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Enguadraments Beral da Invenclo

Certas inddstrias ubilizam
actualmente enZimas nNOs SSEUS PROCESSDS. Fassas indastrias

incluem  as indiastrias de detergentes, tEutels, lacticinios,
alimentares e de bebidas, alimentos para animais & outras
indistrias.

Fresentements, a8 gnzimas =30
produzidas & escala industrial por processos de fermantagio cw
=30 isoladas de fontes vegeltais ou animais. A5 enzimas
produzides pela aco¥o de micrébios incluem proteases, amillases,
celulases, pectinases, fitases & oubtras. A produclo & muito
gficients e pode atingir-se niveis de produgio maiores do CLiE
10 gramas por litro de msmeio de culbura.

Ja fol proposta a possibilidade de

utilizagio de plantas transgénicas como sistema de producio de

proteinas valiosas. Exemplos até ao presente s3o a produgio de
interfertio en tabaco (Boodman & col., 1987, encefalinas  am

tabaco, Brassica napus e Arabidopsis thaliana (Vandekerckhove o

col.y, 1989, anticorpos em tabaco {(Miatt e [ e R 1990 =

albumina de soro humano em tabaco & sn batata (8iimons e cole,

i c‘m”)

Ma pratica, a transfornacio de um
numero crescente  de  sspéciss  vegelais, gspecialmente ol

pspécies dicotileddneas (por exemplo, tabaco, batata, tomate,

Fetdnia, Brassical, tornou-ss um procedinento de rotina para o

peritos no assunto (Hlee e col., 1787 Basser % Fraley, 1989).

A

Estabeleceran-se esstratégias para a supressio de I E=Tut

m

estranhos em plantas (Basser & Fraley, 1989). Identificaram-se
sequineias de regulaglo de genss de plantas gue se ubilizam
para & construgio e gensgs  guindricos  gue podem ser
funcionalmente expressos en plantas 2 em células vegebais.

Fara a introduglo de construcles de
genes en plantas, dispig-se de diversas tecnologias, tais como

transformacio  com  Agrobacterium  tumefaciens ou Agrabacherium

rhizogenss.  Empregando eshta sstratégla, suplorou-se uma larga

variedade de tecidos vegeltais, sesndo a escolha principalmente

Fd




dependente da sspécie da planta o da zua possibilidade de  sse
levada atéd & cultura do tecido. Exemplos que ootiveram Fxito
s#o a btransformaglo de protoplastas, microsporos  ou pdlen @
EHplAantes, tais como folhas, caules, raizes, hipocdtilos e
cotilos. Além disso, utilizam-ze métodos para  a introducio
directa de ADN emn protoplastas 2 células ou tecidos vagehals,
tais como micro-injecgdo, electroporacgio, bombardeamsnto com

particulas e absorgio directs de ADN (Gasser & Fraley, 1989).

H
o
H

Fodaemn progduzico-se robeinas =]

i

senantes de plantas ubilizando uma variedade de sistemas de

i

Kpressio, For  syenplo, a wutilizagHo i Lim promotor

constitutivo  cono o promobor 355 do Viros de Mosaico da Couve-

—flor  (Zab) (Guilley = col., 1282 tem como resultado a
acunulagio da proteina expressa na sementes, enbre oubras, cla
plantas transgénicas. Como variantes, poden wutilizar-se
promotores de genes gque codificam proteinas de armazenagem nas
samentes. fAm proteinas  de  armazsenagen  nas sensntes s3lo
expressas  de mansira altamente sspecifica b teoido =
gapaciticon  do sstégio de  desenvolvimento  (MHiggins, 1o
Shotwall % Larkins, 1289), isto &, o5 genes s3o sxupressos

apenas na semants @ apenas durants o setdgio de desenvolvimento
da semgnte.

Uma  probsdina  de  armazenagen

pu
i}
i

sanantes {(revista em Miggins, 1984 Shotwell % Larkins, 1989

i1

definida como gualguer proteina gue se acumula  en guantidades
significativas (abé 0% da proteina total da sements) na
samanta en desenvolvimento g gus, por germinacio, s hidrolisa
para proporcionar uma fonte nubtritiva para oz sstigios precocss
de desenvolvimento da planticula. As protesinas sstio contidas
num  conpartimento  intracelular chamado "corpo de proteina® ou
Yvacaolo de  armazenagemn'. Este corpo de protedinag contbém
inibidores de protease e oria um ambisnts isento de protease.
An proteases que  degradam as  proteinas de armarzenagem  s3o
actividades fr¥s a seis dias depois da germinaclo (Larkins,
1981,

Muitos OeEnss b profteina de
armazsnagsn amn senentes foram isolados 2 caracterirzados, assin




comn as  suas  regifss de  flangueamesnto B o8 37 (revisto pH

Casay & Domoney, 198F). 530 exemplos para as  gleobulinas o

]

albuminas os genes de glicinina & de conglicinina de soj

(Fizcher e Boldberg, 198%:; Harada = col., 19891, oz geness o

m

egumina & de vicilina de ervilha (Lyoett 8 col., 1984; Miggins
@ col., 1988, o gene de feljfo do campo LLE (Baumlein e ool
1786), o gene da faseolina TE de phaseolus (Dovie & col.,
1984y o8 genes de cruciferina e de napina de Brassica {(Ryvan =

col., 19893 Scofield e Crough, 1987; Radke e col., 1988y, o

gene de heliantina de girassol (Vondesr Haar & col., 198,
ordano & col., 1989y & oz genes de albuminag 28 = de

cruciferina de Arabidopsis thaliana (Vandekerchkhove e col.,

19893 pang e col., 1988). Fodem esncontrar-se oubtros sxemplos

nos genes  gque codificanm prolaminas 8 glutelinas  (Dasey e
Domoney , 1987, Geralmente, as protseinas de armazenagem sHo

codificadas por familias de smultigenes

na semsnte foram transferidos para tabaco, petanid

i
colza (Okamwra g col., 19863 Beachy & col., 1984: Sengupba-
~Bopalan & ool., 985; Higogins & col., 1

788 Ellis & col., 1988
Baker w col., 1988y Vandekerckhove g col., 1989  Altenbach e

col., 1989). Ubilizou-se a regifo de regulacio 57 de montante

da  beta-faseonlina da ervilha para dirigir a8 express3o de beta
—~glucurodinase (Bustos & col., 198%), fito-hemaglubinina

(Woelker & ocol., 198%), luciferase (Riggs & col., 1989 & zsina
(Hoffman 2 col., 1987 em tabaco. Ubilizou-se o promotor oo

gens  de  albumina 28 de Arabidopsis thaliana para dirigir a

expressdo de uma albumina 28 modificada da mesma  espécie  em

tabaco, Brassica napus = Orabidopsis thaliana (Vandekerckhove s

col., 198%9). Os genes acima mencionada foram epressos de uma
manslra sepscifica il tecido =) regul ada soagundo ]
desenvolvimento, isto ¢, na semente, duwrasnte o dessnvolvimento
da ssnenbte. g nivels de supressHo en btodos estes relatdrios
vaﬁiaﬁam, maz atingiram niveis 80 elevados como 1,7%  da
proteina tobtal da semnsnte Moslker & col., 1989, Descobriu-se
gqua o cADN pode subshituilr o ADN gendmico que contém  intrdes

como  base para se  obbsr um mARN funcionzl B osstiavel na

4




expressdo  heterdloga (Chee e col., 1988). Estes resultados
k

demonstram gue gualoguers téonico perito no assunto  da bhiclogia

molacul ar vegetal pode  concsher stratégias parae supressio
espacifica da semente de um  dado gene numa espécis vegetal

pretendida que seja conseguids por tecnologia de br ~anstformacio.

Dur-ante o desenvolvimento das
senentes das plantas dicotileddéneas, grande parte da sintess da

proteina  total & dirigida para o vaciolo ou para os corpos de

proteinas de células de par@nguima de armazenagem. Para Cragular

gale  procossso, as probteinas s8o geralmente sintetizadas como
precursores.  As  protedinas precursoras  est3o  sgquipadas  com

péptidos de sinal hidrofabico, g@ﬁaiment@ na sxbremidade N, gqus

s30 cortados em estdgios especificos. Descreveu-se grande
nimera de péptidos de sinal de armazenagem de protseina (Dovie =
col., 19845 pang 2 col., 19883 VYonder Haar & ool., 1908;
Tturriaga & col., 1989; Dorel & col., 1989; Voelksr e col.,

1989 Hattorl 8 col., 19B5; Lycett 8 col., 198%; Bmith =

Raikhsr, 198%).

i

A aplicabilidades geral dos pédptidos

e sinall em sistem

‘.n.i

as de sxpressies heterdlogas (por exemplo,

:

Sljmons & col., 19903 Vitale o Bollini 1984; Slightom 2 co

ot
8
-

Fo&; Della~Cioppa 8 col., 1987) parece suportar a ideia de gue

s@ pode ubilizar uma fusdo de um péptido de sinal

iy

o LA
"proteina passagsira’ heterdloga para btransporibsr @ procsssar a
proteina passageira. Az referfncias  sugersem cuis grands
variedade de ‘'"proteinas passageiras® potesnciais & candidalba a
ense sistema de sxpressio.

Mo entanto, a despeito da atracolo =
da viabilidade do uso das plantas como bio-reactorss, e}

sistena, até ao presente, ndo 4 isento de dificuldades. Para os

sremplos acima descritos, a planta & usads como bio-reactor & &
proteina e interssse & en seguida disolada do  material

transgénico da plantsa, isto &, oz tecidos gque contdm os nivels
mais altos da proteina de interessse. 0 izolamento da proteins
de interssse das sementes  eam gue ¢ produzida  inersntemsnts
introdu: conplicaeBes, assim como cusktos adicionais (Krebbers

Vandehkerckhowe, 19907,

s
wd




Uma soluglo possivel para resolver
este problema pode ser evitar & necessidade de sxtrair a
profteina expressa do material vegetal . A Fatents de Invengdo da
Alemanha Oriental DD 275 TO4  descreve um  construbo para  a
anpressio  de uma  beta-glucanase esstivel ao calor em semsntes
ndc  germinadas de  plantas  de  cevada  transformadas & £
utilizagfo das sementes nos processos de fabricagdo de cerveia.

No entanto, um problema persistente na manipulagio de oculturas
de cereals de peguesnos grios btem sido ndo =6 s ranstormac o
dos  protoplastas das plantas  transformadas  gue k- Tu] w380

parmitidas na memiria descritiva da patente. fssim, n3o seria
possivel obter sementes contendo enzimas utilizando o pr

fque se descrave nessa publicaclo.

Sumdrio da Invenoin

De acordo com a  pressnte  invengdo,
proporcionan-se sementes gque contém, pelo menos, uma enzima de
interesas, gue  podem ser otilizadas em vérios processos
industriais ou na fabricacio de alimentos e de produtos
alimentares como catalisadores de reacgles digestbivas, HEMm
nacassidade de primgiro exbrair e/ou de isolar as referidas
enzimas.

Froporcionam-ss  construtos  de  ADN
para a transformagdo de plantas gue, por sus vez, s3o capazes

de  suprassar  umg grande variedads de snzimas de interesss nas

semnsntes. Da  construbos BN S A asaquinoi as de sinal
operavelmentse  ligadas & uma sequincia de ADN gue codifice a
snzima gque s pretendes sdpressar. Esses construtos sst3o sob o

controlo da ssquincia de regulagdo capaz de dirvigier a2 supress3o
das enzimas pretendidas nas sementss.

Al presenbe invengiin T amb dm
proporciona a utilizaglo das sementes de plantaes fransgénicas
com  uma forma de armazenagem sstavel o manipulavel de snzimas.
As enzimas s¥%0 mantidas em ambiente seco gua  tem  uma  peguena

actividads de protesse e assim, ficam protegidas contra a




degradacio,

Além disso, a ubilizaclo de sesmsntss
para a armazenagem de snzlisnas proporcions um veiculo sstivel
CjLiss & facilmente embhalado & transportado =2 facilmente
manipulado durante a utilizac8o real.

A presente invengin proporoiona
ainda uma solugdo vidvel para 0 2 processo dizspendioso &

problematico da extracodo de snzimas de interosse de sensntes

@mn gque slas s8o  produzidas. Az enzimas manbfm-se sstavels
entro  da  seaentes e, porbanto, poden ser utilizadas, cono

substituigdo das enzimas puras. Este beneficio, acoplado com o

baixo custo do de bCﬁ?Qi#lﬂ@ﬁhG de plantas gus produsen

sementes, proporcions uma  fonte scondmica dessas Eimas.
Asslm, a presente invenpglo permite a reduslo dos custos

associados com a produglo, armazsenagem & ubilizacdo de  uma

larga variedade de snzimas.

Descricds das Figuras

3

Figura 1| ~ Estratégia para a clonaplo de oADN de fitase.
Figura & - VYector bindrio pMDERE.
Figura 3 - Bequincia gendmica clo Qe da  proteing de

armazenagen em sensntes de cruciferina de HBrassica

Figura 4 - Duplexes de oligonucledtidos sinbéticos usados em

o vEPd

s conshructes.

Figura 3 - Flasmidio pMIS429. Vector bindrio pMOB23 contendo a
parte  de cADN de Jitasze gue codifica a8 snzima
madura a Jusants da sequincia de ADN gue codifica o
péptido de sinal da cruciferina.

Figura & ~ Efgitos da adicgdo de sementes moides contsndo
fitase sobre 2 libsritaclo de fésforo inorgdnico a

partir de fitalto.

Figura 7 - Sequincia gendmica do gene de  alfa-amilass  de
Bacillus lecheniformis tal como estd presents no

vachor pPROMES,




Figura 8 - Plasmidio pMOBEY. Plasmidio pUCis ous contém uma

{l’

cassste de sxpressfo para expressSo constitubiva em
plantas e uma sequincis gue codifica um péptido de
sinal de tabaco.

Figura ¢ - hlmim1u1m pMOGEET.  Vector Dbindrio gue conbém a
parte do gens de alfa-amilase gue codifica a snzima

madura a jusants de uma saguEncia de  tabaco gus

codifica wum péptido de sinal ruma cassete de
gxpressio pars expressio constitubiva.

Figura 10 ~ Relagio dose-resposta de fitaze ds fanergillus num

modelo de digest3o in vitro.

i

Figura 11 - Relagio dose-resposta de fitase de Aspergillus o o
ag i peErg

Fitase contida em semsntes de tabaco num modeln ds

digestdo in vitro.

Figura 12 -~ Comparagdo dos modelos de oligossacdridos obtidos
por hidrdlise de amido de batata, usando A
saemnsntes de  tabaco transformadas com o gene gus

codifica alfa~amilasse de Bacillus licheniformis; B

e

alfa—-amilase de Bacillus 1i uhmn1§mrm3ﬁq g I alta—

't

amilase de Bacillus amylﬂllquavac1@nau

Figuwra 13 - Comparagio de modelos de oligossacéridos obbtidos a
partir de hidedlise de amido de milho usando &)
samentes de tabaco transformadas com o gene  gue

codifica alfs-amilasse Bacillus liah@niémrmiz§ By

alfa-amilase de Bacillus lichesniformis # 0y alta—

~amilase de Bacillus amvloligusfacisns.

Descricio FPormenorizada de Formas de Realizacin Prefsridas

Az esnzimas de  interesse gue podem

acoedon com a presente invenolo

HH

sar produzidas pelo procssso d
incluem gqualsquer enzimas que seliam capazes de ubilizaclo num

procsssn industrial.

At snzimas de interesse  inclusm

anzimas que s8o hetsrdlogas para a plania {igbo é; rndEn =30
naturais na espécis sgetal)y em gue 3o produzidas.  Também




<

estdo incluidas as

i

naturais nas sspécies
sgian sobre-gupressas

reconbinante.

nzimas, homéal

vagebais)

ogas

i)

das plantas  {isto &,

gqua s2io produzidas, caso

par dntermddio de  téonicas  de ADN

Estas snzi
hidrolases, tais como proteases, o
fosfatases, lipases, pectinases,
pululanases 8 guitinasess liases,

mas s5d38o sscoolhidas e

elulases, hesmicelulazes,
amilases, lisdzimas,

tal como pectinilase: e

isomerases, tal como glucosse-isonsrase.

alfa-amilase, cslobio-hi

f anz

crol ase,

iman

o

andogal actanase, alfa-galactosidass,

-proteases, gquimosina,

~lisse & glucosse-isomnsra

papaina,
FE,

Mo gue

lip

¥

preferidas  slo fitase,
glucanase, esndoxilanase,
arabinanase, sarina-

asas gastricas, pectina-

smapsiba ans

industriais, pretende-se processos em gque as enzimas exbraidas

afou isoladas =¥ T f

reaccional , quer in vivo

substrato, &m gque as en

reaceiio do substrato
efeitos ou produlos pret

industriais inclusm — ma
vitro, tais como a ub
soja ou sn procsssos ind
para a produglo de inosi

fitatn. A hemicelul as

ormal mente

gimas s8o

i

caiga

noluidas TiLbinia mistura

gquer in vitro, contendo pelo menos um

as  de catalisar ssss

ou  substratos de mansira a produzie os

endidos.
Evenplo
= ':'; poos 20
B oMald SE
ilizagio de

ustriasis b

-1
Tim

S

itam a -~ [procsssos in

itases no procsssanento de
ocomo moagen 8m homido ou

tol ow fosfatos de inositol a partie de
sas & celulases podem também SEr

wtilizadas como wrxima% de degradagio da pareds das células, =m

geral. Igualments, as
indastria de panificag
produtos de panificagiog
¥ilanasses /o0 a gluc

liguefapio de amidoy  as

alfa—-amila
cHo pars
a alfa-a

s e 1 B0MSer

Vigninasss a/00 as #2i

mila

SIS

mezl b

S

utilizadas na inddstria de papel; a

poden ser  utilizada )

arar & 0 consistineia dos

g, & amniloglucosidase, as

poden  ser gbilizadas na

Tt

anases podemn ssr

= glucansses nachinases
k= 3

e/ou as celulasss podem ser ubilizadas na inddstria alimentar e
e  bebidas, am processos de fermentapdo ou de fabricaclo de

cerveia, por exemplo.

8
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ENBIMas NOsS Processons in
s2mantes packam s

libertacfo de nutrisntes

forma,

ingsre

OB SS0E 1. i ‘9‘1 W3

calulases, hemicelulase

néo seriam facilmente disponiveis

incluen

By

A parte a acgdo acima mencionada das

in_ vitro, as  enzimas  armnassnadas em
utilizadas para catalissr reaco¥es
Dests mansira, as  enzimas Ffacilitam a
e géngros alimentares, gue de outra
para o animal gqus o

fm anEimas ] whilizar reshes
—omas NHEo se limitam a - fitases,

@ @ amil asss

pectinases

provocan  também  uma melhor digesst3o dos produtos alimentares.
fAs  enzimas como  auxiliares digestivos  podem também s
utilizadas em  seres humanos, por sxemplo, em pacientes gus
aofrem de Fibrd cistics ou oubtras  causas de insuficidncia
pancraiatica. Az lipases, proteases e celulases contidss nas
sensnhes pocdam EE utilizadas CONR agantss aditivos
terapfuticos para aliviar problemas digestivos associados a
assas dosngas.

De acvordo com a pressnte invengdo, a

snzima  pretendida &

transgénicas. AE
utilizadas num procssso

nelas contida, sEM NE

primeiramente.
peritugs no assunto gqus

utilizapdn  industrial

processos ou podem prd
utilizagio por  moagem
qualguer dos casoz, as
alimentadas tal comno

produsida

Mas sensnbes ol plantas

seanentes assim produzidas =30, por sua ves,
industrial gues necessita da snzima
sressidade de sxiradi-la /o0 de isoli-la

i facilments compraendida pslos

as  sementes gus contdm  enzimas  para
poden ser  directamenits usadas nestes
airamante ser preparadas para  essa
atd & consistEncia pretendida. Em
senentes inteiras ou modidas poden ser
@ gncontram ao procssso oretendido sem

necassidade de posterior sxbracelo =/ou de isolamento da snzima
g também sen perda de actividade das enzima.

As plantas transgénicas, tal como se

definem no contexto da presente invengdo, incluem plantas ou a
sUa progenis gque foram  genebicamsnte modificadas de modo a
provocar  ou s melhorar & produglio de pelo menos ums enzims de




1

interesse naz suas  sementes. A produglo das  enzimas  de

interesss ¢ assim aumentada sm relagio ao nivel gus se enco

g’r‘

na variedade da planta do tipo natural.
fNo contexto da presente invenc3o, a

expressio  "sementes contendo  uma  guantidade  reforgada cle

enzimas” refers-se sspecificaments a um ndmero estabis
significative de sementes que, sm média, contém uma guantidads

estatisticaments significativa maior tle uma engima a&m
comparagio com a guantidades média de snzimas num  ndmero igual
de sementes nio modificadas.

O géneros de planbtas capazss  ds
produzir  enzimas de  interesse nas  suas sementes através da
pratica da presente invengdo inclusm - man ndo s2 limitam & -

Micotiana {(por exemplo, tabacum), Brassica (por sxemplo, napus

2 oleraceal), Arabidopsis, Blvocine (por sxemplo, maxd, Zea (pok

exemplo, mays), Amaranthus, Hordseum (por exemplo, villgarums @

Fisum (por sxemplo, sativum), Juglans (poe syemnplo, rEglal,
Arachis (por  exemplo, hypogeas) , Maedicago {(por semplo,

i

satival, Phas EL]U& (por exemplo, vulgaris). Pisum (por exemplo,

§ativum)g Triticum (por  exemplo, agabtivum) , Famioum L.,

4
:
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Freferivelmnentse, a ssy colhida

Hi

deve ter uma grande produgdo de sementes por planta oo ano e

as  proprisdades guimicas & fisicas da  sements  devem ssr
compativels com o procssso industrial para o gqual a enzima é
produzida. For exemplo, amn alguns casos, guando sstas semenbes
{depois da transformagio ds planta parente) devem sor incluidas
en substidncias alimenticias, pode  sscolher-se una  sspicie
vaegetal qus produzs semenbes com psguenos niveis de taninos ou
de outros  factores antinubtricionais. Em outros casos, a
capacidade das semsntes transgénicas pars poderem ser moidas
ate & consistincia pretendidse pode ser o critério de sscolha
guando  as senentes s3o ubilizadas como aditivos, por skzemnpl

em farinhas. Ainda de acordo com uma oubtra foros de realizaco,
as  sensntes  gqus  contém  as  snzimas de  interesse podesm ser

aplicadas directaments a0 processo prstendido (por exemplo, =m0

11




substiEncias alimentares), per y opuionalmente precedidas pelo

descasgque &/ou sscagen depnis da colheita.
A escolha da sspéoie vegetal mais

apropriade pode bhassar-se em 8x

'13
‘ix

rigncias de reconstituicdo. A
enzima de interesse pode sse adiecionada ¢£mjuﬁh%memte oM
sementes de tipo natural ao processo industrial para o gual  as
sanentes transgénicas sdo svenbualmente produzidas.

A modificagio genédtica das plantas
gue  produzem  sementes acima descritas  tem como  obiectivo
introduzic um construbo  de  sxpresssSo contendo  um geEne  gue

codifica  wma  enzima  de interesse na planta pretendida. Este

construto de express3o pode incluir  um GEnE, heterdlogo  em
relago & planta, gue fica sob o controlo do promsobor @ das

regiies de interrupedo capazes de regular a esxpress3o  do gene
gue codifica a enzima de interesse nas sementes da planta.

Também se pretends incluie um gene, homdlogo para a planta gus
s encontra sob o controlo de uma regifio de regulagio capaz de
atectuar a sobreprodusio da  snzims tle interesses. For
"sobreprodugio”, entende-se & produclo da enzima de interssse a
niveis acima dos guais se encontra na variedade da planta de

tipo natural

a introdugio do construto de expressio contendo uma sequincia

de ADN que codifica uma snzima de interesse em plantas gue se

pretends modificar. Essas Déonicas incluem — mas nd3o se limitam
= a transfornagio de protoplastas  usando o método oo
cdloio/polietilenoglicol, alectroporasio o micro-injecoo ou
bombardsamnsnto de particulas (revestidas) (Fobrvikus, 1990).

Em adiglo aos assim chamados métodos
directos de transformasio de ADN, o= sistemas de transformacio
gue  envolven vectorss sstio largamente dispon
vectores de virus {(por sxemplo, do Virus do Mosaico da  Coovee
=flor  {CaMV)) & vectores bacterianos {(por exemplo, do género

Agrobacterium) (Fotryvkos, 1990).  Depois da  escolha  sfou da

f"“

selecgio, oz protoplastas, odlulas ou parites de plantas que
foram transformnadas poden ssre regensrados de modo a2 obteren-se

plantas completas, usando métodos conhecidos na téonica (K. H.
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Morsch & col., 1988 A escolha das téonicas de transformacio
2/ou de regeneracio ndo é oritica para a prasents invﬁngﬁm,
Fara as plantas dicotileddneas, uma

forma de realizagio preferida da presente invenolo utiliza o

principio do sistema de vector bindrio (Hoskema e col., 19873y
Sechilpegroort & col., 1784y, em que se ubilizam estirpes de

Agrobacterium  que contém um plasmidio vir com genes de

virulnocia = um plasmidio compativel contendo o conetrutn de
gene & ser transferido. Este vector pode replicar-s2 tanto  am

E. coli como em Agrobacterium 8 ¢ derivado do vector binario

Binl? (Bevan, 1984}, gque ¢ alterado em pormenores gue nio s3%o

slevantes para a presente invencdo. Oz vectores bindrios coms

i)

s@ utilizam neste exemplo contém, entre as sequéncias da margem

esquerda e da margem direita do T-ADN, um gene NFTII idéntico

gue codifica a resistincia & canamicina  (Bevan, 1284y ®  um
sitio de clonaglio maltipla para clonar nos construtos dos CEnss

pretendidos.

A transformagdo e a regeneracio de
culturas monocotileddénsas ndo ¢ um procedimento estandardizado.
No entanto, o progressso olentificoon recsnbts mostra ous,  en
principio, as plantas monooobileddneas podem ser  lsvadas A
transforaagdo e gue se podes regenerar plantas transgénicas
fértels a partiv de célulazs transformadas. 0 desenvolvimento de
sistenas de cultura de tecidos reprodutiveis destas culturas,

gm conjunto com os  métodos poderosos para a2  introdug8o  de

matarial gendtico i células cle plantas facilitou a
transformagin.  Fresentements, 08 nétodos de escolha para a
transformnagio de plantas monocobtileddineas s80 o bhombardsamenbo

com micro-projdcbeis de sxplantes ou cédlulas enm suspensio = &

absorgdo  directa de ADN ou a glectroporasio dos protoplastas.
For sxemplo, obtiveram—se ocom &xito plantag cle ETS A F
transgénicas usando o gene bacteriano  hph, Que codifica a
rezsistincia 4 higromicinae como marcador de selecgfo. 0 gens foi

introduzido por glectroporagdo (Bhimamoto & col., 198 .
Obtiveran-se plantas de milho transgénicas por  introduglo do

gene bar  de %*r@p?mm =l hygroscopious, s codifica

fostinotricina-acsetil-transferass {anzima CiLie inacktiva o
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herbicida fosfinobricina) em células eabriogénicas de  ums

AR
cultura g suspensdo e milho pore bosbardsamsnto de

microparticulas (Bordon-Kamm & col., 1990}, A introdug8o  ds
material genatico amn  protoplastas aleurdnicos  de  oubras

culturas monocobileddéneas, tai:

m

coms btrigo 2 cevada, fol Ltambém

descrita (lee & col., 1989). Regeneraram-se plantas de trigo a
partir de cultura em suspensio embriogénics sscolhendo  apen

o tecidos  compactos  envelhscidos e de calo smbriogénico
nodular  para sstabelecisentos  das  culburas &im BUSpeEnsin
enbriogénica (Masil = col., 1990)., A combinac8o com sistemasz de
transtfornagdo  pars  sstas cuwlturas permite a aplicac3o da
prasente  invengdo  as plantas monocobiledéness.  Fstes métodos
podem tambén ser aplicados na transformacdo 2 na regenerapio de
plantas dicotiledinsas.
A supresslo  de genes recombinants

em plantas snvolve pormenores tals como a transcriglo do  gene
por polimerases vegetals, a btranslaglo de mARN, esto., gqus s3o

conhecidos pelos perlitos nas  tdonicas  de  ADN recombinants,

Apenas  os  poraenores  releavantes para a compresnsio clara da
prasents invencio serdo referidos mals abaixo.

s
i

i

1

o
i,

saguincias  regulatdrias que s3o

i
4]
or
i

conhecidas ol gue s provocaremn suficientemenits  uma
elevada suprassio (parea & finalidade da aplicagio sspecifica

conn s2 retere mals adiants) do ADN recombinants em  soensnbtes

poden  ser utilizadas de acordo com a presentes invenoio Eswas
saquiEncias regulatdrias podem ser obtidas a particr de plantas

ou de virus de planbtas ou sintetizadas ouimicaments. Fsta

‘}'t

sequEncias de regulagdo sio promotores acbivos para dirigirem a

transcrlcl an senenbes. Imclusm ~ mas n¥3o se limitam a -
promotores de genss especificos das sementes, =2specialmants os

de genes de proteinas de armazenagemn, tals como o promobor orud

de Brassica napus (Fyvan e col., 198%) ou os promotores de genes

congtitutivamente expressados, tals como o gromobor 355 de CaMy
(Virus de Mosaico da Couve-flor) (Builley e ool., 1982

=

saquincias de regulacio s3o seguincias terminadoras 8 sinal de

i

poli-adenilagdo, incluindo todas as sequinoias gue funcionam

oni tal em plantas; =30 ssxenplos & regifo de flanguesamsnto 37




do gene da nopalina-sintass ds Agrobacterium tumnsfacisns ou &

egifio de flangueamento 37 do gene cruf de Brassica napus.  As

sequEncias  regulatérias  podem também mclude saquiEnci as
raforgadoras,  tals oomo as que se encontram no promotor 358 de
CaMV & as sequincias establilizadoras de  ofARN, tais como  a

sequEncia lider do Virus de Mosalco da Alfalfa (ALMYY, ARNYG
{(Brederode & col., 1980) ou guaisguer oubtras  sequincias  gue

funcionem comno btal.

a prohsinag cle interssss dave
gncontrar-se  num anbients gue peraita a2 sstabilidade dphima da
proteina  durante a maturacio da =semente. A wmscolhs de
conpar-timentos celulares, tais como citosol, reticulo
endoplasmico, VARIOolo, induludwin] ola probeina 344 BEIAGD
pariplasmico, pode = ubtilizada na pressente invengdo para
criar ssse  anbisnbe  ssbivel, dependendo o pardimstros

i

biofisicos da proteing de interesse. Esses pard3metros inclusm -

i
i

mas ndo se limitam ~ pH dptimo, sensibilidads a8 proteases  oug

sensibilidade a2 wmolaridade do compartimento preferido.  Moito

ambiora as sequEncias de sinal homdlogas sejam  preferidas, RE
SEqUEnCi as ol sirnais haterdl ogos poden ser igualments

utilizadas. 83 sspecialments preferidos as sequincias de sinal

]

phtidas a partir de proteinas de armazenagem de semsntes.

fAs  proteinas  de armasenagamn dea
samentes podem dividir-se em guatro classes principals bassadsas
nas suas caracterdi{sticas de solubilidade:

1. Albuminas - soldvels sm dgua e subdivididas em duas ol asses
principais (125 & 28). A classe 128 includ
lectinas  isoladas de sevilha & vérios feiiles,

por exenplo, albuminas 28 de  Brassica napus,

frabidopsis thaliama, Ricinus communis {(semesnte

de ricingd, Bertholletis ssicelsa (castanha-do

—maranhio) , srvilha, rabanste o glirassol.

2a i.:ili.ﬂ’::l..itlﬁ\.. - sm0livels &m ?5"311.5.!:;'; me salinas = gL chjgﬁ:m SEEP s

classe T-HE como as fassolinas de
as  vicilinas da srvilha, as conglicininas da
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Hoia, as

i

s vicilinas de avela e as globulinas 78
de outras sspéoiss ou da classe 11-148, como as
leguminas da ervilha, as glicininas da soja, as
heliantinas do girassol, as  coruciferinas  da
el a e HE proteinas 11-148 de outras

2, tals como Arabidopsis & feiifo.

Fe Prolaminas - soldveis em dlcool aguoso, por sxemplo, seinas

do milho, as hordeinas da cevada, as gliadinas

isnladas do trigo 8 as carifinas do sogro.

4 Blutelinas - solivelis en solucles acidicas  ou alralinas o

= s

gque podem ser iscladas de Lrigo.

Muito embora haja sucepolss, A
proteinas mais importantes de armazenagem na sementse de plantas

dicotiledineas 530 B globulinas & 3 clas plantas

monouotileddéneas sdo as prolaminas & as glutelinas.

Todas BE partes  relesvante dos
construtos de  ADN (promobores; sequincias  de  regulaglo,de
estabilizac¥n, de sinal ou  terminadoras) de  acords com oa
prasente  invengdio podem ser modificadas, caso assin B
pretenda, para efectuar-lhes as caracteristicas de controlo,
utilizando métodos conhecidos peleos peritos no  assunto. 4

guantidade de proteina recombinante (o "nivel de sxpress3o™)
necessaria na sensnte deve ser suficientemsnte slevada para
usar & senante transgénica como aditivo minimo {sm volume, =m
pesn ol em ocustol en todas as formas de realizacio preferidas

da presents invengido.

I

FPods sapregar-se um certo ndmero de
métodos para se obbsrem plantaz transgénicas cujas semsnbes
contEm mais do gue uma enzima de interssse. Eles inclusm, mnas

Mo s=e limitam ac

15
£

Fertilizagio cruzada de plantas transgénicas qus suprassan

uma o mals snzimas de intesresses.




b.  Transformacdo de plantas com um fragmento de ADN ou com  um
plasmidio gque contém genes mniltiplos gue codificam as
engimas de interesse, usando as  sequincias de ragul agio

Necessarias,

. Transformaglo de plantas com diferentes fragmentos de  ADN
ou plasmidios simultansaments, contendon cada um um gens
para uma snzima de interssse, usando  as  ssgquincias e

regulagio necessirias.

oo Transformaclo sucessiva de plantas, usando de cada vesr um
fragmento de ADN ou um plasmidio gue codifics uma enzima de
interesss diferente sk o controlo das sagquincias oe

regul agio necessdrias.

]

Combinagin dos métodos acima mencionados,

0 método realmente ubtilizado para
obter semsntes contendo smals do gue uma snzima de interesse nio
& critico relativamente aos objectivos da presente invengio.,

Assinale-se qus  as semnsnhss  gues

contEm maiores gquantidades de enzimas s podiam  obter por

processos conhecidos pelos peritos no assunto, diferentes dos
processos reconbinantes acima  mencionados, desde gqus ooses

processos tenham como  resultado a  obtenc¥o de sementes com

quantidades reforgadas de snzximas em comparaclio com as semnentes

de  tipo natwral. Por exemplo, pode ser possivel obter sssas
samentes por meio de téonicas de variagdo somoclonal. &1 dim
disso, estas  bécnicas  também poderiam ser utilizadas em si

proprias ou en combinag8o com téeonicas de cultivo gue  empregam
o concelito de esterilidade masculina citoplasmica (Cms) ou
esterilidade masculina nuclear (Mmsy (Mariani & ool., 19390) .

Técnicas tals como a variaclo somoclionzl & o cultiveo ocruzado

gque envolven a wbilizagio de Cmz ou de Nms poderiam também ser
utilizadas en combinagio com as te ogias reconbinantes aclna

mencionadas & Fim de  sumsntar  ainds maizs  asz guantidades

relativas de enzimas presentes nas  semenbes. Moy gue diz
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respelito  &s  téonicas ndo  recombinantes gue pocler i

w
0
@

ubtilizadas para aumentar a guantidade de enzimas pressntes nas

sementes, faz-se referfncia & Fatente de Invengio  Nortee

—Amaricana Namero 4 378 45%, concedida em 7 de Abril de 1983
&

que S8  incorpora na presente descriofo

1

omn refar@ncia para

mancionar essas téonicas. Chama-se

a atengdo para o facto de
edistirem numerosas publicacBes gus descrevem as btécnicas de
cultivo que envolven a ssterilidade masculina citoplésmica, gue
fol  descobsrta por P, Lellerco em 1986 e os correspondentes
genes de restauragio da fertilidade (R¥Y, gue foram des cobertos |

por M. L. Hinmar 8 col. em 1970, Recentemente, a utilizacdo da

ot

gzterilidade masculina nuclear foi descrita por Mariani & col.

m LFF0.  Desopy

Hil
B
o
Sx

HEd
2

i

ff

: generalizada que se referemn ao oculbi

£#1
de plantas s#o referidas por Jamss F. Welsh em "Fundamentals of

Lf!

Flant Benetics and Breeding®, 1981, assim como por J.M.Poshlsan
am "Bresding Fisld Crops", 1959, _

Numa forma de realizag¥o da pressnte
invengio, prepara-se um cADN de  duplo cord¥o gue codifics

fitase & partir de nARN isolado de Aspergilius ficuum {(VYan

Goroom & col., 1991, 0 consbruto de ADN ¢ ocolocado sob o

controlo cle aaq‘én cias regulabdrias tda ocruciferina  de
armazenagen de probtedinas 128 a partir de Brassics napus. 3

construto @  seguidamente suboclonado num vector bindrio, tal
comno pMOERS (na sstirpe DHSalfa de E.coli 12, depositads no

Cantraal Bureau voor Schimmelouliures, Baarn, Holands, em 29 de

Janeiro de 1990, sob o ndmero de scesso DRSS L109,90), Eata
vaector @ introduzido em Agrobacterium tumefacisns, gus conbém

um pasmicdio Ti desarmado. Cocultivaram-—se células de bactérias

i

gque contém este construbto com tecidos de tabaco ou de plantas

ol @ escol heran—-se as mélulas das plantaa
transtormadas  por meios nubtrientes gque cont8m antibidticos e

sdo induzidas a regenerarem-se  em plantas  difersnciadas Com
BERESE  m@ios, Az plantas resultantes produresn senenbes gue
contim & eupressam o construto de ADN.

Muma  oubters foras de realiza
presante invengdo, o construbo de ADN gus codidica $fitase &

colocado sob o controlo de sequincias de regulacio do promotors

ia
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S98 do Virus de Mosaico da Couve—flor (CaMy). O construto  $
seguidanents  suboclonado num vector bindrio. Este vecrtor & on

3

seguida introduzido em Agrobacterium tumsfaciens que contdm o

plasmidio Ti desarmado. As células de bactérias gue contdm este
construto sfo cocultivadas com tecidos de plantas de tabaco ou

de Brassica & sscolhem-se as células das plantas transformadas

por meios nutrientes gue contd®m antibidbicos e o B30
indusidas a regensrarem—se en plantas diferes adas sobre Dsses
meios. As plantas resultantes contdm e expressam o construto

ADN constitubtivamente.

A oactividade de enzima de fitase das
senentes transgénicas pode ser determinado por uma variedade de
métodos, ndo ordticos para a presente invenglo, tails como o
snsaio  de ELISA, de  manchamento ds  Western ou o5 ensaios

directos de enzimas usando téonicas colorimébtricss ou  ensaio

i#

em gel natural.

Az semsnbes gue contdan a fitase

assim produsida podem ser ubilizadas es procsssos industriais,
tais como em aditivos de alimentos para ndo  ruminante By e

processansnto de soja ou na produglo de inositol ou de fosfatos

de inositol a partir de fitato. Caso isso seia necessario  ou

etendido, az  sanentes podem ser primsiraments moidas ahd A
consistincia pretendida antes de serem utilizadas, depsndendo
da natureza do  processo industrial, semn  necsssidade  de
posterior extracedo e/ou de  isclamento da  Fitase, fual guer
pearito At assunto poderd determinar se =ssas operacles

preparatirias sdo necessirias.

A fitase produzida nas sensntes pode
também ser ubilizada num processo para a macerac8o de milho ou
de sogro. A% senentes podem ser aoidas antes de se adicionarem

an milho de macerapg8o. 6 fitase libesrtada das  sementes

i

procie
actuar sobre a fitinag, oque estd presente em muitas preparacBes
a hase de milho. A degradag8o da fitina na macerac3o do milho &
benéfica para o wvalor comercial  adicionado do liguido de
maceragio do milho, que ¢ ubtilizado como alimento para animais

ou cono nutrients en ferasntacles microbianss.  Alédm diszo

b

k]

degradagio da fitina pode evitar problesmas relacionados ocom  a
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acumulagio  dos  depdsitos em  filtros, tubagsns, vasos de

"f

reacgdo, eto., durante a concentragio, transporits awmazeﬁagﬁm

do liguido de maceracdo do milho (Vaara e col., 1989, A& acolo
da fitase pode também acelerar 0 processs de macerasio & o
4

processos de separagdo envolvidos na mosgem de milho em hamido.

De acordo ainda com uma oubtra  forma
de  realizagio da pressnte invenclo, coloca-se um fragmanto de
ADN gendmico gue codifica alfa-amilase & partir de Bacillus

licheniformis sob o controlo do promotor CaMV 358 & ssquincias

de reforgo. A segencia lider de estabilizacio de mARN de BENAS
de ALMY sncontra-se includida, assim como as sequincias de sinal

de terminagio e de poli-adenilagBo do gene de nopalina-sintase

cle Agrobacterium tumgfacisns. N consbruto inteiro &
saguldangnte suboclonado num vector  bindrio. Eete vector 2
introdusido =m forobacterium  ftumsfaciens, gus  contém o

plasmidio Ti desarmado. Cocultivaram—se células bacterianas gque

contém este onsbruto com btecidos de plants de tabaco =
sgcolhen-se  células das plantaes  transformadasg P med o
nutrientes N IREC] contEm antibidticos 2 si¥o  induzidas a
regenasraregn-se  am  plantas diferencliadas nessss neios. 233
plantas P&iilLRﬁLEE produzen senentes gue contdm g supressam o

construto de ADMN.

A& actividade da snzima alfa-amilass
das sementes Lransgénicas ¢ determinada por  métodos rEo

criticos para a presente invencBo, tails como enrsaios direchos
de enzimas usando técnicas colorimédtricas o ensaios com  gel
natural .,

A semenbtes  podem  ssr ubilizadas
como fonte da alfa-amilase, gque pode ser directamente usada on
processos industriais, tais como  preparagic  ds varopes de
amido. FPreferivelments, as sementes slo primsiraments moidas e
a mistura inteira (noida) pode ser usada no processo, como pode
e detarminado nor qual quer parito no assunbo, edalil

corhscinentos correntes.

(= @xenplos seguintes w30y
apresentados de modo a proporcionar aos peritos no assunto uma

descrigio completa & uma referincia completa da mansira como
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fazer @ utilizar a presente invenclo e ~¥o  se  destinam &
Limitar o &mbito daguilo gue os inventorss consideram como a

sua invenglo. Fizeram-se ssforgos no sentido  de garantir a
sractidiio relativamente aos nomeros obilizados (o swenplo,
guantidades, temperaturas, pH, estc.), mas pods haver algunrs
grros  sxperimentails e desvios. A n¥o ser gque se indigue outra
unidade, a temperabura & sxipressa em graus Delsius & a pressio

@ a atmosférica ou privima da pressio atmosférica.

EXEMPLOS

Tsolamento de Foli A+ ORN de fspergillus $41cuum

Desanvolveu-se & sstirps NRRL 3135

de  Aspergillus ficuum num meio gue contdm 28,72 gramas /liteo

de farinha de milho (tratada com amilase & pH 7, a B "0,
durants guinze minutos), 7,346 gramas/litro de glucose, 2,9
gramas/litro de KN, 0,142 grama/litro de KDL, 0,142

gramaslitro ol MgBla. FHRD @ S&H, 8 miligramas/litro de

H]

Febla, THa0. Depois de decorridos seis dias, +ar-se a colheits

do micélino.

Congel a-aa [ micélio seco (0,5
grama) com azobo liguido 2 méi-se. Subsequentements, o material
¢ homogensizado num misturador Uldtra Turrax (velocidade méxima

um minubto) 2 0% O em LIi01 3M & ursisa &M 2 mantém-se  durante a
noite a 4° O, como ¢ descrito por Auffray = Rougeon (19800 .

Obtém—se ARN celular total depois de

centrifugag® a  1H.000 ® o g, seguida  de duas e tracoiss
sucsasivas R Fanol s clorofdrmios dloool  iso-amilico

(50:48: ). Precipita-se o ARN com stanol & redizsolve-ss sm 1L
ml de Tris-HCL L0 mM (ph ¥,4), 0,5 8DS para a selscolo de poal i

Aty  agquece-se a mistura tobal de ARN durante cinco minutos &

el
a4
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9t 0oy ajusta-se a Mall 0,5 M e depois aplics-se a uma coluna
de oligo (di)-celulose. Depols de vérias lavagens com  uma
solugdo contendo Tris 10 aM de ph 7,0, EDTA 1 mM & Nall 0,1 mM,
colecta-se 0 poli-A+ ARN por sluiedo com Tris 10 oM de ph 7,0
@ EDTa 1 mM.

Exemplo 2

Fraparacio e Clonscio de um oADN que Dodifica Fitase

Fara & sintese do primsivo cordds do
cADN,  dissolvem-se 3 microgramas de poli-A+ ARN, Laonlacdo s
acords com o exemplo L, am 14,9 microlitros de Hed & adiciona—
BE 08 ssguintss componesntes: 2,5 microlitros de  BMasina (30
UWimicrolitro), 10 microlitros de tampdo gue contém 50 mM de
Tris-HCL de pH 7y &, & aM de Mglle & 40 mM de KOL, 2
microlitros de ROEL O IM, 3 microlitros de DTT 0,1 M, 0,5
microlitro de oligo (dT)iseae (2,5 mg/ml), 5 microlitros  de
dMTF-mix 8 mM, 9 microlitros de BEA (1 mg/ml) & 2,95 microlitros
de  transcripltase inversa MLY  Moloney (200 Waeicrolitros).
Incuba-se 2 mistura durante frinta minutos & 370 & interrompe-—
5@ & reacgio por adiedo de 10 microlitros de EDTA 0,2 M e de 50
microlitros de  Hal, Raaliza-se uma exiraceo ubilizando 110
microlitros de clorofdrmio =, depoils da centrifugapio durants
cinco minubos, adiciona-se NHaftic 9% M 2 440 microlitros de
atanal abzolubo (200 Y & fase  agquoss. Fealiza-ss a2
precipitagio numa solugdo de gelo  secoletanol  durants  trinta
minutos. Depolis de centrifugacio (dex minutos a 0 ), lava-za
o pelets de cADN/mARM com stanol frio & gelo a TO%. Seca-se o

"%

pelete 8 dissolve-se em 20 microlitros de Hah .

0 dsolamsnto do AN gue codifica

fit

5]
i

e sfectua-se com a reacgdo em cadeia com polimerase  (PORD
gm dols fragmentos. Combinam—-ss os dols fragmentos utilizando o
sitio de BanHI dentro do gene pera oriar um cADN completo.f
satratégia  pars realizar a clonacio do cADN da Fitasze estd

representada na figura 1

=

A e




&

0 segquenciamento do gene da fitass
(Man Gorcom @ col.,1991) revelas a presenca de um sitio de BamMI
a aprodimadamente 800 pares de bass do codlo de iniciac8o.f
sequincia de nucledtidos em volta deste sitio de BamHI, assim
como  a sequiincia de nucledtidos que preceds o cod3o de
iniciagdo 2 a sequiincia  de nucledtidos depois do codlio de
interrupsio do gene de fitase 3o utilizados para conceber

oligonucledtidos para a POR

A reacgBo em  cadeia de polinsrase
realiza-se de acordo ocom o fornecesdor  de Tag—-pol i merase
(Catus) usando 1,3 microlitros de soluglo gue contém o produto

da reacgdo da sintese do prismgiro cordio & 0,5 microgramas  de
cada um dos oligonuocledtidos. 6 amplificacdo realiza-se num

ampliticador de ADN da firma Ferkins Elmer/Cetus. Depois de 29

ciclos de dols minubos a 9400 dois minutos a 550 g frds
minubos a TR0, deapwmtainizamﬁe a wmistura reaccional por

grtracgdes subsequentes com fenol e clorofdrmio. Precipita-se o

ADN & dissolve-se num tampio gque contém Tris 10 mM, pH Tq @
ERDTa 0,1 mM e, subsequentansnte, digere-sze com ensimas de

restrigio apropriadas.
Fara a2 amplificagio do fragmento gue
codifica & parte da sxtremidade N da proteina, usam-se os dois

oligonucledtidos seguintes:

Oligo 1: &7 GOEETABAATTOCAAMSAATEEGCETCTOTECTETTCTA 37
OLIGD 2 3¢ ABTHACGAATTESTROTRETELARATERTETCE 37

Dgers-ss  com coRl o fragmanto

amplificado e clona-se no sitio de EcoRl de pTZ18R (adquirido

am  Fharmacial. 0 mapeamsnto do sitio de restrigio =2 o
sequencianento  dos nucledtidos  denonstra s autenticidade do

fragmento. 0 plasmidio resultante & designado pBROES.
Fara amplificar o segundo fragmento,

ubiliza—se os dols oligonucledtidos ssguintes:

3
faed
find
3
Ll

57 BAGLACCAABCTEAMIGATCD 3
w0 AARCTECABELETTEABTETEATTETTTAALEEE 37

]
Pt
-
1
0
<
an

3
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I fragmsnto amplifticads & digerido
com BamHI & Pstl e subsequentemente clonado em pTZ18R, que foi
digerido com BamHl & Pstl. 0 mapsamento dos sitios de restrigio

e o ssgquenciamento dos nucledbidos moshtra gus se isola o
fragmento correcto. O plasmidio resulitante & desionado phbR936.

& fim =) isolar um  cADN  de

comprinento conpleto, digere-se pBBRREE com  EcoRI & BasMl &
isola-se o fragoento gue conbtédm o ADNM gues codifica a fitase.

Fate fragmento & clonado no plasmidio pBBE%24, qus foil digerido
com  EcoRI & BamHi, obtendo-se  como resuliado o plsamidio
pEETET. Este plasmidico contém wum cADN de comprimento completo

gque codifica Fitase, com o tamanho aprogimado de 1,8 khp.

Exampla 3

Construcio do Vector Bindrio pbDER3

Moste Exsmplo, desorave-sg LS
construgiio  do vecotor bindrio pMDERE3 lem E.  coli #1383 DHalta,

depositado no Centraal Buresauw voor Bchimmelcultures, em 29 de

danesiro de 1990, sob o ndmeeo de acssso GBS 102,900 .

b

0 vector bhindrio pMOGERE (Figura 2%

um  derivado do vector Binl% M.Bevan, 1984, Fara se oblsr o

pMOGE2E, o vector Bind%® & modificado de uma maneira ndo
pasancial para a pressnts  invengdo, utilizando téonicas

familiares aos peritos em biologlia molescular.

fom

Em  primsivo lugar,

i
]

ol ples do
¥

rebordo ssquerdo (LEY & do rebordo direito (RBY  sdo  comubtadas

g ts raferincia ac gene 11 {gens NPFTII}) da nsomicina-
~foafotransferass. BEm segundn lugar, inverts-se 3 orisntagdo do
geng NFTII dando transcrielio no sentido de LE. Finalmente,

gsubstitui-se o poli-~ligador de Binl? por um poli-ligador com o
gguintes sitios de reconhscimento por  enzimas  de  resbriglo:

EcoRI, Enpl, Smal, BamMI, Xbal, ZSacl, Xhol e HincdIIT.
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Numa experifncla tipice, incuba-se
0,25 gramas de farinhs de sojs estraida com dissolventes com 35

oy de  sementes de Nicobtina tabacum (Linha de plantas 413,25

contendo aproximadamente 0,28 PTU, cono s& desoravel anima, oom
a excepsdo de ndo se ter feito a adicdo de fitato de sadio.

Neste caso, o agente de incubagio adicionado consists numa
mistura de 410 ml de tampdo & 20 sl de dgua.

A libertag8o de fosfato a partir d

i

i
fis

fitato na Farinha de sojsa seibraids com dissolvente e

representada graficamsnte na Figura & Bem  semsntss modidas
adicionadas, nio se aobserva gqualogues actividade,

Muma supariincia virtualments
idEntica, obtEm-se  resulitados semslhantes  usando glaten de
milho alimentado como substrato. O eesuliados obbldos  sst3o
reprasentados graficamente na Figura &.

M#o =4 ohsarva actividade rna
ausfnocilia de  sementss  moddas  ou guando se adicionam semesntes

moicdas gque ndo contm actividade fitass.

Ensaio In Vitro de Sesngntes Transgénicas gue Dontdm Fitase, sob

Condices gue Bimulam o Canal Digestivos de Frangos

Fara s avallar a sficacia da fitass
progquzida emn semesnitss  de tabaco btransgénico, detesrmina-se a

actividade de fitase de fsperglllus num  modelao gqus imltas  as

ndi gles que'ae ancontram no tubo digesstivo de frangos.

Incuba-se primegiramente uma amosbera
de alimentagdo normalizads para frangos a 1 g/lS el de dogus
durants sessenta minubos a 3990 para sinular  as  condicBes ds
desenvolvimento dos animais. Subssguentensnbes, adicionam-se 3
ml de uma solugdo de pepsina (Merbky 59,28 gramas/litro ph 3,0 -
ajustads oom  HILY, ajusta-se a ph dgual a 3,0 com HCL e
continua-ss a incubaglo durantes mals noventa minutos 4 nEsma

temperatura, para simalar as conddeSes existentes no sstSmago.

4
LA




Durante o periodo de incubacio,
retiran-se anostras a fim de determinar a guantidade de fosfato
libgrtada a partir do tato presente na alimentaclo.

&} atgin da fitase de Ffungos 8
evidante a partir da Figuras 10, Aumentando a dosagen de fitase
gde 230 para 1.000 FTU/Eg de alimento, obtém-se como resul
uma libertaglo aumentada de fosfato a partir da  asostea do
alimenta.
amopstra  de

Duando se adiciona  um

i

s
sementes de tebaco transgénico {(linhas 413.32: de funoos,
obtdém-sa um aunsnto de libertagio de fosfato semelhante (Figura
11¥. As sementes de tabaco de controlo, gue n8o cont®m §itase,
foram também ensaladas. N¥o se observou a libertaclo de fosfatbe
2mn conparagio com o controlo de ensaio en branco.

A comparagio dos resullbtados com 50
Gr-amas e sanentes de  tabaco transgénicofoguilograma de
alimentagdo com os obbidos com B00 g 75O FTU/g de  alimentacio
indica gue 1 grama de sementes de tabaco ¢ aproximadamentes

igual a 12 PTU neste modelo de digest¥3o de frangos in vitro

Exemplo 13

Ernsailo om animals

~f

Fealizaram-se snsaios  com A0S

’

para mostrar & eficdcia da fitase expressada em sementes de
plantas, bem assim como & ausfncia  de guaisousr efsitos
negativos das  semsntes  de tabaco sk e Wl esul hados
zootdonicos.

Colhen-se  sementes  de  tabaco gue
grprassan fitase & semenbtes de conbtrolo. Mosm-se as sementes am

guantidades de 100 gramaz com um pensiro (Retch-mill 7ML}  gue
tem poros  de 500 smicedmatros,tendo o cuidado de conssrvar as
ssmentss arrefecidas.

Alojam—ss pintos ocom a idade de um

dia {Hybro) sm gaiolas de oriaclo com dois fabuleiros (0,45

3b




mE ) Mantém—-se & temperaltura  ambisnte igual a 32°0 durants os
primeiros dois dias e depois diminui-~se de 4°C na primeira

semana.En cads  ssmana ssguints, a2 btemperatura & diminuids de

2008 frangos slo oriados num regine de uma hora de lus =

Moaras de sosoureddio

An aves  s8o vacinadas  contra &
doenga de New Castle guando t8m um dia de idads, usando a
vacina Dlons 30, Duwrante as  superidncias, os  frangos  s3o
alimentados com dietas  superimsntais, todas com a formas de

pasta & & vontade. Determina-ss o orsscisenito @ az  proporoSes
alimento/ganho de peso durante os periodos experisentais. Medee
—#@ a disponibilidade sparsnte de fdésforo total num periodo de
T8

entrada de matdria ssca ) ool ectan-ge CHs axoransntos

l,,i!

g odias, durants o gual se mede o consumo de alimentos como

gquantitativamsntes.

A disponibi lidade aparents dle

f]

mida como & diferenca entre a entrada de Fasforo

e

fte

Fosforo & def

@ a sxoragio de fasforo com os sxorensnbos.

Utilizam-se a seguintes dietas de

il

3

conhrolo sem adiolo de fitases:y
W

Ca F ototal Fode fitato
Dieta (%3 (%3 (%3
1 0, &0 0, 45 0,30
2 0,73 0y & £, 30
3 (e 20 G, 75 by A0

Mio se adiciona fosfato ao  alimento

na dieta 1 (diets de bhasel. fs diestas ¥ 8 3 =80 suplemsnbadas
com calocio e foésforo provenientes de uma mistura de Ffosfato
dicdloico anidro 2 de fosfato de mono-amdnio (proporefio = Sell.

Todas as distas supsrimentalis s3o obbtidas por adicgles & dista
de base (veja-ss a Tabela 1.
A dieta seperinsntal 4 conbtdm fitase

de origen nicroblana com a concentragio de A00PTU/ guilograma de

x;;}:




alimento, preparada como & descorito por Van Sorcom 80 col.
{1eel) .,

& dista supsrimental % ¢ sesmslhants

& dista 4, mas  adicionam—ss sesenbes soidaz de tabaco n3o
transgénico & mistura de alisentagBo para se  obter Lima
proporedo Final igual a 3 kg/90 g ode alimsnto.

A dista sxpsrimental & &  também
semal hante & dista 4, mas  adicionam-ss 3 guillogramas de

sanantes de fabaco transgénico modidas  (linha 413.25)  a uma
mistura de 20 guuilogramss de  alimento, para se obter uma
concentragio final de 400PTU kg de alimento.

A superinocia & realizada com cento &
sgtenta & seis frangos =n dezassels gaiolas de alojamsnto (onze
por gaiolal), até atingirem a idads ds vinte & guatre dias. s
tratamentos (dietas) s3o repetidos duas veres g s8o atribuidos
an atasn aos animals gue se encontram dentro da cadas gaiola.

A disponibilidade  de fhsforo &

medida & parbie de vinte 8 um a vinte & guatro dias de idade.

D= resul bacdos ralativamsnte &
disponibilidade de {dsforo g2 ao crescimento dos animais a gque

sa forneceram as distas 4,5 & & mostram o sfeito positivo da

adigfo de Fitase (Tabela 2). A compars

caz dietas 4,5 & &

também demonstra gue & inclusi3o das  sementes de  tabaco no

alimento & compabiv com a acgdo de fitase migroblana no canal
gastrintestinal dos animals domdsticos, tails como frangos, @

n3o mostra gueisguer efeitos negativos  sobre os resultados

rootéonicns.




Comprsiplin da Dista de Base S

perifncias com Franoos

Ingredisntes

Milho amarelo

Sorgo (baiwo teor de Tanino?
Farinha de semente de girassol
{extraida com dissolventes)

Farinha de senente de soja (extragga

com digsolvente, 48,8% proteina
@len de semente de zoja
Vitaminas

Matédria mineral

Calcario

Metronina sintética

EE":&G-&;

ME

lisina

{MJ kg
Metionina + cistinag
Calcio .

total

Fasftoro orginico fitico

Fadoro

berssonsrers

Teores (g/kg)

DRG0

2,0

EARIER

13,1

12,9

9,1

é:’qi:} {d’.}.;l:} dove é:,“éa:}éi-%.

4,7 %

H, 10

Ay 2000 UL de vitamina Day 5 UI

vitamina Fws: 1 mg de tiaminay 5
piridoxinag
pantoténico;g LR B

oles

my e vita

Talicos clorsto

* Buantidade fornecida por kg de dista:

M

30 omg de acideo nicotinicog

12000 U de witamina

de vitamina E; 1,9 mg de
de riboflavinas 1 mg de
o

Ted mg de Acido D-

o

i

de Acido

E‘::ng {335 m

atoxiguinag

F,5 g de 2,5 g de Mally 0,25 g de FeBla: 6,24 g de
MnBla; 445 mg de CuBla; &0 mg de ZInS0a; 105 mg de mistura
de I

#%  fAnalisado para as supsrifncias 1 oe 2, respectivaments.

£
-3
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Exemnplo 14

Clonagdo do Gene de Alfa-Amilaze de Bacillus licheniformis numa

Cassete de Express#io para ExpressHo Constitutiva

Neste Exemplo, talha-se o gene de

alfa-amilase de Bacillus licheniformis & clona-se numa caszete

de ex¥pressyo para a expressdo constitutiva gue também contém a
informag8o do cédigo para uma sequéncia de péptido de sginal de
origem vegetal. Como operag¥o final, clona=-se o construto
inteiro num vector bindrio, transfere-se para a estirpe LBA4404

de Agrobacterium tumefaciens, que & utilizada para transformar

a planta de interesse. Pode clonar-se gualguer outro gene ou
cADN de manelira eemelhante 34 gue =e descreve na presente

descrig¥o relativamente ao gene de alfa-amilase.

Todas as transformacgyes deste

Exenplc Yo realizadas na estirpe DHS-alfa de E. coli K=12.

a) Talhe do Gene de Alfa-Amilaze de Bacillug licheniformis

Digere-se o gene de alfa-amilase de

Bacillug licheniformiz (Figura 7) presente no vector pPROMB4

(deporitado no Centraal Bureau voor Schimmelcultures em 5 de
Novembro de 1985 sob o nimero de acezso CBS 696.85) com Xbal e
Bell. Clona-se o fragmento de Xbal/Bcll no plasmidio pOC1L8
linearizado com Xbal & BamHI, obtendo-ge em resultado o
plasmidio pMOG318. Sintetiza-se um fragmento de Sall/BamHI
utilizando a tecnologia de PCR com pMOG318 como modelo gue cria
o gitio de  BamHI por utilizaglo de um primdrio de
incompatibilidade (representado na Figura 7). Clona-ge o
fragmento de 8all/BamHI obtido por PCR no plasmidio pIC-109R
(Marsch & col., 1984) e digere-se com S8all e BamHI, obtendo-se
como resultado o plasmidio pM0OG318. O fragmento de Sall, gue
contém a extremidade 5' do gene de alfa-amilase, de pMOG31l8

(ugando o s=itio de 8all presente em pUCIB) & clonado en

pMOG319, linearizado com BSall. Obtém-ge como resultado o

plasmidio pMOG320, que contém o gene de alfa-amilaze completo.

il




By Comstruclo do Vector pHOsse

Constrdi-se o vector pMOB2Y como se

descreveu no Exemplo 4 (a).

o} Clonaglo do Bene de Alfa-Amilase de Bacillus licheniformis

no Vector Bindrio

Dig@ﬁﬁwﬁa o plaﬁﬂidia pMDERR0 com
Hgal e BamHI. Clona-se gue codifica

alfa-amilase madura do

numa ligag3o

de trés vias com o oligonucledtido duplex sintético F (Figura

4y em  pMOBR?, linsarizado com Sphl e BamHI, obtendo-se como
resultado o plasmidio pMOB321. 0 oligonucledtido duples  +

@i
informagio gue codifica os dois aminodcidos finais do péptido

de sinal PR-8 8 os primeiros nove aninnidcidos de alfa—amilase

madura. O construto completo, contendoo gene de alfa-amilass
quimérico, ¢ inserido como um fragmento de EcoRI/HindIII. ]

e

plasmidio bindric resultante pMOB2ET (Figura 9 & mobilizado

num ajustanento triparental, com a estirpe REZ0LI de E. coli k-

=12 {oontendo o plasmidio pREPOIZ (Ditkas e ool

i
gstirpe LBA44O4 de Agrobacterium gue contém um plasmidio com os

genes de virulincia necessdrios & transferfncia des T-0DN para a

planta.

EHpressio  Estdvel de Alfa-Amilsss de Bacillus licheniformis on

Tabaco

Neste Evemplo, +fransformne—ss tabaco

Qo cocultivacio do tecido da planta com  Agrobacterium

tumefaciens contendo um vector bindrio com o gene de alfa-

~amilase quimdrico. Ssleccionam-se as plantas transgénicas com
base na resist®ncia a antibidticos. Ensalam-se as sementes das

plantas Lransgénicas relativamente & actividade de alfa-
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~&Mi L AR, Anal i san—-se 05 BHPNREROCRE alavados mals

cuidadosansnte & ubilizam-se em siperifincias posteriores.
Fara a5 gxrparligncias dg
transformagio, utiliza-se a esstirpe LEA4404 (pMOB22TY  de

Agrobacterium. Realiza-se a transformacio de tabaco

tabacum  8R1Y  usando a cocultivaclo de discos d

acordo com a maneira de proceder de Horsch 8 col. {15

plantas transgénicas s3o regenasradas a partic de rebentos gus
s desenvoalvem em meio  de salsogio {100 mgslitro e

canamicinal . Ensalam-s2 as plantas de tenra idade relabivanents

a actividade de NPTII, desenvolvern-ss  atd & maturizsdade o
deivam—se  autopolinizar s fornecer sementes. Heunsm-ze as
sementes de transformantes individuais e ensaia—se :  parts da
amostra de sementes relativaments A presenca da alfa-amilasa,
Dos  clones oom -3 Mavels e

axpressio mals elevados, en comparacio com sementes de controlo

ndo transformadas, as senentes restantes s3o germinadas @
canamicina (200mg/litro) {também transgénicas pars  alfa—

~amilase) & selscocionam-se e utilizam-se mara & propagacio om

massa de plantas capazes de produzir sessentes gque conbém  as
guantidades méximas de alfa-amilass. Dbzervou-ss um nivel de

e"*
i
pa

expressdo méximo de alfa-amilase de 0,4% da protsins Lok
sl dvel das sensntes. Febtas  sementes  poden ent3o sor
utilizadas, por exemplo, pars superifncias de digest3o.

Eﬁemgip &

Aplicacin de Alfa~Amilase Formuladza em Semenbes mara a

Liguefando de Amido

Aplicou-se na liguefsaclo de amido

alfa~amilase de Bacillus licheniformis, expressada sm sementes

de tabaco, procedendo da

i
lJ

Bguinte mansira:s
Colhem-se 100 gramas de senentes de
tabaco que expressam alfa-amilase ¢ semenbes de controlo. Mosm-

—5& as semnsntes com um moeinho dotado de um pereiro (Retoh-




-mill  ZML} tendo poros de 250 micrdmetros, tendo o cuidado de

manter as sensntes arrefecidas.  Para determinar o ssy teor  de
alfa~amilase, as sementes moidas foram extraidas com 10 volumss
de tamp3o 0,5 M de glicina, pH 9,0, com Calle 10 m,  durants
trinta minutos a 0°C, Utilizou-se o liguido sobrenadante para a
deterninagio de alfa-amilase pelo método de Phadebas (Fharmacia
Diagnostics). Az unidades sfo referidas como TAU (unidades de
alfa—amilase Ltermostiveld.

Realizaram-se ensaios de liguefap3o

procedendn da seguints mansivas

Buspensio de amido {(composigio: 3,3

guilogramas de amido de milho ou de batata, .8, (substBncia
s@cal  83% (2,904 quilogramas de amidoy:; 5,45 litros de Maalls
D.8. da suspens8o fica igual a 33%: corrigiu-se o pH para &,5

com Acido sulfurdnico 1N ow com NMalH 1 N,

Adicionaram s ou senentes moidas ou
alfa-amilase microbiana numa guantidade equivalente a 4,4 Téisg
de D.5.) B aguace-se a 100°0 o mais rapidamsnts possivel =
mantém-se & esta temperatura durante de: minutos. Em seg wida,
agquece-s2 a4 suspensio atd PI°0 e mantdm-se a  esta  femperabura
durante duas horas. Em seguida, acidulam—se as amostras com
HeBOa para se obter um pH igual & 35 8 colocam—-s2 num banho de
dgua & ebuligio durante dex minutos a fim de interrosper a
actividade enzimdtica antes de se determinar a DE  (sguivalente
de  dextrosa) g o modelo de hidrélise foi determinado por HPLD.
Utilizou-se uma coluna Biorad HPY-4230 para & andlisze de HPLD
oo dgua desningralizada como slusnbs.

Ubteve-se o modelo de oligossacdrido
a partir de amido de batata = de milho usando semnentes de

plantas transformadas A3 B Mavamyl®™ {alfz-amilase de Bacillus

Licheniformis fornscida por Gist-Brocades b V. Delft,
Holandad g & o) DenloRCL. {alfa—amilase e Bacillus
amyloliquefaciens fornecida  por Sist-Brocades) e comparam—se

(Figuras 12 & 13Y. 0 modelo de oligossacédrido chtidos a parti

g

de sementes de plantas transforeadas & de  Mazanyl®™  a¥o
idénticas, muito embora ambas difiram da obtida com Dexlor,

confirmando gue a8 alfa-amilass de Racillus licheniformis &

4.4




produzida pelas sementes das plantas. Os valores de DE phtidos
com  as  sengnies das plantas (Tabela 3 sstio dentro da e
comercialments aceitdavel (DE X 12, preferivelmente DE 3 1&)

(Reilley, 1985,

TaRELA 3

VYalores Eguivalentes de Dextrose (DE) Obtidos por Midrdliss de

Amido de Milho & de Batatas

Amido e Amido de
Batata Milho
o bE DE
Maxamyl® WL 7Fo00 18 1&
Semantes de tabaco ndo transformadas L 13
Sementes de btabaco transformadas i e
Daslof oy 15 ig

Muito sabora a presents  invencHo

tenha sido descrita com referfncia a formas de realizagdo
specificas, o8 peritos no assunto sabem gus  podem  fazer-se
VAL as modi ficages 8  podem e substituidos VarLos

squivalentes sem atfastamsnto do real espirito & Sshito da
invengin., Além  disso, podem farer-se muitas modificapBes de
manaira a adaptar-se o0 processo a uma  situaplo particular,
material, planta, semente, processo, operaglo de processo ou
operagtes, ao objecto, espirito & Smbito da invengdo. Todas
sssas mnodificagies ss pretende gue figuem incluidas dentro do

Gmbrito das reivindicagss seguintes.
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REIVINDICADHESR

- 18 -
Frocesso para ocatalisar reacoSes

areleravels por enzimas, mediante adiglo ao meio reaccional de

sengntes de plantas transgén

ot
It
]
iy

caracterizado por, a um meio
reaccional que contém um substrato emn gque a enzima de interssse
& rcapaz de catalisar uma reacedo enzimabics do referido
substrato na mistura reaccional, sz adicionar a3 semenbes
obtidas a partir de plantes transgénicas as guais contém uma

gquantidade reforgada da enzima de intoroose.

Frocessn e anorads g ]
reivindicagdo 1, caracterizado pelo facto de 5 mencionada
senzima ser uma enzima heterdlogs em relaclo a2 uma fonte ndo

transgénica do tipo bravio da planta.

PO BESEn vle ac oo iy Y

reivindicagio 1, caracterizado por se moerem as sementss antes

)

e serem adiclionadas 3 mistura reaccional.




relvindicagio 1

realizar depols

g

reivindicagio 1

Frocessn e acordo Conn

s

saracterizado pelo facto de a2 moagem

da adigio das sementes 4 mistura reaccional.

3

- A .
Frocossso e acordo o

caracterizado pelo facto de a snzima ssr

shzimna da clazse das hidrolases.

raeivindicagio 5,

gnzima da classs

consiste em proteases, celulases, hemice

=]

Frocesso cle oo conm
caracterizadno pelo facto de a mencion

das hidrolases ser sscolhida do grupo
1

lipases, psctinases, ami Li pelulanases
quitinasss.
...4’?:_3 -
Frocesso de acordo atull)

reivindicagdo 1,

liase.

caracterizado pelo facto de a snzima sse

Li
iy

=1

LEfE

#
ada

CjLies

=

Lima




PR i
e

1

Frocessn rles

reivindicagiio ¥, caracterizado pelo

sartinilase.

o B .

relvindicagio 1,

lsonsrass.

- 108 -

reivindicagdo 1,

gluco-isomsrass.

- 1ig -

Frocesss olez

reivindicagdo 1, caracterizado por

HE

grupo gue consiste smn filase, —amilase,

endoglucanase, endokilanass, sndogalactanase,
3 g

arabinase, ssrinoproteases, ouimosina,

pectina-lisases e glucose-isonerases.

e

faoto

caracterizado pelo facto

atopecdo

jmg 1] &

e & liase sep

S0m B3

Ser Lima

acorodo Com &

isomerans s

acordo b wli] o
marcolher a snzima do

celobio-hidrolass,
~gal actosidade

lipases géstricas,




Frocessn  para provocar o aumento oda
absoredo dos conporsntes nukeritivos de um deterninado alimesnto
ou produto alimentar  por oum o animal, caracterizado por se
combinar com o referido alimento  ou produto alimentar  as

semnsntes

obtidas a partir de plantas

gquantidade reforgads de uma enzima de
de catalisar as reacoles de dig@watﬁu
alimentar, obtendo-se como resulta

componesntes  nubtritivos  presentes  no

interesse a

o aumsnto da

transgénicas contendo uma

gual & ocapaz

do alimesnto ou do produabo

it

abzsorgio do

alimsnto pelo aninal gue

ingers o alimento ou o produto alimsntar.

- 132 -

Frocesso de g wltn ft ooim A
relvindicagdio 13, caracterizado por se sscolher a snzima do
grupo  gue consiste sm fitase, celulasess, hamicslul sses,
pectinases & amilases.

- PR -
Frocesso  para o  bratasmento  de um

animal gque re de perturbaciess de fu
digestivo, caracterizado por se admin
uma guantidads suficiente de ssnenbe

plantas transgénicas as guals conbt®m

de uma snzima de CAapaT

da digestio.

o
LA

noionamento  do aparelho
istrar ao referido animal
g pbtidas a partir de

uma gquantidade aumsntadsa

ol

catalisar as reacoSss




reivindicag3s 14, caracteri

de se efectuar a

e
e

Frorpss
vitro, caracterizado por se

LEm oum substrato ou oos

senentas obtidas a partir de
cont®m uma gquantidade reforgs

interesss, sendo a esnzima ou

catalisar a reacglo do substrato

mistura reaccional.

-u_}
i

conposiglss, caracterizado  por

sensntes obtides a partir de

contém  uma juantidads

directamente sem se ofechuar a

angimna de inters

o
Byl g

18a

158

Froocessn

o o

ado por

sua administrapio

adicionar a

plantas
aria

as snsimnas

clg acordo il

=& mosren as sementss ant
an animal.

o para cataligar

wma mistura reaccion

L+
substratos a ser catalisado

transgénicas as  qgua

de pelo menos uma enzina

de interssse capas

5]
i
1
]

substratos presente

i

L) DAra & praparacio
& Lnoorporar na

rewm"gadar

srtracgio

Cransgénicas
e

purificacio

inhers

duma  enzima

FiEsm A

Frocsssn tlex acordo faduliil

reivindicagiio 17, caracteriza

incorporadas na swa foraulagio.

At}

X

moeErsn as sement

iz

£

i

al
By

is

cla

2

fringvind

rregied
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Frocesso  para

B

ohtengdn de

varisdade de plantas transgénica que produs semesnbes  m

axpressan  uma gquantidade reforgada de uma snzima gue inter

varisdads ol plantas

pMOBREET.

B R
wdnd

LifTa

Cjie

ERER S

para utilizagio dirsctansnte num udadwlng:-4-3-tu! todustrial,
caractarizado por s btransformar a2 planta com plasmidio
pROG41E,
- SR -
Procssso para & vbhtengio guma

por e

transformar a planta com
- 218 -

Frocsssan para a obtangio cluma
varliedads o plantas fransgénica, caracterizado por  se
transformar a planta com plasmidio pMOBRET.

- 2E& -

lasmidios prara transfornacio de
plantas hospedeiras & obbtengd de plantas transgénicas gue
BXpressan malores proporolss de nerimas de intsrssse nas
anantes, gaesignados  respectivansnbe, EMOE4LE, pHEOE42% =




e
-’

| o o @

do pedido de patente norte-anericano apresentado em 23

de 1790, sob o ndmero de

A reguerents relvindica & prioridade

23 de Margo

serie 495,581,

Lisboa, 22 de Marco de 1991,

0 AGENTE OFICIAL DA PROPRILDADE IXDTSTRIAL




RESUHMD

"PROCERBND FARA  CATALTEAR REACCHES ACELERAVEIS POR ENZIMAS,
MEDIANTE ADITEQ AD  MEID REACCIONAL DE  SEMEMTES DE  PLANTAS
TRANSEENICAS E FARA DBTENCED DAS REFERIDAS SEMENMTES®

A dpvenglo referse-sE 4 um processn
para a catalisar reacgfes acelerdvels por enzimas, mediante
adigio ao melo reaccional de semsntes de plantas transoénicas,
gue compreandes, a uam meio reaccional gue contém um substrato em
gue a enzima de interesse & capaz: de catalisar uma reacgdo
gnzimahica e iu] referido  substrato na mistura reaccional,
adicionar-se ag semsntes obtidas & parbie tle plantas
transgénicas as quals contém uma guantidade reforgads da snzima

e interesse.
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