) empregan-
do-se o protocolo PEG/Li Ac como descrito no manual para pYES2.1/V5-
His-TOPO. Os transformantes foram selecionados sobre placas feitas de
meios de cultura minimos SC menos uracilas com 2% de glicose. Colonias
de transformantes foram empregadas para inocular 5 ml de meios de cultura
minimos SC menos uracila e 2% de glicose desenvolvidos durante a noite
as 30°C. Para indugéo, as células de levedura de fase estacionaria foram
péletizada e ressuspensas em meios de cultura minimos SC menos uracila
suplementados com 2% de galactose e desenvolvidos durante 3 dias a
15°C. Quando acidos graxos exdgenos foram fornecidos para as culturas,
0.01% de LA (A9,12-18:2) foi adicionado com o emulsificante Tergitol a
0,1%. As culturas foram desenvolvidas durante 3 dias a 15°C, e subse-

quentemente colhidas por centrifugagédo. Os péletes celulares foram lavados
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uma vez com tampéo de TE estéril, pH 7,5, para remover os meios de cultu-
ra, e liofilizadas durante 24 horas. A linhagem hospedeira transformada com
o vetor contendo o gene LacZ foi empregado como um controle negativo em
todas as experiéncias.

Para andlise de acido graxo, a extragdo dos lipideos de levedura
seguiu os procedimentos previamente descritos. Em sintese, os péletes de
levedura liofilizados foram extraidos com 15 ml de metanol e 30 m! de clo-
roférmio contendo 100 pg de tridecanoina. Apds extragdo, os lipideos de
levedura foram primeiro saponificados, e os acidos graxos liberados foram
metilados. A distribuigdo de ésteres de metila de &cido graxo foi entdo anali-
sada por cromatografia de gas (GC) empregando-se um cromatc’)grafo de
gds 5890 Il Plus da Hewlett-Packard (Hewlett-Packard, Palo Altd, CA) eqLui;
pado com um detector de ionizagdo de chama e uma coluna capilar de silica
fundida (Supelcomega; 50 m x 0,25 mm, i.d., Supelco, Bellefonte, PA).

Em levedura transformada com o vetor de expressédo contendo
LacZ como um contrale, nenhum LA ou ALA (18:3) foi medido em linhagens
desenvolvidas na auséncia de LA adicionado. Em levedura transformada
com um vetor de express&o contendo NecD15D ou BnD15D, na auséncia de
LA adicionado, nenhum ALA acumulado. Em levedura transformada com um
vetor de expresséo contendo NcD12D, sem LA adicionado, LA acumulado
para 22% dos acidos graxos, indicativo de atividade D12D. Quando LA foi
adicionado & linhagem de levedura expressando NcD15D, ALA comprome-
teu 1% dos acidos graxos. Na linhagem de levedura expressando o Brassica
napus 'A15-dessaturase (BnD15D), ALA comprometeu 0,2% dos dcidos gra-
Xos apos a adigéo de LA. No controle de LacZ, nenhum ALA foi detectado

apos a adigdo de LA,
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TABELA 1. Dados de Expresséo de Levedura.

% de Acidos Graxos em Levedura
16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3

Construgdo lIdenti- Substrto de % % % % % %
dade FA Adicio-
nado

PMON77208 NcD15D nenhum 13,96 48,33 5,06 29,07 0,02 0,02
pMONG7003 BnD15D nenhum 13,22 48,15 5,18 29,82 0,00 0,00
PMON67005 NcD12D nenhum 15,24 4795 518 10,3 223 O

LacZ l.acZ nenhum 14,01 49,61 5,27 27,29 0,02 0,01
pMON77208 NcD15D 18:2 18,34 25,98 5,94 16,09 30,30 1,04
pMONG67003 BnD15D 18:2 18,45 26,19 5,91 16,26 30,61 0,20
LacZ LacZ 18:2 19,26 18,87 6,00 10,82 42,47 0,01
Exemplo 5

Transformacéao de Arabidopsis com NcD15D

Este exemplo descreve a transformagdo e regeneragdo de
plantas Arabidopsis thaliana transgénicas expressando uma seqiiéncia de
codificagdo de A15-dessaturases heterdloga. Plantas de Arabidopsis foram
desenvolvidas por semeadura de sementes em potes de 10,16 cm contendo
agua de osmose reversa (ROW) e MetroMix 200 saturado (The SCOTTS
Co., Columbus, OH). As plantas foram vernalizadas colocando-se os potes

em um plano, cobertos com um domo de umidade, em uma camara de des-

envolvimento a 4-7°C, 8 horas de luz/dia durante 4-7 dias. Os planos foram
transferidos para uma camara de desenvolvimento a 22°C, 55% de umidade
relativa, e 16 horas de luz/dia em uma intensidade média de 160-200 ~
Mol/s*m®. Apés germinagédo, o domo foi levantado e deslizado para tras 1"
para prover circulagéo de ar suave sem dessecagio. O domo de umidade foi
removido quando as folhas reais formaram-se. As plantas foram aguadas na
base, como necessario, com ROW até 2-3 semanas apds germinagdo. As
plantas foram entdo aguadas na base, como necessario, com solugéo
PLANTEX 18-18-15 (Plantex Corporation Ottawa, Canada) a 50 ppm de N,.
Os potes foram reduzidos de modo que 1 planta permaneceu por pote a 2-3

semanas apos a germinagdo. Uma vez que as plantas comegaram a brotar,
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a inflorescéncia primaria foi podada para encorajar o crescimento de brotos
auxiliares.

Os vetores de transformagio pMON77214 e pMON77217 foram
introduzidos em linhagem de Agrobacterium tumefaciens ABI empregando-
se metodologia bem conhecida na técnica. As plantas de A. thaliana trans-
génicas foram obtidass como desérito por Bent et al. (1994) ou Bechtold ¢
outros (1993). Em sintese, culturas de Agrobacterium contendo vetores bi-
narios pMPON77214 ou pMON77217, foram desenvolvidas durante a noite
em LB (10% de bacto-triptona, 5% de extrato de levedura, e 10% de NaCl
com canamicina (75 mg/L), cloranfenicol (25 mg/L), e espectinomicina (100
mg/L)). A cultura bacteriana foi centrifugada e ressuspensa em 5% de saca-
rose +0,05% de Silwet-77. A porgdo aérea de plantas A. thaliana inteiras (~
5 - 7 semanas de idade) foi imersa na solugédo resultante durante 2 a 3 se-
gundos. O excesso de solugdo foi removido secando-se as plantas sobre
toalhas de papel. As plantas mergulhadas foram colocadas sobre seu lado
em plano coberto e transferidas para uma camara de crescimento a 19°C.
Apbs 16 a 24 horas o domo foi removido e as plantas foram fixadas verti-
calmente. Quando as plantas atingiram a maturidade, a agua foi retida du-
rante 2 a 7 dias antes da colheita da semente. A semente colhida foi passa-
da através de uma peneira de malha de ago inoxidavel.

Para selecionar transformantes, a semente foi semeada sobre
meio de cultura de &gar contendo 50 mg/L de glifosato. As mudas verdes
foram resgatadas e transplantadas em potes de 10,16 cm e desenvolvidas
sob as condigGes acima descritas. As folhas foram colhidas para andlise de
acido graxo quando a roseta estava no estagio de 4 folhas. Apds a liofiliza-
G40, os acidos graxos de folha foram analisados como acima descrito.
Exemplo 6
Expressdo Funcional de Clones de N. crassa

A fim de avaliar a especificidade funcional do clone de N. crassa
D15D, a regi&o de codificagdo de pMONG7004 foi clonada em um vetor de
expressdo de planta no qual o promotor 35S constitutivo direciona da ex-

pressdo do transgene. A construgéo resultante, pMON77217, foi transfor-
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mada em A. thaliana e as folhas de plantas T2 transformadas foram anali-
sadas quanto & composigdo de acido graxo. Em linhagens nao transforma-
das, aproximadamente 20% dos &cidos graxos eram LA, e aproximada-
mente 48% de ALA. Em dois eventos de transformacéo de A. thaliana inde-
pendentes, os niveis de LA foram reduzidos para aproximadamente 3% e
5%, e os niveis de ALA aumentaram para 65% e 63%, respectivamente, in-
dicando a atividade de A15-dessaturase em planta. Estes dados sdo suma-
rizados na Tabela 2. Os controles s&o designados como CONT.

TABELA 2 Teor de acido graxo de Folhas de Arabidopsis

EVENTO 16:0 16:1  18:0 18:1 18:2 (LA) 18:3(ALA)
COI\llT 1 14,9 0,8 1.4 4,8 19,7 48,2
CONT 2 | 15,3 0,9 1,4 5,1 20,5 49,2
CONT 3 14,6 0,9 1,4 5,1 19,6 49,5
ATG174 15,6 1,0 1,6 4,6 15,4 51,9
AT G717 15,3 0,7 1.4 4,2 17,9 52,1
AT G716 14,9 0,6 1,6 3.1 15,8 55,1
ATG718 15,3 0,8 1,8 4,0 5.4 63,7
AT G709 17,0 0,9 1,9 4,3 3,5 64,0

A fim de avaliar a especificidade funcional do clone D15D de N.
crassa para direcionar a produgdo de ALA em sementes, a regiao de codifi-
cagdo de pMONG7004 foi clonada em um vetor de expressdo especifico da
semente no qual o promotor Napin direciona a expressdo do transgene. O
constructo resultante, pMON77214, foi transformado em A. thaliana e as
sementes de plantas T2 transformadas foram analisadas quanto & composi-
¢do de acido graxo. Em linhagens ndo transformadas, aproximadamente
26% dos lipideos de semente estavam presente como LA, e aproximada-
mente 18% como ALA. Em dois eventos de transformacgéo de A. thaliana
independentes, os niveis de acido LA foram reduzidos para aproximada-
mente 14% e 13%, e os niveis de acido ALA aumentaram para 26% e 30%,

respectivamente, indicando atividade de A15-dessaturase em sementes.
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Estes dados sdo mostrados nas Tabela 3.
TABELA 3. Teor de acido graxo de Sementes de Arabidopsis

EVENTO 16:0 16:1  18:0 18:1 18:2 (LA) 18:3 (ALA)
Controle 6,86 039 294 14,7 27,95 17,75
Controle 7,11 0,37 3,33 15,22 26,48 18,11
G709 7.1 0,37 3,13 13,16 24,58 20,85
G711 7,08 0,37 3,16 13,49 24,24 21,07
G705 7,75 0,38 3,09 12,62 19,26 26,3

G707 8,12 036 2,98 14,2 15,71 29,74

Estes resultados indicam que a proteina codificada pelo CDNA
de Neurospora NcD16D é uma A15-dessaturase funcional em plantas e
pode direcionar sintese de ALA em folhas e em sementes.
Exempio 7
Atividade da A15-Dessaturase de Neurospora crassa em Canola.
Linhagens foram transformadas com constructo pMON77214,
que contém a A15-dessaturase de Neurospora direcionada pelo promotor
Napin. Ambas as variedades de canola Quantum e Ebony canola foram
transformadas e os controles para ambas as variedades incluidos. Dados
mostrados na Tabela 4 s&o percentuais 18:2 (LA) e 18:3 (ALA) em grupos
de 20 sementes de plantas R, .
TABELA 4. Percentual de PUFAs em Grupos de 20 Sementes de Plan-
tas R, .

Linhagem ID 18:2 (LA) 18:3 (ALA)
EBONY 19,78 5,94
EBONY 18,13 7,51
EBONY 19,46 7,56
QUANTUM 2251 11,09
QUANTUM 23,39 11,17
EBONY 19,11 11,49
QUANTUM 23,05 12,03
QUANTUM 21,04 12,27

BN_G1289 12,48 12,53




BN_G1248
BN_G1275
BN_G1256
BN_G1251
BN_G1311
BN_G1282
BN_G1321
BN_G1317
BN_G1283
BN_G1281
BN_G1272
BN_G1312
BN_G1249
BN_G1270
BN_G1271
BN_G1322
BN_G1347
BN_G1353
BN_G1348
BN_G1323
BN_G1287
BN_G1318
BN_G1389
BN_G1295
BN_G1319
BN_G1286
BN_G1316
BN_G1355
BN_G1400
BN_G1354
BN_G1285
BN_G1392

12,55
12,67
9,33
12,3
10,07
11,41
8,98
11,17
10,54
11,66
8,12
10,36
15,65
10,46
9,45
9,57
7,18
9,84
15,69
7,33
5,95
11
13,72
10,46
7,53
7,88
5,67
9,86
14,17
6.4
8,97
8,71

13,31
13,45
13,7
13,89
14,08
14,69
14,83
14,84
15,05
15,24
15,71
15,9
16,09
16,48
16,48
16,61
17,15
17,17
17,27
17,52
17,53
17,96
18
18,03
18,44
19,11
19,32
19,38
19,4
19,72
19,77
19,84




BN_G1385 9,53 19,89

BN_G1288 7.88 20,04
BN_G1386 14,81 20,16
BN_G1250 3,78 20,28
BN_G1393 10,49 20,55
BN_G1280 5,81 20,63
BN_G1315 8,82 20,76
BN_G1329 8,21 20,77
BN_G1328 3,71 21,09
BN_G1279 5,47 21,18
BN G1387 -~ 11,1 21,32
BN_G1284 4,28 21,33
BN_G1447 7.7 21,76
BN_G1401 4,97 21,82
BN_G1298 9,7 21,99
BN_G1297 7.4 22,15
BN_G1350 5,41 23,5
BN_G1405 7,86 23,73
BN_G1390 7.74 24,52
BN_G1351 9,05 24,78
BN_G1398 6,24 2482
BN_G1296 4,05 25,04
BN_G1394 7,43 27,34
BN_G1395 9,8 30,17

A produgio de ALA em niveis maiores do que ~12% de acidos
graxos de semente nestas linhagens foi indicativa da atividade de A15-
dessaturase heteréloga. O nivel mais elevado de ALA observado a partir
desta transformagédo foi em linhagem BN_G1395, que contém 30,17% de
ALA.

Para véarias das linhagens expressando pMON77214, os acidos
graxos em sementes Unicas foram determinados e as linhagens prossegui-

das para a geragao seguinte. Como esperado, os niveis de ALA aumenta-
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ram até quase duas vezes em sementes individuais com relagéo aos gru-
pos, indicativo de homozigosidade para os transgenes em segregantes indi-
viduais dentro de cada siliqua. Em linhagem BN_1296, a semente de R1
agrupada continha 25,04% de ALA. Na semente Unica mais elevada desta
linhagem (BN_G1296-14), 48,2% de ALA foram observados. Os niveis de
ALA em 200 meias-sementes, ordenados do menor ao maior ALA, sdo
mostrados na FIGURA 3.

Exemplo 8

Clonagem da Seqiiéncia de Seqiiéncia de A15-dessaturase de A. nidu-
lans e das Seqiiéncias de A12- e A15-Dessaturase de B. cinerea.

Com base nas comparagdes de seqiiéncia a4 seqiiéncia gendmi-
ca de A. nidulans, os iniciadores especificos de gene foram designados para
amplificar as regides de codificagéo de tamanho natural da A15-dessaturase
de putativa (AnD15-F1 e AnD15-R1). O iniciador dianteiro foi designado por
incluir trés nucleotideos 5’ do sitioc Met de partida.

AnD15-F1: 5-AATATGGCTGCAACTGCAACAACCC-3' (SEQ ID NO:23)
AnD15-R1: 5-TTCCGCTTTGGCACCCTTCTTC-3’ (SEQ ID NO:24)

Os iniciadores de oligonucleotideo BcD12F1 e BeD12R1 foram
designados de uma sequéncia gendmica parcial (clone de DNAkg parcial
proprietario da Monsanto descoberco com BLASTALL) para amplificar as
regides de codificagdo de tamanho natural de A12-dessaturase de B. cine-
rea. O iniciador degenerado D15D-R9 foi designado para amplificar qualquer
At5-dessaturase de B. cinerea putativa em uma reagédo 5-RACE. O oligo-
nucleotideo BCD15-F1 foi designado para uma reagdo de 3' RACE do pro-
duto de PCR gerado de oligonucleotideo D15D-R9. Os oligonucleotideos
BcD15F3 e BecD15R1 F foram designados para amplificar a regido de codifi-
cag&o de tamanho natural de A15-dessaturase de B.cinerea putativa.
BcD12F1: 5-GTCGACACCATGGCCTCTACCACTGCTCTC- extremidade 3,
5' contém Sall -3' (SEQ ID NO:25).

BcD12R1: 5-CTGCAGTGCCTTGAGCTTCATTGGTGGTGTA- extremidade
3, 5' contém Pstl (SEQ ID NO:26) '
D15D-R9: 5'- GCCRTGNCCRCAYTCRTGNGCNAGDAT-3 (SEQ ID NO:27)
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BcD15-F1: 5-ACGATGACTCTCGATTACACAAGTCACCCG-3' (SEQ ID
NO:28)

BcD156F3: 5- GTCGACACGATGACTCTCGATTACACAAGTCACC- extremi-
dade 3, §' contém Sall (SEQ ID NO:29)

BcD15R1: 5- CTGCAGAATGCTTGAGCTATCAGCAGATCCCAA- extremi-
dade 3, 5' contém Pstl (SEQ ID NO:30)

CDNA para A. nidulans e B. cinerea foi preparado empregando-
se o Kit GeneRacer (Invitrogen). Estes iniciadores foram empregados com
CDNA preparado por 3-RACE para amplificar dessaturases putativas em-
pregando-se um sistema PCR 9700 Gene Amp (PE APPLIED BIOSYS-
TEMS) com as condi¢des de ciclo recomendadas. O produte de PCR codifi-
cando a A15-dessaturase de A. nidulans foi gerado com os oligonucleoti-
deos AnD15-F1 e AnD15-R1, foi ligado em pYES2.1-TOPO (invitrogen) e
denominado pMONG67010 (FIG. 7B). O CDNA foi seqtienciado e trés “caixas-
His", um aspecto conservado entre dessaturases ligadas 4 membrana, fo-
ram descobertos estarem presentes em posigbes de aminoacido 93-97, 129-
133, e 327-331. As seqliéncias correspondentes de nucleotideo e polipepti-
deo para a A15-dessaturase (AnD15D) s&o fornecidas em SEQ ID NO:4 e
SEQ ID NO:5, respectivamente.

Um CDNA codificando A12-dessaturase de B. cinerea foi ampli-
ficado por PCR com oligonucleotideos BcD12F1 e BcD12R1 e subsequen-
temente ligados diretamente em pYES2.1/V5-His-TOPO (Invitrogen) para
gerar pMONG7022 (FIG. 7D). O CDNA foi seqlienciado e trés “caixas-His”,
um aspecto conservado entre dessaturases ligadas a membrana, foi desco-
berto estar presente nas posi¢oes de aminoacido 155-159, 191-195, e 390-
394. As seqliéncias correspondentes de nucleotideo e polipeptideo para a
A12-desaturase putativa (BcD12D) séo fornecidas na SEQ ID NO:31 e SEQ
ID NO:32, respectivamente. '

Para clonar uma A15-dessaturase de B. cinerea um oligonucle-
otideo degenerado foi gerado com base em um alinhamento de seqiiéncia
de aminoacido do N. crassa, e Aspergiflus sp. A12 e A15-dessaturases. Uma

reagdo de 5'-RACE foi realizada empregando-se um Kit GeneRacer (Invitro-
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gen, Carlsbad CA) seguindo as condi¢cdes recomendadas pelo fabricante.
Seguindo a sintese de CDNA, a extremidade 5 de um CDNA de A15-
dessaturase putativo foi amplificada por PCR empregando-se o oligonucleo-
tideo degenerado D15D-R9 e ligado em pCR2.1-TOPO. O fragmento de 742
pares de base resultante foi seqlienciado e determinado por alinhamento de
aminoacido deduzido, ser similar as outras A15-dessaturases fungicas. Uma
reagdo 3-RACE foi empregada para amplificar 664 pares de base da extre-
midade 3’ da A15-dessaturase de B. cinerea empregando-se o oligonucleo-
tideo BeD15-F1 e ligado em pCR2.1-TOPQ. Os oligonucleotideos BcD15F3
e BcD15R1 foram designados da seqliéncia de composito dos produtos 5'- e
3’- RACE, e empregados para amplificar um CDNA de A15-dessaturase pu-
tativo de B. cinerea de tamanho natural por reagéo de 3'-RACE e ligados em
pYES2.1-TOPO. O plasmideo resultado foi denominado pMONG7021 (FIG.
7C). As seqiiéncias de nucleotideo e polipeptideo correspondentes para a
A15-dessaturase putat.iva (BcD15D) sdo fornecidas em SEQ D NO:33 e
SEQ ID NO:34, respectivamente.

Para avaliar a atividade de A15-dessaturase do AnD15D putati-
vo no ensaio de expressdo de levedura, a levedura expressando a A15-
dessaturase putativa, foi alimentado o substrato para esta enzima, isto €,
LA, e a produgdo de ALA quantificada. Estes dados, nos quais a produgao
de ALA pela A15-dessaturase de N. crassa, pMONG67023, foi comparada
com aquelas da A1 5-dessaturase de A. nidulans, sdo mostrados na Tabela
5. pMONG67023 (FIG. 7E) foi construido como segue:

Nc94F2: 5-AACATGACGGTCACCACCCGCAGCCACAAG-3 (SEQ ID
NO:35)
Nc94R2: 5-CTGGGTGCTCTGAACGGTGTGCGCCCAAAT-3' (SEQ ID
NO:36)

«+ Os iniciadores Nc94F2 e Nc94R2 foram empregados para am-
plificar a regido de codifica¢do de NcD15D sem um cédon de interrupgdo. O
fragmento resultante foi ligado em pYES2.1-TOPQ para gerar uma fusdo em
estrutura entre a regido de codificagdo de NcD15D e o epitopo V5 e regido

6-His contida sobre o vetor de expressédo pYES2.1.
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TABELA 5. Produgdo de ALA por A15-dessaturase de Neurospora cras-

sa e A15-dessaturase de Aspergillus nidulans.

Substrato LA (adicionado
Constructo Gene Adicionado como substrato) ALA
pMONG67010 AnD15D LA 28,43 20,32
pMONG67010 AnD15D LA 24,66 19,65
pMON67023 NcD15D LA 47,98 10,94
pMONG67023 NcD15D LA 47,52 9,24

Estes resultados indicam que neste sistema de expressédo, a
dessaturase de A. nidulans é aproximadamente 2 vezes mais ativa do que
NcD15D.

Tabela 6. Analise de litilizacio de substrato AnD15D em levedura

Substrato
Constructo  Gene Adicionado (GLA ALA SDA
pMON67010 AnD15D - 0 0,54 0
pMONG67010 AnD15D LA 0 16,45 0
pMONG67010 AnD15D  GLA 9,19 0,27 8,82
pMON67010 AnD15D  LA+GLA 9,46 5,99 5,35
pMON67010 AnD15D - 0 0,64 0
pMONG67010 AnD15D LA 0 14,96 0
pMONG67010 AnD15D  GLA 8,36 0,27 8,63
pMONGB7010 AnD15D  LA+GLA 8,1 6,31 5,48

Estes resuitados indicam que neste sistema de expressao, o A.

nidulans D15D é capaz de dessaturar ambos LA e GLA.

Exemplo 9

Otimizacdo de Cédon da A15-Dessaturases de A. nidulans e N. crassa
para Soja.

Uma tabela de uso do cddon foi construida de 8 proteinas espe-
cificas de semente altamente expressas de soja (conglicinina, glicinina, glo-
bulina) e 17 proteinas especificas de semente altamente expressas de ca-
nola (cuciferina, napin, oleosina). As seqiiéncias de acido nucléico NcD15D

e AnD15D, juntamente com a tabela de uso do cédon acima descrita, foram
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enviadas para o Blue Heron Biotechnology Inc., (Bothell, Wa), que entdo
utilizou um algoritmo proprietario para gerar as seqiiéncias otimizadas de
codon final com as menores estruturas secundéarias de RNA de formagao de
energia livre. A seqléncia otimizada por cédon de NcD15D foi sintetizada
por Blue Heron Biotechnology Inc., e denominada NcD15Dnno (SEQ 1D
NO:37). A sequiéncia otimizada por codon de AnD15D foi sintetizada por
Midland (Midland, TX), e denominada AnD15Dnno (SEQ ID NO:38).
Exemplo 10 ’

Atividade da A15-dessaturase de Neurospora em combina¢do com A6-
e A12-dessaturases de Mortierella alpina.

A atividade de A15-dessaturase de Neurospora em combinagéo
com as AB- e A12-dessaturases de Mortierella alpina foi avaliada transfor-
mando-se canola com o constructo pMON77216 (FIG. 7G), que contém as
trés dessasturases sob o controle do promotor Napin. Em diversas linhagens
obtidas, entretanto, a A12-dessaturase foi descoberta ter sido parcialmente
deletada. O teor de acido graxo de grupos de 10 sementes de plantas RO
individual foi determinado. Os niveis de acido estearico (18:0) (SA), acido
oléico (18:1)(OA), LA, ALA, SDA e GLA sdo mostrados na Tabela 6 abaixo.
A linhagem de controle foi Ebony. A sémente agrupada de uma maior parte
dos eventos transgénicos produzidos conteve SDA mensuravel e em 8

eventos o SDA acumulou-se em mais do que 10% dos acidos graxos.
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TABELA 6. Resultados Percentuais da Area Relativa (Percentual em Peso Aprox.) de sementes de R1 agrupadas.

Acido Graxo (Percentual em Peso)

Evento ID SA OA LA GLA ALA SDA
Controle 1,43 66,47 16,85 0 8.7 0
Controle 1,43 60,27 19,65 0,52 11.94 0.07
Controle 1,63 64,93 17,07 0,54 9.68 0.11
BN_G1116 1,66 49,77 25,58 7,16 8.33 0.7
BN_G1117 1,59 41,96 33,82 4,09 10.58 0.7
BN_G1118 1,78 47,16 25,91 10,44 7.66 0.89
BN_G1119 1,97 47,88 2481 11,54  7.09 0.91
BN_G1120 1,43 44,08 27,22 8,43 10.19 0.97
BN G1121 1,56 43,29 26,56 13,58 7.42 1.08
BN_G1122 1,74 38,92 30,67 12,01 8.53 1.11
BN_G1123 1,4 56,41 19,49 3,13 11.7 1.19
BN_G1124 1,91 49,21 24,06 4,42 11.66 1.59
BN_G1125 2,32 41,71 22,05 18,62 7.12 1.61
BN_G1126 1,69 65,41 11,8 7,79 4,93 1.69
BN_G1127 2,03 37,12 20,39 25,19 6.07 1.73
BN_G1128 1,78 39,25 22,36 20,9 7.4 1.9



BN_G1129
BN_G1130
BN_G1131
BN_G1132
BN_G1133
BN_G1124
BN_G1135
BN_G1136
BN_G1137
BN_G1138
BN_G1139
BN_G1140
BN_G1141
BN_G1143
BN_G1144
BN_G1145
BN_G1146
BN_G1147
BN_G1148

1,74
2,23
1,84
2,14
1,92
1,66
1,53
2,08
1,77
1,89
2,17
2,31
1,49
1,7

1,66
1,87
1,87
2,34
1,85

31,83
31,55
46,36
32,57
36,46
43,74
43,95
35,91
40,53
42,24
51,7

43,1

40,03
41,86
40,28
38,9

34,99
35,19
20,28

27,51
22,8

22,06
25,79
25,41
22,34
22,08
27,18
23,41
21,84
17,44
21,72
22,99
22,61
22,74
22,98
24,42
23,37
29,24

21,83
20,28
6,47
23,37
19,25
6,57
6,86
7,23
9,63

8,07
8,25
5,93
7,97
8,3
8,72
8,54
8,63
12,95

8,77
5,39
14,99
7,48
8,3
17,25
16,79
18,86
15,83
18,34
11,56
15,12
19,6
16,57
17,09
17,88
21
20,12
16,18

2,04
2,05
2,08
216
2,2

2,45
2,6

2,71
2,73
2,77
3,02
3,04
3,06
3,18
3,27
3,56
3,67
3,86
3,95




BN_G1149
BN_G1150
BN_G1151
BN_G1152
BN_G1153
BN_G1154
BN_G1155
BN_G1156
BN_G1157
BN_G1158
BN_G1159
BN_G1160
BN _G1161
BN_G1162
BN_G1163
BN_G1164
BN_G1165
BN_G1166
BN_G1167

1,63
2,72
1,62
24

2,45
2,31
1,84
1,73
1,87
2,08
2,17
1,85
1,94
1,74
1,84
1,96
1,86
1,95
2,62

37,03
35,99
32,92
30,12
35,53
26,49
34,83
55,09
34,84
29,18
36,41
40,01
29,5

33,78
34,83
37,43
36,5

29,59
25,92

22,9

20,19
23,19
25,47
22,92
19,78
21,08
8,75

21,19
22,71
18,63
17,37
25,74
20,98
21,13
17,03
18,9

24,52
22,63

9,66
10,53
9,25
14,34
11.87
6,29
11,55
2,81
10,88
17,48
10,27
13,86
9,15
12,79
10,28
5,79
11,28
13,72
15.39

20,16
19,67
21,68
15,85
15,36
31,62
18,46
20,2

19,14
14,23
20,3

13,79
20,3

16,98
18,76
24,34
18,7

18,95
19,76

4,29
4,47
4,88
4,93
4,93
5,06
5,36
5,39
5,41
5,9

5,98
6,11
6,12
6,24
6,27
6,45
6,68
6,69
6,69




BN_G1168
BN_G1169
BN_G1170
BN_G1171
BN_G1172
BN_G1173
BN_G1174
BN_G1175
BN_G1176
BN_G1177
BN_G1178
BN_G1179
BN_G1180
BN_G1181
BN_G1182
BN_G1183
BN_G1184
BN_G1185
BN_G1186

2,78
2,92
2,57
2,24
2,79
1,88
2,36
3,43
2,06
1,74
1,62
1,72
2,55
2,53
1,75
2,42
2,2

2,58
1,13

48,4
37,66
26,3
24,1
26,16
28,4
24,04
24,83

30,09

64,72
25,75
30,98
21,39
21,81
24,68
31,08
26,92
63,63
55,27

12,78
17,21
22,62
20,08
20,37
20,84
17,6
20,39
18,23
7,85
19,49
19,19
19,93
21,21
20
16,43
17,92
4,49
9,21

6,28
13,51
11,07
28,31
13.4
21,11
28,46
21,68
13,06
2,46
9,12
11,78
26,55
15,3
14,66
15,08
17,43
5,11
4,08

17,57
14,14

22,43

10,8
21,15
13,55
10,82
15,5
20,9
8,1
273
20,65
12,19
22,58
22,4
17,5
18,69
6,18
12,73

6,71
7,22
7,25
7,63
7,8

7,93

- 8,13

8,23
8,23
8,29
8,6
8,95
9,07
9,16
9,36
9,48
10
10,29

10,29




BN_G1187 2.22 .22 14.97 13.19 16.2 10.46
BN_G1188 25 26.64 18.05 19.8 14.58 10.83
BN_(G1189 2.41 26.12 18.44 16.81 19.27 11.01
BN_G1190 2.29 36.61 12.21 14.29 14.68 13.31
dc  BN_G1191 2.31 18.94 12.95 18.11 22.1 17.95
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Os dados de acido graxo de sementes simples de evento
BN_G1824, incluindo igualmente homozigotos e heterozigotos, s&o mostra-
dos abaixo na Tabela 7. Em um caso, 18,6% de SDA, 17,8% de ALA, 11,2%
de LA, 24% de acido oléico e 18,8% de GLA foram observados. Este evento
é referido como um evento SDA elevado / GLA elevado. Em outra semente
deste evento, 16,8% de SDA, 7% de ALA, 2% de LA, 62,1% de acido oléico
e 3,1% de GLA foram observados. Este evento é referido como uma linha-
gem de SDAelevado/GLA baixo. Os dados moleculares indicaram que, nas
linhagens de SDA elevado/GLA baixo, a seqiiéncia de codificagdo de A2
ndo foi funcional. Em particular, foi indicado que as linhagens de SDA ele-
vado/GLA baixo foram compreendidas de uma {nica copia de uma insergio
de T-DNA parcial Ginica que perdeu todo o DNA de inser¢do entre a fronteira
esquerda e os 51 pares de base tserminais da regido de codificagéo da A12-
dessaturase de Mortierella alpina A12-desaturase (por exemplo, os Gltimos
51 pares de base de SEQ ID NO:41). Notavel na linhagem de SDA eleva-
do/GLA baixo € que o acido oléico esta quase em niveis tipo silvestre visto
que nas linhagens de SDA elevado/GLA elevado, o acido oléico € reduzido
aproximadamente 2,5 vezes com respeito ao tipo silvestre. As linhagens que

exibem o fendtipo de SDA elevado/oléico elevado s&o realgadas com cinza.



TABELA 7. Resultados Percentuais de Area Relativa (Percentual em peso Aprox.) de Semente Unica de R1 de
BN_G1190.

Linhagem n® Composicéo de Acido Graxo (Percentual em Peso)

SA OA LA GLA ALA SDA
1 1,29 64,94 | 19,96 0 9,07 0
2 1,53 65,62 16,5 0 10,01 0
3 1.4 61,38 20,02 0 11,78 0,02
4 1,78 65,09 17,67 0,02 9,22 0,15
5 1,53 60,94 7,8 3,55 14,13 5,23
6 2,01 61,95 7,1 4,2 12,34 5,79
7 1,8 59,54 55 4,47 12,81 9,2
8 2,16 25,6 17,86 19,69 18,91 9,28
9 1,9 61,92 4,71 3,25 12,71 9,34
10 4,79 22,52 14,36 29,86 9,84 10,29
11 2,81 61,55 3,92 2,79 11,89 10,46
12 2,07 61,13 4,36 4,37 10,9 10,47
13 1,57 59,75 4,27 3,3 13,01 1



14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

1,89
1,95
2,04
2,37
1,88
2.4

3,31
5,64
2,51
2,62
3,35
2,2

1,62
3,77
2,51
2,46
2,44
1,85

2,04

63,95
62,9

60,91
49,02
62,52
25,65
25,5

20,98
24,55
25,54
22,96
24,61
58,5

24,48
23,72
24,04
23,63
64,75
19,45

3,54

4,2
7,68
3,41
16,6
16,45
12,57
15,7
15,55
14,87
15,99
3,48
14,69
15,35
13,81
14,82
1,94
14,32

2,88
3,53
3,2
12,6
4,25
17.6
16,69
29,74
17,28
18,14
23,38
17,98
3,09
18,4
16,53
18,61
20,44
2,85
15,63

10,29
10,35
12,16
9,45

9,09

18,36
18,76
10,03
19,83
18,87
14,62
18,5

12,36
16,75
19,8

19,94
16,85
7,01

25,95

11,09
11,29
11,37
11,48
11,79
12,03
12,12
12,17
12,23
12,45
12,98
13,61
13,66
13,85
14,24
14,31
14,35
14,55
14,73




50

33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49

2,24
3,55
3,17
2,36
2,55
2,563
2,09
2,22
4,1

2,34
3,71
4,05
2,57
2,09
3.17
4,07
2,46
2,78

23,34
23,16
24,94
21,79
23,14
23,44
58,1

61,6

23,71
22,81
21,49
23,04

24,02

62,09
21,82
22,52
22,48
24,11

14,79
12,92

12,74

14,57
14,94
14,99
2,87
2,44
13,78
13,35
13,43
13,77
12,05
1,98
13,7
12,25
12,5
11,17

18,9

21,86
18,41
23,35
19,56
16,32
3,21

3,32

17,72
19,72
22,95
20,1

19,87
3,08

16,23
19,85
20,28
18,82

18,22
15,59
16,98
13,99
17,3

19,84
11,23
8,34

18,09
19,09
14,94
15,43
17,05
7,06

21,06
16,27
17,02
17,75

14,84
15,12
15,26
15,38
15,39
15,46
15,52
15,58
15,63
15,67
15,98
16,18
16,46
16,75
16,82
16,86
17,66
18,59
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A fim de também avaliar a atividade das A15-dessaturase de
Neurospora crassa em combinagdo com as A6- e A12-dessaturases de M.
alpina, linhagens homozigotas para constructo pCGN5544 (contendo A6- e
A12-dessaturases de M. alpina), que continham até 35% de GLA em dleos
de semente, foram retransformadas com o constructo pMON77214 contendo
NcD15D. Vinte grupos de semente de 11 plantas R, foram analisados. O LA,
ALA, SDA e GLA nestas linhagens sdo mostrados em Tabela 8.

TABELA 8. Anilise dos Resultados Percentuais de Area Relativa (Per-

centual em pesc Aprox.) de Semente de Grupo R1.

Linhagem LA ALA SDA _ GLA
Controle Ebony 16,05 8,7 0 0]
Controle Ebony 17,46 9,05 0 0
BN_1569 21,19 11 0,11 30,1
BN_1561 25,35 14,7 1,57 6,03
BN_1566 29,26 14,03 1,75 9,04
BN_1564 17,92 26,51 2,33 4,5
BN_1644 24,25 16,1 4,05 16,64
BN_1527 22 15,97 4,17 10,44
BN_1563 20,13 17,26 4,52 12,11
BN_1609 22,46 23,76 5,22 11,39
BN_1622 9,1 15,77 6,33 5,23
BN_1680 21,47 19,19 11,19 19,07
BN_1624 12,95 221 17,95 18,11

Exemplo 11

Atividade da A15-Dessaturase de Neurospora crassa em Combinagéo
com a A6-Dessaturase de Mortierella alpina.

A atividade da A15-dessaturase de Neurospora crassa em com-
binaggo com a A6-dessaturase de Mortierella alpina foi avaliada transfor-
mando-se canola com o constructo pMON77215 (FIG. 7F), que contém as
duas dessaturases sob o controle do promotor Napin. Este vetor foi cons-
truido digerindo-se pCGN5536 (Patente dos Estados Unidos n°® 6.459.018
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B1), que contém o promotor Napin direcionando a expressdo da A6-
dessaturase de M. alpina (MaD6D), com Notl e em seguida ligando-se o
fragmento de cassete de expressdo no sitio Not | do vetor binario,
pMON70660, para formar pMON77212. O plasmideo pMON77215 foi cons-
truido digerindo-se pMON77214 com Pmel e Ascl e em seguida ligando-se o
fragmento de cassete de expressdo NcD15D de Napin nos sitios Swal e As-
cl de pMON77212, para fornecer um constructo contendo ambos MaD6D e
NcD15D.

O teor de acido graxo de grupos de 10 sementes de transfor-
mantes de canola RO individuais foi determinado. Os niveis de SA, OA, LA,
ALA, SDA e GLA sdo mostrados na Tabela 9 abaixo. A linhagem de controle
foi Ebony (SP30052). A semente agrupada de uma maioria dos eventos
transgénibos produzidos continha SDA mensuravel € em 25% dos eventos
(10 dos 40) SDA acumularam para mais do que 10% dos acidos graxos .
TABELA 9. Resultados Percentuais da Area Relativa (Percentual em
Peso Aprox.) para Semente de R1 Agrupada de pMON77215.

Acido Graxo (Percentual em Peso)

Evento ID SA AO LA GLA ALA SDA
Controle de Ebony (1,43 66,47 16,85 O 8,7 0
BN_G2463 1,98 63,51 17,96 0,13 9,9 0,1
BN_G2444 1,62 60,61 19,58 0,13 11,38 0,36
BN_G2443 1,47 59,39 17,8 3,42 10,2 1,1
BN_G1700 1,69 65,41 11,8 7,79 4,93 1,69
BN_G2082 1,84 59,51 16,72 4,45 10,16 1,73
BN_G2316 2,19 66,1 11,49 717 4,24 2,24
BN_G2083 1,89 61,57 1261 7,29 7,02 2,28
BN_G2413 1,97 64,12 9,74 1,568 11,09 4,63
BN_G2317 2,74 66,72 6,92 0,44 10,42 5,13
BN_G2412 2,31 61,63 8,48 1,66 13,6 5,21
BN_G2315 2,91 64,38 10,22 0,91 6,07 5,28
BN_G2028 1,91 61,48 10,25 22 11,59 5,59
BN_G2357 2,51 64,17 8,28 0,85 10,42 5,62



BN_G2027 2,13 53,72 12,39 26 15,72 5,78
BN_G2360 2,51 62,75 9,47 4,89 717 5,84
BN_G2390 3,2 63,66 8,44 0,5 10,2 5,88
BN_G2029 1,78 61,89 10,41 1,44 11,12 6,35
BN_(G2414 2,07 57,13 11 2,36 14,07 6,44
BN_G2416 2,26 65,01 717 0,83 11,86 6,45
BN_G2250 2,19 61,99 88 1,93 9,72 6,6
BN_G1698 1,82 68,26 6,4 3,76 6,55 6,65
BN_(G2356 2,82 62,46 11,62 1,75 6,99 6,84
BN_G1937 2 56,02 10,92 224 12,6 7,81
BN_G2319 1,99 58,47- 9,63 5,86 9,05 7,91
BN_G1699 1,74 64,72 7,85 2,46 8.1 8,29
BN_G2359 2,96 64,17 7,09 2,05 7,67 8,88
BN_G2460 2,54 62,4 5,33 1,43 11,43 9,63
BN_G2409 3,27 57,85 9,71 3,97 7,44 9,87
BN_G2318 2,54 61,04 76 2,37 8,43 9,99
BN_(G2358 2,76 62,33 5,88 2,06 8,72 10,08
BN_G1697 2,58 63,63 4,49 5,11 6,18 10,29
BN_G1803 1,13 55,27 9,21 4,08 12,73 10,29
BN_G2391 2,83 58,33 11,46 242 6,6 10,57
BN_G1859 2,33 52,66 9,71 2,98 12,19 11,03
BN_G2389 2,54 59,21 6,97 3,88 8,07 . 11,84
BN_G1860 2,22 51,02 9,49 4,62 10,5 13,44
BN_G2410 3,24 55,96 7,03 3.1 8,88 13,82
BN_G2445 2,77 67,67 6,21 2,78 9,62 14,14
BN_G2361 2,31 56,5 8,86 3,77 6,48 14,78

Os dados de acido graxo de sementes simpes do evento
BN_G1860, incluindo ambos homozigotos e heterozigotos, sdo mostrados
abaixo na Tabela 10. Em um caso, até 19% de SDA, 10% de ALA, 7% de
LA, 48% de Acido oléico e 5% de GLA foram observados.



TABELA 10. Resultados Percentuais da Area Relativa {Percentual em
Peso Aprox.) para Semente de R1 simples de pMON77215 de
BN_G1860.

Acido Graxo (Percentual em Peso)

Evento ID SA  OA LA GLA ALA SDA
BN_G1860-1 1,57 65,11 16,5 0 10,47 0,01
BN_G1860-2 14 57,32 19,05 0 16,3 0,02
BN_G1860-3 1,74 60,16 19,44 0 11,95 0,03
BN_(G1860-4 1,77 56,85 8,11 6,79 9,1 9,96
BN_G1860-5 2,37 57,88 5,26 2,94 12,72 11,48
" BN_G1860-6 1,72 60,18 5,03 2,87 11,42 11,71
BN_(G1860-7 2,53 55,86 9,31 6,08 5,96 12,23
BN_G1860-8 2,21 56,83 7,48 5,93 8,52 12,38
BN_G1860-9 2,12 60,21 4,83 2,8 10,13 12,43
BN_G1860-10 3,12 56,6 10,33 4,54 4,56 12,48

BN_G1860-11 2,2 53,64 12,32 5,54 4,73 12,88
BN_G1860-12 2,25 55,58 10,53 5,07 5,42 13,53
BN_G1860-13 2,03 57,57 7,08 4,19 8,15 13,69
BN_G1860-14 1,76 54,42 7,16 6,43 8,99 13,77
BN_G1860-15 277 574 8,5 4,17 5,73 13,78
BN_G1860-16 1,43 55,39 9,93 5,62 6,38 13,82
BN_G1860-17 2,91 53,02 10,79 4,34 5,89 13,92
BN_G1860-18 1,92 60,27 3,72 1,96 10,7 13,92
BN_G1860-19 1,86 59,6 4,72 2,56 9,85 14,16
BN_G1860-20 2,45 5884 6,51 3,66 6,88 14,22
BN_G1860-21 1,88 57,95 5 2,85 10,56 14,42
BN_G1860-22 1,91 55,15 6,02 5,3 9,2 14,75
BN_G1860-23 3,01 59,08 5,36 2,88 7,33 14,85
BN_G1860-24 294 56,48 6,78 3,95 7,83 14,86
BN_(G1860-25 2,34 53,88 8,64 4,49 6,42 14,94
BN_G1860-26 2,75 5292 7,04 4,38 9,4 14,96
BN_G1860-27 1,7 57,28 4,41 2,99 10,74 15,05




BN_G1860-28 23 5315 9,42 5,79 6,53 16,29
BN_G1860-29 29 5449 6,2 3,73 7,92 16,38
BN_G1860-30 1,8 58,02 4 2,41 10,67 15,42
BN_G1860-31 2,67 5497 7,32 4,68 7,92 15,44
BN_G1860-32 2,31 56,01 5,09 4,34 9,93 15,47
BN_G1860-33 2,18 55,92 8,83 4,06 5,46 15,54
BN_(G1860-34 2,38 54,85 8,52 4,01 5,76 15,56
BN_G1860-35 1,99 58,89 414 2,09 9,74 15,58
BN_G1860-36 2,87 5591 6,55 2,8 7,37 15,66
BN_G1860-37 2,35 53,18 8,89 4,73 6,45 15,71
BN_(G1860-38 3,15 5186 10,20 4,85 5,68 15,78
BN_G1 860;39 231 5568 6,08 4,52 7,81 15,92
BN_G1860-40 3,26 54,62 6,54 3,55 7,53 16,19
BN_G1860-41 2,09 56,03 6,27 4,04 7,56 16,35
BN_G1860-42 2,33 53,62 6,48 5,35 7,97 16,62
BN_G1860-43 2,37 57,86 5,24 2,81 7,32 16,77
BN_G1860-44 204 51,3 11,41 5,03 5,09 16,94
BN_G1860-45 21 53,32 8,75 4,04 6,44 17,12
BN_G1860-46 2,14 53,01 6,85 4,3 7,82 17,16
BN_G1860-47 2,42 50,96 7,83 4,13 7,91 17,44
BN_G1860-48 1,94 49,97 10,64 4,78 5,74 17,84
BN_G1860-49 1,46 55,32 4,57 2,67 9,98 18
BN_G1860-50 241 47,66 6,83 5,46 9,91 19,23
Exemplo 12

Otimizagdao de Coédon da Seqiiéncia de A15-Dessaturase de N. crassa
para Milho.

Uma tabela de uso de cédon foi construida de 9 genes especifi-
cos de semente altamente expressos de milho (seis zeinas e trés oleosinas).
Empregando-se esta tabela, dois cédons de NcD15D foram mutados em-
pregando-se o Kit de Mutagénese Direcionada ao Sitio QuikChange (Strata-
gene, La Jolla, CA) e a seqléncia resultante foi denominada NcFAD3m

(SEQ ID NO:42). Os codons alterados foram como segue: 1) para preparar
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um sitio de partida translacional mais preferido, uma alanina em SEQ ID

 NO:2 é substituida com uma treonina alterando-se a primeira base do se-

gundo cédon (posicdo 4 em SEQ ID NO: 42) de um ACG para GCG; e 2)
para remover um cédon raro, um coden de valina foi alterado de GTA para
GTG na posigdo position 882 (SEQ ID NO: 42).

Exemplo 13

Equivaléncia de EPA.

Uma medida de qualidade de 6leo de semente para valor de
salde é a equivaléncia de EPA. O valor reflete a taxa de conversdo metabo-
lica para EPA. Isto é calculado adicionando-se 0 % de ALA dividido por 14 e
0 % de SDA dividido por 4. As composicdes de leo de canola obtidas pelos
inventores tiveram uma elevada equivaléncia de EPA, indicando excelentes
caracteristicas para obtengdo dos niveis de EPA aumentados associados
com os beneficios de salide em seres humanoss e animais. Um exemplo da
analise & fornecido abaixo por comparagdo de 6leo de canola convencional
relativo a um exemplo de uma compesicdo de 6leo de SDA elevada tipica
de 10% de ALA e 15% de SDA. O d4leo de canola de variedades convencio-
nais tem aproximadamente 12% de ALA e 0% de SDA e desse modo tem
uma equivaléncia de EPA de 12/14 + 0/4= 0,8. Ao contrario, o exemplo de
composicdo de oleo de SDA elevada tem uma equivaléncia de EPA de
10/14 + 15/4 = 4.4. Os valores relativos sdo mostrados abaixo. Os valores
sédo em % em peso, ndo em uma base servi. A vasta diferenga mostra a im-
portéancia de produzir SDA em éleo de canola.

TABELA 11. Comparacéo de Equivaléncia de EPA.

Olec Ve- | Total de 6mega-3 | Relagdo de n-6:n-3 | Equivaléncia de EPA

getal (% de acidos gra- | (% de &cidos gra- | Relativa.

X0S) X08) {peso% ALA + SDA)
Canola 12 2,6:1 0,8
SDA Ca- 50 1:5 4,4

nola
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REIVINDICAGOES

1. Polinucleotideo recombinante, caracterizado pelo fato de que
compreende uma sequéncia promotora heterdloga funcional em plantas,
ligada operacionalmente a uma sequéncia de acido nucleico que codifica um
polipeptideo tendo atividade de dessaturase que dessatura uma molécula de
acido graxo no carbono 15, em que 0 acido nucleico € um polinucleotideo
compreendendo a sequéncia de acido nucleico de SEQ ID NO:1, SEQ ID
NO:2, SEQ ID NO:4 ou SEQ ID NO: 33.

2. Polinucleotideo recombinante de acordo com a reivindicagéo
1, caracterizado pelo fato de que o referido polinucleotideo € de um filo
selecionado do grupo consistindo em zigomicota, basidiomicota, e
ascomicota.

3. Polinucleotideo recombinante de acordo com a reivindicagéo
1, caracterizado pelo fato de que o polinucleotideo € de uma espécie
selecionada do grupo consistindo em Neurospora crassa, Aspergillus
nidulans e Botrytis cinerea.

4. Polinucleotideo recombinante de acordo com a reivindicagédo
1, caracterizado pelo fato de que o polinuclectideo codifica o polipeptideo de
SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5 ou SEQ ID NO:34.

5. Polinucleotideo recombinante de acordo com a reivindicagao
1, caracterizado pelo fato de que o polinucleotideo compreende a sequéncia
de acido nucleico de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4 ou SEQ ID
NO: 33.

6. Vetor recombinante, caracterizado pelo fato de que
compreende o polinucleotideo recombinante, como definido na reivindicagcéo
1.

7. Vetor recombinante de acordo com a reivindicacdo 6,
caracterizado pelo fato de que compreende ainda pelo menos uma
sequéncia adicional escolhida do grupo consistindo em:

(a) sequéncias reguladoras operativamente ligadas ao
polinucleotideo recombinante;

(b) marcadores de selecdo operativamente ligados ao
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polinucleotideo recombinante;

(c) sequéncias marcadoras operativamente ligadas ao
polinucleotideo recombinante;

(d) uma porcdo de purificacdo operativamente ligada ao
polinucleotideo recombinante; e

(e) uma sequéncia alvo operativamente ligada ao polinucleotideo
recombinante.

8. Vetor recombinante de acordo com a reivindicacdo 6,
caracterizado pelo fato de que compreende um promotor operavelmente
definido para o referido polinucleotideo recombinante.

9. Vetor recombinante de acordo com a reivindicacdo 8,
caracterizado pelo fato de que o promotor € um promotor regulado de
maneira desenvolvida, especifico de organela, especifico de tecido,
constitutivo ou especifico de célula.

10. Vetor recombinante de acordo com a reivindicacédo 8,
caracterizado pelo fato de que o referido promotor € selecionado do grupo
consistindo em 35S CaMV, 34S FMV, Napin, 7S, Glob, e Lec.

11. Vetor recombinante de acordo com a reivindicagdo 6,
caracterizado pelo fato de ser um cassete de expressao.

12. Célula hospedeira, caracterizada pelo fato de ser
transformada com o vetor recombinante, como definido na reivindicagcdo 6,
em que a célula hospedeira é selecionada de uma célula de bactéria ou de
fungo.

13. Célula hospedeira de acordo com a reivindicagdo 12,
caracterizada pelo fato de que a célula hospedeira expressa uma proteina
codificada pelo referido vetor.

14. Célula hospedeira de acordo com a reivindicagédo 12,
caracterizada pelo fato de que a célula herdou o vetor recombinante de um
progenitor da célula.

15. Célula hospedeira de acordo com a reivindicagédo 12,
caracterizada pelo fato de que a célula foi transformada com o vetor

recombinante.
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16. Método para producdo de 6leo de semente contendo acidos
graxos de dmega-3 de sementes de planta, caracterizado pelo fato de que
compreende as etapas de:

(a) obter as sementes de uma planta transgénica transformada
com o vetor recombinante, como definido na reivindicagéo 6; e

(b) extrair o éleo das referidas sementes.

17. Método para a produgdo de uma planta contendo 6leo de
semente contendo niveis aumentados de acidos graxos de dmega-3 em
relacdo a uma planta ndo transformada, caracterizado pelo fato de que
compreende introduzir o vetor recombinante como definido na reivindicac&o
6 em uma planta de producéo de dleo.

18. Método de acordo com a reivindicacdo 17, caracterizado
pelo fato de que introduzir o vetor recombinante compreende reproducéao de
planta.

19. Método de acordo com a reivindicacdo 17, caracterizado
pelo fato de que introduzir o vetor recombinante compreende as etapas de:

(a) transformar uma célula de planta com o vetor recombinante
como definido na reivindicacéo 6; e

(b) regenerar a referida planta a partir da célula da planta, em
que a planta tem niveis aumentados de acidos graxos de dmega-3 em
relacédo a uma planta n&o transformada.

20. Método de acordo com a reivindicacdo 17, caracterizado
pelo fato de que a planta € uma planta selecionada do grupo consistindo em
Arabidopsis thaliana, Brassica de semente oleosa, semente de colza,
girassol, agafroa, canola, milho, soja, algodao, linho, jojoba, arvore de sebo
Chinesa, tabaco, cacau, amendoim, plantas frutiferas, plantas citricas, e
plantas de producao de nozes e bagas.

21. Método de acordo com a reivindicacdo 17, caracterizado
pelo fato de que a planta é transformada com uma sequéncia de acido
nucleico codificando um polipeptideo tendo atividade de dessaturase que
dessatura uma molécula de acido graxo no carbono 6.

22. Método de acordo com a reivindicacdo 21, caracterizado
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pelo fato de que acido estearidénico € melhorado.

23. Método de acordo com a reivindicacdo 17, caracterizado
pelo fato de que compreende introduzir o vetor recombinante como definido
na reivindicacido 6 em diversas plantas de producdo de 6leo e analisar as
referidas plantas ou progénie destas tendo herdado o vetor recombinante
para uma planta tendo niveis aumentados de acidos graxos de émega-3 em
relacédo a uma planta ndo transformada.

24. Oleo de semente de canola enddgeno, caracterizado pelo
fato de que tem um teor de acido esteariddnico de cerca de 8% a cerca de
27% e um teor de acido oleico de 40% a 70%, em que o referido Oleo €
produzido a partir de uma planta transgénica transformada com o
polinucleotideo recombinante como definido na reivindicagéo 1.

25. Oleo de semente de canola de acordo com a reivindicacdo
24, caracterizado pelo fato de que compreende menos do que 10% de acido
alfa-linoleico, acido linoleico e acido gama-linoleico, combinados.

26. Oleo de semente de canola de acordo com a reivindicagcéo
24, caracterizado pelo fato de que o teor de acido estearidbnico € de 10% a
20%.

27. Oleo de semente de canola de acordo com a reivindicacéo
24, caracterizado pelo fato de que o teor de acido esteariddnico € de 12% a
17%.

28. Oleo de semente de canola de acordo com a reivindicacdo
24, caracterizado pelo fato de que o teor de acido oleico € de 45% a 65%.

29. Oleo de semente de canola de acordo com a reivindicagcéo
24, caracterizado pelo fato de que o teor de acido oleico € de 55% a 65%.

30. Oleo de semente de canola de acordo com a reivindicacéo
24, caracterizado pelo fato de que o teor de acido esteariddnico € de 12% a
17% e o teor de acido oleico é de 55% a 65%.

31. Oleo de semente de canola de acordo com a reivindicacéo
24, caracterizado pelo fato de ser de semente de Brassica napus.

32. Oleo de semente de canola de acordo com a reivindicagcéo

24, caracterizado pelo fato de ser de semente de colza de Brassica .
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33. Oleo de semente de canola de acordo com a reivindicagcéo
24, caracterizado pelo fato de que a relagcdo de acidos graxos de 6mega-6
para 6mega-3 no Oleo é de 1:1 a 1:4.

34. Oleo de semente de canola de acordo com a reivindicacéo
33, caracterizado pelo fato de que a relagdo de acidos graxos de dmega-6
para 6mega-3 no Oleo é de 1:2 a 1:4.

35. Método para aumentar o valor nutricional de um produto
comestivel para consumo humano ou animal, caracterizado pelo fato de que
compreende adicionar o 6leo de semente de canola, como definido na
reivindicacdo 24, ao produto comestivel.

36. Método de acordo com a reivindicagdo 35, caracterizado
pelo fato de que o produto comestivel € alimento humano.

37. Método de acordo com a reivindicagdo 35, caracterizado
pelo fato de que o produto comestivel € alimentacdo animal.

38. Método de acordo com a reivindicagdo 35, caracterizado
pelo fato de que o produto comestivel € um suplemento alimentar.

39. Método de acordo com a reivindicagdo 35, caracterizado
pelo fato de que o Oleo de semente de canola aumenta o teor de acido
estearidénico do produto comestivel em relagdo a um produto comestivel
destituido de 6leo de semente de canola.

40. Método de acordo com a reivindicacdo 35, caracterizado
pelo fato de que o produto comestivel tem uma reducdo da relagdo de
acidos graxos 6mega-6 para dmega-3 em relacdo a um produto comestivel
destituido de 6leo de semente de canola.

41. Método de acordo com a reivindicacdo 35, caracterizado
pelo fato de que o produto comestivel ndo tem acido estearidénico antes da
adicdo ao Oleo de semente de canola.

42. Método de fabricagdo de alimento ou alimentagao,
caracterizado pelo fato de que compreende adicionar o 6leo de semente de
canola, como definido na reivindicagado 24, aos ingredientes de alimento ou
alimentacéo de partida para produzir o alimento ou alimentagéo.

43. Método de acordo com a reivindicacdo 42, caracterizado
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pelo fato de ser um método de fabricagdo de alimento.

44. Método de acordo com a reivindicacdo 42, caracterizado
pelo fato de ser um método de fabricar alimentacéo.

45. Alimento ou alimentacdo, caracterizado pelo fato de ser

5 produzido pelo método como definido na reivindicagdo 42.
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