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POLINUCLEOTIDEO ISOLADO E/OU EXOGENO QUE NAO OCORRE DE
FORMA NATURAL, VETOR E METODO PARA PRODUZIR OLEO CONTENDO
ACIDOS GRAXOS INSATURADOS
(Pedido dividido do PI 0921467-4 de 17/11/2009)

CAMPO DA INVENCAO

[001] A presente invencdo refere-se a métodos de
sintetizacdo de 4&cidos graxos poliinsaturados de cadeia
longa, especialmente, adcido eicosapentaendico, acido
docosapentaenocico e 4cido docosahexaenoico, em células
recombinantes como as células de levedura ou planta.
Apresentam a se, ainda, células recombinantes ou de plantas
que produzem acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa.
Adicionalmente, a presente invencdo se refere a um grupo de
novas enzimas que possuem atividade desaturase ou elongase
que podem ser usadas em métodos de sintetizacdo de &cidos
graxos poliinsaturados de cadeia longa. Em particular, a
presente invencdo confere novas atividades as destaurases
3, elongases A5 e desaturases A6. Apresentam a se, ainda,
métodos e construcdes de DNA para transformar células,
transiente e/ou estavelmente, em particular células de
plantas com multiplos genes.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

[002] Os 4cidos graxos Omega-3 poliinsaturados de
cadeia longa (LC-PUFA e VLC-PUFA) sao amplamente
reconhecidos como compostos importantes para a saude de
seres humanos e animais. Esses A&acidos graxos podem ser
obtidos de fontes nutricionais ou pela conversdo de acidos
graxos linoléicos (LA, 18:2m6) ou o-linolénicos (ALA,
18:3w3), sendo ambos considerados acidos graxos essenciais

a dieta do ser humano. Ao mesmo tempo em que seres humanos
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e muitos outros animais vertebrados conseguem converter LA
ou ALA, obtido de fontes de planta sources, em VLC-PUFA,
eles realizam esta conversdo a uma taxa muito baixa.
Ademais, a maioria das sociedades modernas apresenta dietas
desequilibradas, nas quais pelo menos 90% dos acidos graxos
poliinsaturados (PUFA) s&o os acidos graxos 6, ao 1invés
de os serem na razdo de 4:1 ou menos de Aacidos graxos ®6:
w3 que ¢é considerada ideal (Trautwein, 2001). A fonte
alimenticia imediata de VLC-PUFASs, como o adcido
eicosapentaendico (EPA, 20:5w3) e acido docosahexaenoico
(DHA, 22:6m3) para seres humanos vem grande parte de
peixes ou &éleo de peixe. Os profissionais de saude,
portanto, recomendaram a inclusdo regular de ©peixes
contendo niveis significativos de VLC-PUFA na dieta de ser
humano. Cada vez mais os 6leos VLC-PUFA derivados de peixe
vém sendo incorporados em produtos alimenticios e nas
férmulas para bebés, por exemplo. Contudo, devido ao
declinio nacional e mundial de &reas de ©pesca, séo
necessarias fontes alternativas para a obtencdo desses
6leos que intensificam os beneficios a saude.

[003] Ao contrario dos animais, plantas mais altas
carecem da capacidade de sintetizar acidos graxos
poliinsaturados com cadeias de comprimento mais longo do
que 18 carbonos. Em particular, plantas agricolas e de
horticultura juntamente com outros angiospermas ndo tém as
enzimas necessarias para sintetizar &cidos graxos 3 de
cadeia mais longa como o EPA, &cido docosapentaenoico (DPA,
22:503) e DHA que sao derivados do ALA. Uma meta
importante na Dbiotecnologia vegetal, portanto, é a

engenharia de plantas cultivadas que produzem gquantidades
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substanciais de VLC-PUFA, conferindo, assim, uma fonte
alternativa destes compostos.

Trajetdérias de Biossintese de VLC-PUFA

[004] A biossintese de VLC-PUFAs em organismo como
microalgas, musgos e fungos ocorre normalmente como uma
série de reacgdes de dessaturacdo e alongamento dependentes
de oxigénio (Figura 1). A trajetdéria mais comum que produz
EPA nestes organismos inclui A6-dessaturacdo, A6- elongase
e AS5-dessaturacdo (chamada de trajetdria A6-dessaturacdo),
enquanto uma trajetdéria ndo tdo comum utiliza A9- elongase,
A8-dessaturacdo e Ab-dessaturacdo (chamada de trajetdria de
A9-dessaturacdo) . Essas reacdes consecutivas de
dessaturacdo e elongase podem comecar tanto com o substrato
de 4cido graxo w6 LA, mostrado esquematicamente na parte
superior esquerda da Figura 1 substrato ALA (w6) ou 3,
mostrado na parte inferior direita da 1 (w3) . Sendo
desempenhada a A6-dessaturacdo inicial no substrato LA w6,
o produto de VLC-PUFA da série de trés enzimas serd o acido
graxo w6 ARA. Os organismos de sintetizacdo VLC-PUFA podem
converter os &cidos graxos w6 em Aacidos graxos ®3 com ©
uso de um w3desaturase, mostrado como etapa Al7desaturase
na Figura 1 para converter Aacido araquiddénico (ARA,
20:4w6) em EPA. Alguns membros da familia »3desaturase
podem agir sobre uma variedade de substratos que variam do
LA ao ARA. As plantas w3desaturases muitas vezes catalisam
especificamente a AlS5desaturase de LA a ALA, engquanto as
w3desaturases de fungo e levedura podem ser especificas
para a wl7desaturase de ARA a EPA (Pereira et al., 2004a;
Zank et al., 2005). Alguns relatdérios sugerem gque podem

existir as 3desaturases, as dquals podem converter uma
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vasta gama de substratos 06 em seus produtos 3
correspondentes (Zhang et al., 2007). Outros w3desaturases
podem ser preferenciais em relacdo aos substratos o3
Sayanova et al., 2003).

[005] A conversdo de EPA em DHA nesses organismos
é relativamente simples e consiste em um A5- elongase de
EPA para produzir DPA, seguido de um Ad-dessaturacdo para
produzir DHA (Figura 1). Em contrapartida, os mamiferos
utilizam a autodenominada trajetdéria  "Sprecher", que
converte DPA em DHA por meio de trés reacgdes separadas que
sdo 1independentes de um Addesaturase (Sprecher et al.,
1995).

[006] As desaturases front-end em geral
encontradas em plantas, musgos, microcalgas e animais
menores como o) Caenorhabditis elegans aceitam
predominantemente o substrato de acido graxos esterificados
para a posigdo sn-2 de um de fosfatidilcolina (PC). Estas
desaturases sdo, portanto, conhecidas como desaturases
front-end acil-PC, ligadas por lipideo (Domergue et al.,
2003). Em contrapartida, desaturases front-end em animais
maiores em geral aceitam substratos acil-CoA gquando o
substrato de acido graxo estd ligado em CoA ao invés de PC
(Domergue et al., 2005).

[007] Cada reacdo de elongase PUFA e VLC-PUFA
consiste em quatro etapas catalisadas por um complexo
protéico de multiplos componentes: primeiro, uma reacdo de
condensacdo resulta na adicdo de uma unidade 2C de malonil-
CoA no 4cido graxo, resultando na formacao de um
intermedidrio P a cetoacila. Portanto, ele é reduzido por

NADPH, apos desidratacéao para o) rendimento de um
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intermedidrio enoila. Este intermedidrio ¢é finalmente
reduzido pela segunda vez para produzir o &cido graxo
alongado. Em geral, imagina a se que a etapa de condensacéo
dessas quatro reacdes é especifica do substrato, enquanto
as outras etapas ndo o sdo. Na pratica, isso significa que
0 maquinario para elongase de planta nativa consegue
alongar VLC-PUFA, desde que a enzima de condensacéo
(chamada tipicamente de uma ' elongase') especifica para
VLC-PUFA seja introduzida, embora seja baixa a eficiéncia
do maquindrio para elongase de planta nativa para alongar
0s substratos VLC-PUFAe. Em 2007 a identificacdo e a
caracterizacdo da desidratase em ciclo de elongase da
levedura elongase foram publicados (Denic e Weissman,
2007) .

[008] Dessaturacdo VLC-PUFA em plantas, musgos e
microalgas ocorre naturalmente ao substrato de &acidos
graxos predominantemente na poga de acil-PC, enquanto que o
corre o elongase em substratos na pogca acil-CoA. A
transferéncia de 4&cidos de molécula de acil-PC para um
carreador de CoA se d& por meio das fosfolipases (PLAs),
enquanto que a transferéncia de acidos graxos acil-CoA para
um carreador PC se da por meio de lisofosfatidil-colina
aciltransferases (LPCATs) (Figura 2) (Singh et al., 2005).
A reducdo no fluxo devido a troca acil ter ocorrido antes
da dessaturacdo pode seguir a se ao elongase, ou vice a
versa, pode ser superada pelo uso de uma desaturase dJgue
tenha especificidade para substratos acil-CoA (Hoffmann et
al., 2008).

Producdo de VLC-PUFA por engenharia

[009] A maior parte da engenharia metabdlica de
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VLC-PUFA vem sendo executada com o uso de uma trajetdria
aerdbica A6-dessaturacdo/ elongase. A Dbiossintese de vy a
dcido linolénico (GLA, 18:3wb6) em tabaco foi relatada pela
primeira vez em 1996 com o uso de um A6 desaturase a partir
da cianobactéria Synechocystis (Reddy e Thomas, 1996). Mais
recentemente foi produzido GLA em plantas cultivadas como
acafrdo (73% GLA; Knauf et al., 2006) e semente de soja
(28% GLA; Sato et al., 2004). A de VLC-PUFA como EPA e DHA
envolve uma engenharia mais complicada devido ao ntUmero
aumentado das etapas de dessaturacdo e elongase envolvidas.
A produgdo de EPA em uma planta de terra foi relatada
primeiramente por Qi et al. (2004) que apresentou 0sS genes
que encodificam um A9 a elongase a partir de Isochrysis
galbana, um A8 desaturase de Euglena gracilis e um A5
desaturase de Mortierella alpina no rendimento de
Arabidopsis até 3% em EPA. A este trabalho seguiu a se o de
Abbadi et al. (2004) que relatou a producdo de até 0,8% de
EPA na semente de semente de linhaca com o uso de genes
encodificando um A6 desaturase e A6 elongase a partir de
Physcomitrella patens e um A5 desaturase de Phaeodactylum
tricornutum.

[0010] O primeiro relato sobre a producdo de DHA e
até entdo os mais elevados niveis de producdo de VLC-PUFA
relatados foram no documento WO 04/017467, no qual a
producdo de 3% DHA em embrides de semente de soja é
descrita, mas ndo a semente pela introdugcdo de genes
encodificando o Saprolegnia diclina A6 desaturase,
Mortierella alpina A6 desaturase, Mortierella alpina A5
desaturase, Saprolegnia diclina A4 desaturase, Saprolegnia

diclina Al7 desaturase, Mortierella alpina A6 elongase e
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Paviova lutheri A5 elongase. O nivel méximo de EPA nos
embrides que também produziam DHA era de 19,6%, indicando
que a eficiéncia de conversdo de EPA a DHA era insuficiente
(WO 2004/071467). Esta conclusdo foi similar aquela
publicada por Robert et al. (2005), em que o fluxo de EPA a
DHA era baixo com a producdo de 3% EPA e 0,5% DHA em
Arabidopsis com o uso de Danio rerio A5/6 desaturase,
Caenorhabditis elegans A6 elongase, e Pavlova salina A5
elongase e A4 desaturase. Além disso, em 2005, Wu et al.,
publicaram a producdo de 25% de ARA, 15% de EPA, e 1,5% de
DHA em Brassica juncea com o uso de Pythium irregulare A6
desaturase, um Thraustochytrid A5 desaturase, a
Physcomitrella patens A6 a elongase, a Calendula
officianalis Al2 desaturase, um Thraustochytrid A5 a
elongase, o Phytophthora infestans Al7 desaturase, o
Oncorhyncus mykiss VLC-PUFA elongase, um Thraustochytrid A4
desaturase e um Thraustochytrid LPCAT (Wu et al., 2005).
[0011] Portanto, prevalece a necessidade pela
producdo mais eficaz de LC-PUFA em células recombinantes,
em particular nas sementes de plantas com sementes oleosas.

SUMARIO DA INVENCAO

[0012] Os presentes 1inventores identificaram pela
primeira vez uma A5 elongase que converte de forma EPA em
DPA em uma célula recombinante.

[0013] Portanto, a presente invencgcdo apresenta
adicionalmente uma célula recombinante, preferencialmente
uma célula vegetal e com mais preferéncia uma célula da
semente vegetal, que compreende um polinucleotideo exdgeno
que codifica um A&cido graxo elongase com atividade A5

elongase, em que a elongase tem atividade em EPA para
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produzir DPA com eficiéncia de pelo menos 60%, pelo menos
65%, pelo menos 70% ou pelo menos 75% quando a elongase é
expressa a partir do polinucleotideo exbdgeno na célula, com
preferéncia em uma célula de planta.

[0014] Em wuma modalidade, a elongase compreende
aminoacidos tendo uma sequéncia conforme SEQ ID NO:6, um
fragmento biologicamente ativo do mesmo ou uma sequéncia de
aminodcido que é pelo menos 47% idéntica a SEQ ID NO:6.

[0015] Em outra modalidade, a célula compreende
adicionalmente em codificacdo de polinucleotideos exdgenos
que codificam:

1) um A8 desaturase e/ou um A6 desaturase,

ii) uma A9 elongase e/ou um A6 elongase,

iii) um A5 desaturase, e

iv) opcionalmente um A4 desaturase e/ou um ®3
desaturase, em que cada polinucleotideo é ligado
operavelmente a um ou mals promotores gue conseguem
direcionar a expressdo dos ditos polinucleotideos na
célula.

[0016] Os presentes inventores também identificaram
um @3 desaturase com propriedades novas. O @3 desaturase é
atil nas trajetérias recombinantes designadas para
produzirem EPA, os &cidos graxos a Jjusante DPA e DHA, e
outro w3 VLC-PUFA.

[0017] Portanto, a presente invencdo apresenta uma
célula recombinante, com preferéncia uma célula de semente
vegetal, que compreende um polinucleotideo exdgeno
encodificando um &cido graxo desaturase com atividade de
@3 desaturase em que desaturase tem capacidade de

dessaturacdo de pelo menos um entre ARA a EPA, DGLA a ETA,
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GLA a SDA, tanto ARA quanto em EPA e DGLA a ETA, tanto ARA
quanto em EPA e GLA a SDA, ou todos os trés quando
desaturase é expressa a partir do polinucleotideo exdgeno
na célula.

[0018] A desaturase é, com preferéncia, uma
desaturase front-end.

[0019] Em outra modalidade, a desaturase tem
atividade de Al7 desaturase em um Aacido graxo C20 que tem
ao menos trés ligacdes duplas carbono a carbono em sua
cadeia acila, com preferéncia ARA.

[0020] Em outra modalidade, a desaturase tem
atividade Al5 desaturase em um a&cido graxo C18 que tem trés
ligacdes duplas de carbono a carbono em sua cadeia acila,
com preferéncia GLA.

[0021] A desaturase tem, com preferéncia, atividade
maior sob um substrato acil-CoA maior do que o substrato
acil-PC correspondente.

[0022] Em uma modalidade, o substrato acila a CoA é
ARA a CoA e o substrato acila-PC compreende ARA na posicéo
sn-2 de PC.

[0023] Em outra modalidade, a célula é uma célula
vegetal e desaturase tem atividade em ARA para produzir EPA
com uma eficiéncia de pelo menos 40% quando expressa a
partir do polinucleotideo exbdgeno na célula.

[0024] Em uma modalidade particular, a desaturase
compreende aminoacidos tendo uma sequéncia conforme mostra
SEQ ID NO: 15, 17 ou 20, um fragmento biologicamente ativo
ou uma sequéncia de aminoadcido que ¢é pelo menos 30%
idéntica a SEQ ID NO:15, pelo menos, 60% idéntica a SEQ ID

NO: 17 e/ou ao menos 60% idéntica & SEQ ID NO:20.
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[0025] Adicionalmente, os presentes inventores
identificaram um gene encodificando um A6 desaturase que
tem uma eficiéncia de conversdo maior para os substratos de
acido graxo w3 maiores do que o substrato de acido graxo
w6 em plantas e/ou em levedura. Esta desaturase A6 também
exibe atividade desaturase A8. O uso desta desaturase A6 e
outras desaturases com especificidade elevada para os
substratos de &cido graxo @3 dessaturados em trajetdrias
recombinantes LC-PUFA em plantas aumenta os niveis de EPA,
DPA e DHA em relacdo ao uso de desaturases sem preferéncia
pelos substratos de acido graxo dessaturados ®3.

[0026] Portanto, a presente invencdo apresenta
adicionalmente uma célula recombinante, com preferéncia uma
célula de planta e com mais preferéncia uma célula de
semente de planta, que compreende um polinucleotideo
exbgeno encodificando um Acido graxo desaturase com
atividade A6 desaturase, em que desaturase é caracterizada
adicionalmente por ter pelo menos dois, com preferéncia
todos os trés, entre os seguintes:

i) atividade A6 desaturase maior em ALA do gque LA como
no substrato de &acido graxo, com preferéncia em uma célula
de planta,

i1i) atividade A6 desaturase maior em ALA a CoA como no
substrato de &cido graxo do que em ALA unida a posicdo sn-2
de PC como substrato de acido graxo, com preferéncia em uma
célula de planta, e

iii) atividade A8 desaturase em ETrA, com preferéncia
em uma célula de planta.

[0027] A presente invengdo apresenta adicionalmente

uma célula recombinante, com preferéncia uma célula de
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planta e com mais preferéncia uma célula de semente de
planta, que compreende um polinucleotideo exbgeno
encodificando um &cido graxo desaturase com atividade A6
desaturase, em que desaturase tem atividade em um substrato
w3 maior do que o substrato w6 correspondente, em que
desaturase tem atividade em ALA para produzir SDA com uma
eficiéncia de pelo menos 5%, pelo menos 7,5%, ou pelo menos
10% quando desaturase é expressa a partir do
polinucleotideo exdgeno na célula, ou pelo menos 35% gquando
expresso em uma célula de levedura.

[0028] Em uma modalidade, desaturase tem atividade
A6 desaturase maior em ALA do que LA como substrato de
dcido graxo, com preferéncia em uma célula de planta.

[0029] A A6 desaturase tem com preferéncia pelo
menos cerca de uma atividade A6 desaturase 2 vezes maior,
atividade 3 vezes maior, pelo menos atividade 4 vezes
maior, ou pelo menos atividade 5 vezes maior em ALA como um
substrato comparado a LA, com preferéncia em uma célula
vegetal.

[0030] Em outra modalidade, a A6 desaturase tem
atividade maior em ALA a CoA como substrato de acido graxo
do gue em ALA unida na posicdo sn-2 de PC como substrato de
acido graxo, com preferéncia em uma célula vegetal.

[0031] A A6 desaturase tem com preferéncia pelo
menos cerca de uma atividade A6 desaturase 5 vezes maior ou
atividade pelo menos 10 vezes maior em ALA a CoA como
substrato de &acido graxo maior do gque em ALA unida na
posicdo Sn-2 de PC como substrato de acido graxo, com
preferéncia em uma célula vegetal.

[0032] A A6 desaturase ¢é, com preferéncia, uma
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desaturase front-end.

[0033] Em ainda outra modalidade, a célula de
acordo com a invencéao compreende adicionalmente
polinucleotideos exdgenos encodificando:

i) um A6 elongase,

ii) um A5 desaturase,

iii) um A5 elongase, e

iv) opcionalmente, um A4 desaturase e/ou um @3
desaturase,

em que cada polinucleotideo é ligado operavelmente a
um ou mais promotores que conseguem direcionar a expresséo
dos ditos polinucleotideos na célula.

[0034] A A6 desaturase na célula conforme a
invencdo, ndo tem com preferéncia atividade A5 desaturase
detectéavel alguma sobre ETA.

[0035] A A6 desaturase compreende com preferéncia
aminoacidos tendo uma sequéncia como mostra a SEQ ID NO:
10, um fragmento biologicamente ativo do mesmo ou uma
sequéncia de aminoadcido que é pelo menos 77% idéntica a SEQ
ID NO: 10.

[0036] Em outra modalidade, a A6 desaturase
compreende aminodcidos tendo uma sequéncia como mostra a
SEQ ID NO: 8, um fragmento biologicamente ativo do mesmo,
ou uma sequéncia de aminodcido que ¢é pelo menos 67%
idéntica a SEQ ID NO: 8 e tem atividade A8 desaturase.

[0037] Os presentes inventores concluiram também
que células recombinantes A9 elongase, A8 desaturase e A5
desaturase conseguem converter de forma mais eficaz o
substrato de &cido graxos em EPA, DPA e DHA.

[0038] Portanto, a presente invengcdo apresenta,
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adicionalmente, uma célula recombinante, com preferéncia
uma célula vegetal e com mais preferéncia uma célula de
semente de planta, compreendendo polinucleotideos exdgenos
encodificando:

i) um A9 elongase,

ii) um A8 desaturase,

iii) um A5 desaturase,

iv) opcionalmente, a elongase um A elongase, e

v) se a A5 elongase estiver presente, opcionalmente,
um A4 desaturase,

em que cada polinucleotideo é ligado operavelmente a
um ou mais promotores que conseguem direcionar a expresséo
dos ditos polinucleotideos na célula, e em que pelo menos
15%, pelo menos 20%, ou pelo menos 25%, do total de &cidos
graxos na célula compreende pelo menos 20 carbonos e pelo
menos 3 duplas ligac¢des carbono a carbono em suas cadeias
de acila.

[0039] Em uma modalidade, a soma total de ARA, EPA,
DPA e DHA nos é&acidos graxos na célula da invencéo
compreende pelo menos 15%, pelo menos 20%, ou pelo menos
25% do total de &cidos graxos na célula.

[0040] Em uma modalidade adicional, a célula de
acordo com a invenc¢cdo tem capacidade reduzida para
converter acido oléico em &cido ecosénico (C20:1) gquando
comparado a planta do tipo selvagem e/ou menos do que 5% do
acido oléico é convertido em acido eicosénico na célula.

[0041] Em uma modalidade particular, o acido graxo
total na célula tem menos do que 1% de C20:1.

[0042] Em uma modalidade adicional, a célula de

acordo com a invencdo tem atividade reduzida de A 15
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desaturase enddgena quando comparada com uma célula do tipo
selvagem, e/ou menos do que 10% do LA é convertido para ALA
na célula.

[0043] Em uma modalidade particular Em uma
modalidade particular, o Al5 desaturase enddégena tem maior
atividade em um substrato acila-PC do gque no substrato
acila a CoA correspondente, com preferéncia se o grupo
acila for LA.

[0044] Em wuma modalidade adicional, a célula da
invencdo compreende adicionalmente uma conversdo aumentada
de GLA para SDA e/ou ARA em EPA relacdo a célula
correspondente que carece de polinucleotideos exdgenos.

[0045] Em uma modalidade, quantidade de DHA nos
dcidos graxos na célula da invencdo é de menos 3%, pelo
menos, 5% ou, pelo menos, 10%, do total de &cidos graxos na
célula.

[00406] Em outra modalidade, a eficiéncia de
conversdo de LA a ARA e/ou ALA em EPA na célula da invencédo
é de pelo menos 80% ou pelo menos 90%.

[0047] Em uma modalidade, a A9 elongase compreende
aminodcidos que tém uma sequéncia conforme mostrada na SEQ
ID NO:22, um fragmento biologicamente ativo do mesmo, ou
uma sequéncia de aminoadcido que é pelo menos 80% idéntica a
SEQ ID NO:22.

[0048] Em outra modalidade, o} A8desaturase
compreende aminodcidos que tém uma sequéncia como mostra a
SEQ ID NO:24, um fragmento biologicamente ativo do mesmo,
ou uma sequéncia de aminodcido que é pelo menos 80%
idéntica a SEQ ID NO:24.

[0049] Em ainda outra modalidade, o A5 desaturase
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compreende aminodcidos que tém uma sequéncia conforme
mostra a SEQ ID NO:26 ou SEQ ID NO: 13, um fragmento
biologicamente ativo do mesmo, ou uma sequéncia de
aminoacido que é pelo menos 80% idéntica a SEQ ID NO:26
e/ou SEQ ID NO: 13.

[0050] Os presentes inventores obtiveram resultados
que 1indicam gque um conjunto de genes expressando a A6
desaturase, A6 elongase, A5 desaturase, A5 elongase, e A4
desaturase, ou a um conjunto de genes similar, em
particular, se o0os desaturases estiverem ativos nos
substratos acila a CoAs, podem ser usados para sintetizar
niveis substanciais de, DPA e DHA.

[0051] Portanto, a presente invencdo apresenta,
adicionalmente, a célula recombinante, com preferéncia a
célula vegetal e com mais preferéncia uma célula de semente
de planta, compreendendo polinucleotideos exdgenos
encodificando:

i) um A6 elongase e/ou um A9 elongase,

ii) um A6 desaturase e/ou um A8 desaturase,

iii) um A5 desaturase,

iv) um A5 elongase,

v) um A4 desaturase, e

vi) opcionalmente um diacilglicerol-aciltransferase,

em que cada polinucleotideo é ligado operavelmente a
um ou mais promotores que conseguem direcionar a expresséo
dos ditos polinucleotideos na célula, caracterizados por um
ou mais de todas as propriedades a seguir

a) a eficiéncia da conversdo de ALA em EPA, DPA ou DHA
é de pelo menos 17,3%, ou pelo menos 23%,

b) a eficiéncia de conversdo de ALA a DPA ou DHA é
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pelo menos 15,4%, ou pelo menos 21%,

c) a eficiéncia de conversdo de ALA a DHA é de pelo
menos 9,5%, ou pelo menos 10,8%, e

d) a eficiéncia de conversdo de EPA a DHA é pelo menos
45%, ou pelo menos 50%, e com preferéncia caracterizado,
adicionalmente, pelo fato de que pelo menos 4% do total de
dcido graxo na célula é DHA.

[0052] Com preferéncia, pelo menos 6%, pelo menos
11% ou pelo menos 15% do total de &cido graxo incorporado
no triacilglicerol na célula é DHA.

[0053] Em uma modalidade, o DHA constituili de 20% a
65%, com preferéncia, de 40% a 65%, do total de SDA, ETA,
EPA, DPA e DHA na célula.

[0054] Com preferéncia, dos w3 &cidos graxos na

o\

célula 0,1% a 25% é& SbA, 0,1% a 10% é ETA, 0,1% a 60% é

EPA, 0,1% a 50% & DPA e 30% a 95% é& DHA, com mais

o\

preferéncia do w3 &cidos graxos na célula 0,1 a 25% & SDA,
0,1 a 10% é& ETA, 0,1 a 50% é& EPA, 0,1 a 50% & DPA e 40 a
95% é DHA.

[0055] A Addesaturase com preferéncia compreende
aminodcidos que tém uma sequéncia conforme mostra a SEQ ID
NO: 73, um fragmento biologicamente ativo do mesmo, ou uma
sequéncia de aminodcido que é pelo menos 80% idéntica a SEQ
ID NO:73.

[0056] Em outro aspecto, a presente invencéo
apresenta uma célula recombinante, com preferéncia uma
célula vegetal e com mais preferéncia uma célula de semente
de planta, compreendendo polinucleotideos exdgenos
encodificando;

i) um A6 elongase e/ou um A9 elongase,
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11) um A6 desaturase e/ou A8 desaturase,

iii) um A5 desaturase,

iv) um A5 elongase, e

v) opcionalmente um diacilglicerol-aciltransferase,

em que cada polinucleotideo é ligado operavelmente a
um ou mais promotores que conseguem direcionar a expressédo
dos ditos polinucleotideos na célula, caracterizado pelo
fato de que uma ou mais ou todas as propriedades a seguir:

a) a eficiéncia de conversdo de ALA em EPA ou DPA é
pelo menos 17,3%, ou pelo menos 23%, e

b) a eficiéncia de conversdo de ALA a DPA é pelo menos
15,4%, ou pelo menos 21%, e com preferéncia, caracterizado,
adicionalmente, pelo fato de que pelo menos 4% do total de
dcido graxo na célula é DPA.

[0057] Com preferéncia, pelo menos 6%, pelo menos
11% ou pelo menos 15% do total de acidos graxos incorporado
em triacilglicerol na célula é DPA.

[0058] O DPA com preferéncia constitui 20% a 65%,
com mais preferéncia de 40% a 65%, do total de SDA, ETA,
EPA e DPA na célula.

[0059] Com preferéncia, dos w3 &cidos graxos na
célula 0,1 a 35% & sbA, 0,1 a 15% é ETA, 0,1 a 60% & EPA e
30 a 75% é DPA, com mais preferéncia dos @3 &acidos graxos
na célula 0,1 a 35% é sSpbA, 0,1 a 15% & ETA, 0,1 a 50% é& EPA
e 40 a 75% é DPA.

[0060] Em uma modalidade, o A6 elongase compreende
aminoacidos que tém uma sequéncia conforme mostra a SEQ ID
NO:4, um fragmento biologicamente ativo do mesmo, ou uma
sequéncia de aminodcido que é pelo menos 55% idéntica a SEQ

ID NO:4.
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[0061] Em outra modalidade, a A6 desaturase
compreende aminodcidos que tém uma sequéncia conforme
mostra a SEQ ID NO: 8, um fragmento biologicamente ativo do
mesmo, ou uma sequéncia de aminocacido que é pelo menos 67%
idéntica a SEQ ID NO: 8.

[0062] Em uma modalidade, a A5 desaturase
compreende aminodcidos que tém uma sequéncia conforme
mostra a SEQ ID NO:26, um fragmento biologicamente ativo do
mesmo, ou uma sequéncia de amincidcido que é pelo menos 80%
idéntica a SEQ ID NO:26. Em ainda outra modalidade, a A5
elongase compreende aminodcidos que tém uma sequéncia
conforme mostra a SEQ ID NO:6, um fragmento biologicamente
ativo do mesmo, ou uma sequéncia de aminoacido que é pelo
menos 47% idéntica a SEQ ID NO: 6.

[0063] Em uma modalidade, o diacilglicerol-
aciltransferase compreende aminoacidos que tém uma
sequéncia conforme mostra a SEQ ID NO:75 ou SEQ ID NO: 108,
um fragmento biologicamente ativo do mesmo, ou uma
sequéncia de aminodcido que é pelo menos 80% idéntica a SEQ
ID NO:75 e/ou SEQ ID NO: 108.

[0064] Combinac¢des de guaisquer entre dois, trés,
quatro ou todas as enzimas acima sdao abrangidas claramente
pela invencéo.

[0065] Em ainda outra modalidade, a célula, com
preferéncia a célula vegetal e com mais preferéncia uma
célula de semente de planta, da invencdo compreende
adicionalmente polinucleotideos exdgenos encodificando:

i) um Al7 desaturase,

ii) um Al5 desaturase, e/ou

11i) um Al2 desaturase
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em que cada polinucleotideo é ligado operavelmente a
um ou mais promotores gque conseguem direcionar a expressdo
dos ditos polinucleotideos na célula.

[0066] Em outra modalidade, um ou mais de todas as
desaturases expressas dos polinucleotideos exdgenos na
célula da invencdo tem atividade em substrato acila-CoA
maior do que no substrato correspondente acila-PC. Em uma
modalidade particular, o A6 desaturase e o A5 desaturase, ©
A5 desaturase e o A4 desaturase, A6 desaturase e o A4
desaturase, ou todos os trés A6 desaturase, A5 desaturase e
A4 desaturases, ou adicionalmente a cada uma dessas
combinag¢des qualquer entre Al7 desaturase, Al5 desaturase
e/ou Al2 desaturases tem atividade em seus substratos
acila-CoA maior do que os substratos correspondentes acila-
PCs. Nesta modalidade, as outras desaturases expressas a
partir dos polinucleotideos exdgenos na célula podem ou néo
ter atividade em um substrato acila CoA maior do que o
substrato correspondente acila-PC. Conforme se pode
verificar, o substrato acila-CoA preferencial para cada
enzima é diferente.

[0067] A presente invencéao apresenta,
adicionalmente, uma célula recombinante, com preferéncia
uma célula vegetal e com mais preferéncia uma célula de
semente de planta, compreendendo um polinucleotideo exdgeno
encodificando um &cido graxo elongase com atividade A6
elongase e A9 elongase, em gque a elongase tem atividade A6
elongase maior do que atividade A9 elongase.

[0068] Em uma modalidade, a elongase tem uma
eficiéncia de conversdo em SDA para produzir ETA que é pelo

o) [e)

menos 50% ou pelo menos 60%, e/ou uma eficiéncia de
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conversdo em ALA para produzir ETrA que é pelo menos 6% ou
pelo menos 9%. Com preferéncia, a elongase tem pelo menos
cerca de 6,5 vezes mais de atividade A6 elongase do que a
atividade A9 elongase.

[0069] Em ainda outra modalidade, a elongase né&o
tem uma atividade A5 elongase detectdvel alguma.

[0070] A elongase com preferéncia compreende
aminodcidos que tém uma sequéncia conforme mostra a SEQ ID
NO:4, um fragmento biologicamente ativo do mesmo, ou uma

sequéncia de aminodcido que é pelo menos 55% idéntica a SEQ

ID NO:4.

[0071] Em ainda outra modalidade, a célula
compreende adicionalmente polinucleotideos exdgenos
encodificando:

i) um A8 desaturase e/ou desaturase,

ii) um A5 desaturase,

iii) um A5 elongase, e

iv) opcionalmente um A4 desaturase e/ou um ®3
desaturase, em que cada polinucleotideo é ligado
operavelmente a um ou mals promotores que conseguem
direcionar a expressdo dos ditos ©polinucleotideos na
célula.

[0072] A presente invencéao apresenta,
adicionalmente, a célula recombinante, com preferéncia a
célula vegetal e com mais preferéncia uma célula de semente
de planta, compreendendo um polinucleotideo exbdgeno
encodificando um &cido graxo desaturase com atividade de A5
desaturase, em que a desaturase compreende aminodcidos que
tém uma sequéncia conforme mostra a SEQ ID NO: 13, um

fragmento biologicamente ativo do mesmo, ou uma sequéncia
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de aminodcido que é pelo menos 53% idéntica a SEQ ID NO:
13.

[0073] A presente invencéao apresenta,
adicionalmente, uma célula recombinante, com preferéncia
uma célula vegetal e com mais preferéncia uma célula de
semente de planta, compreendendo um polinucleotideo exdgeno
encodificando um &cido graxo elongase com atividade de A9
elongase, em que a elongase compreende aminocdcidos gque tém
uma sequéncia conforme mostra qualgquer um da SEQ ID NOs:28,
94 e 96, um fragmento biologicamente ativo do mesmo, uma
sequéncia de aminoadcido que é pelo menos 81% idéntica a SEQ
ID NO:28, ou uma sequéncia de aminodcido que é pelo menos
50% idéntica a SEQ ID NO:94 e/ou SEQ ID NO:96.

[0074] Em uma modalidade, a A9 elongase compreende
aminodcidos que tém uma sequéncia conforme mostra a SEQ ID
NO:94 ou SEQ ID NO:96, um fragmento biologicamente ativo do
mesmo, ou uma sequéncia de aminocacido que é pelo menos 50%
idéntica a SEQ ID NO: 94 e/ou SEQ ID NO:96, e em dque a
elongase tem maior atividade em um substrato @6 do gque no
substrato 3. Com mais preferéncia, a A9 elongase tem pelo
2 vezes mais, com mais preferéncia pelo menos uma atividade
4 vezes mais em um ®6 substrato (por exemplo LA) do que o
substrato correspondente w3 (por exemplo ALA).

[0075] Em outro aspecto, a presente invencéao
fornece uma célula recombinante compreendendo um
polinucleotideo exdégeno encodificando um diacilglicerol-
aciltransferase, em que o diacilglicerol-aciltransferase
compreende aminodcidos que tém uma sequéncia conforme
mostra a SEQ ID NO: 108, um fragmento biologicamente ativo

do mesmo, ou uma sequéncia de aminoacido que é pelo menos
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54% idéntica a SEQ ID NO: 108.

[0076] Em uma modalidade da célula de acordo com a
invencéao, desaturase e/ou elongase, ou desaturases
maltiplas e/ou elongases, pode ser purificada a partir da
microalga. As microalgas preferenciais s&o Pavliova spp,
Pyramimonas spp e Micromonas spp.

[0077] Em uma modalidade preferencial, a célula de
acordo com a invencdo ¢é uma célula eucaridtica. Por
exemplo, a célula pode ser uma célula vegetal, uma célula
de mamiferos, uma célula de inseto, uma célula de fungos ou
uma célula de levedura. A célula pode estar uma célula em
cultura de tecido, in vitro e/ou isolada.

[0078] Em uma modalidade, a célula estd em uma
planta e/ou é uma célula de semente de planta madura. A
planta pode estar no campo ou colhida como uma parte de uma
planta, ou uma semente pode ser uma semente colhida.

[0079] Em uma modalidade particular, a planta ou a
semente da planta é uma planta de 6leo de semente ou uma
semente oleosa respectivamente.

[0080] Conforme verificardo os versados na técnica,
um dentre um ou mais das elongases definidas e/ou
desaturases pode ser coexpressada na mesma célula.

[0081] Em uma outra modalidade, a célula da
invencdo é capaz de sintetizar uma longa cadeia de acidos
graxos poliinsaturados (LC-PUFA), em que uma célula ¢é
derivada de uma célula que ndo é capaz de sintetizar os
ditos LC-PUFA.

[0082] Os presentes inventores concluiram também
que a coexpressdo de um supressor silenciador pode

intensificar os niveis de biossintese de enzimas em &acido
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graxo nas células de plantas, particularmente sobre
geracdes repetidas da planta inicialmente transformadas.
Portanto, em uma modalidade preferencial, uma célula da
invengdo, com preferéncia a célula vegetal e com mais
preferéncia uma célula de 6rgdo de armazenagem de planta ou
célula de semente, compreende um exdgeno polinucleotideo
encodificando um supressor silenciador.

[0083] Com preferéncia, o exdgeno polinucleotideo
encodificando o) supressor silenciador é ligado
operavelmente a um promotor especifico de o&érgdo de
armazenagem de planta. Em uma modalidade, o promotor
especifico de dérgd&o de armazenagem de planta é um promotor
de semente especifico, um promotor especifico de cotiledon
ou um promotor especifico de endosperma que é
preferencialmente expresso na semente em desenvolvimento.

[0084] A presente invencéao apresenta,
adicionalmente, um método de obtencdo de uma célula, com
preferéncia uma célula vegetal e com mais preferéncia uma
célula de semente de planta, capaz de sintetizar uma ou
mais cadeias de &cidos graxos poliinsaturados (LC-PUFAs), o
método compreendendo:

a) a introducdo da célula, com preferéncia uma célula
que ndo é capaz de sintetizar ditos LC-PUFA, um
polinucleotideo exdgeno encodificando uma atividade de
desaturase de &cido graxo w3, em que o polinucleotideo é
ligado operavelmente a um promotor que é capaz de
direcionar a expressdo dos ditos polinucleotideo na célula,

b) a expressdo dos polinucleotideos exdgenos na
célula,

c) a andlise da composigcdo de 4&cido graxo de uma
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célula, e d) a selecdo de uma célula capaz de dessaturar
menos uma de ARA em EPA, DGLA a ETA, GLA a SDA, tanto ARA
quanto EPA e DGLA a ETA, tanto ARA gquanto em EPA e GLA a
SDA, ou todos os trés destas.

[0085] Em uma modalidade, a célula selecionada ¢é
uma célula de acordo com a invencdo. Em particular, a
célula pode compreender adicionalmente uma combinacdo de
desaturases e elongases conforme descrito na presente
invencé&o.

[0086] A presente invencéao apresenta,
adicionalmente, um método de obtencdo de uma célula, com
preferéncia uma célula vegetal e com mais preferéncia uma
célula de semente de planta, capaz de sintetizar uma ou
mais cadeias longas em Aacidos graxos poliinsaturados (LC-
PUFAs), o método compreendendo:

a) a 1introducdo em uma célula, com preferéncia a
célula que é ndo é capaz de sintetizar os ditos LC-PUFA, um
polinucleotideo exdbgeno encodificando um 4cido graxo
elongase em que o polinucleotideo é ligado operavelmente a
um promotor que é capaz de direcionar a expressdo dos ditos
polinucleotideo na célula,

b) a expressdo do polinucleotideo exdgeno na célula,

c) a andlise da composicdo de 4&cido graxo de uma

d) a selecdo de uma célula em que a elongase tem uma
atividade em EPA para produzir DPA com uma eficiéncia de
pelo menos 60%, pelo menos 65%, pelo menos 70% ou pelo
menos 75%.

[0087] Em uma modalidade do método da invencdo, a

célula selecionada é uma célula de acordo com a invencédo.
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Em particular, a célula pode compreender uma combinacdo de
desaturases e elongases conforme descritos na presente
invencé&o.

[0088] A presente invencéo apresenta,
adicionalmente, um método de obtencdo de uma célula, com
preferéncia a célula vegetal e com mais preferéncia uma
célula de semente de planta, capaz de sintetizar uma ou
mais cadeias longas de &cidos graxos poliinsaturados (LC-
PUFAs), o método compreendendo:

a) introduc&o em uma célula, com preferéncia a célula
que nédo ¢é capaz de sintetizar os ditos LC-PUFA, um
polinucleotideo exdgeno encodificando um 4cido graxo
desaturase, em que o polinucleotideo é ligado operavelmente
a um promotor que é capaz de direcionar uma expressdo dos
ditos polinucleotideos na célula,

b) expressdo do polinucleotideo exdgeno na célula,

c) anadlise da composicdo do &cido graxo de uma célula,

d) selecdo de uma célula que tem pelo menos duas, com
preferéncia todas as trés, das seguintes:

i) maior atividade de desaturase em ALA do que em LA
como substrato de 4acido graxo, com preferéncia em uma
célula vegetal,

ii) maior atividade de desaturase em ALA-CoA como
substrato de 4&cido graxo do que em ALA ¢é unida a uma
posicdo Sn-2 de PC como substrato de acido graxo, com
preferéncia em uma célula vegetal, e

11i) atividade de desaturase em ALA e A8 desaturase em
ETrA, com preferéncia em uma célula vegetal.

[0089] A presente invencédo apresenta,
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adicionalmente, um método de obtencdo de uma célula, com
preferéncia a célula vegetal e com mais preferéncia uma
célula de semente de planta, capaz de sintetizar um ou mais
cadeias de acidos graxos poliinsaturados (LC-PUFAs), em que
o método compreende:

a) a 1introducdo em uma célula, com preferéncia a
célula que ndo é capaz de sintetizar os ditos LC-PUFA, um
polinucleotideo exdégeno encodificando um 4cido graxo
desaturase, em que o polinucleotideo é ligado operavelmente
a um promotor gque ¢é capaz de direcionar a expressdo dos
ditos polinucleotideo na célula,

b) a expressdo do polinucleotideo exdgeno na célula,

c) a andlise da composicdo de 4&cido graxo de uma
célula, e

d) a selecdo de uma célula com atividade de desaturase
gque tem maior atividade em um substrato @3 do que o
substrato @6 correspondente, e com atividade em ALA para
produzir SDA com uma eficiéncia de pelo menos %, pelo
menos 7,5%, ou pelo menos 10%, ou pelo menos 35% quando
expressa em uma célula de levedura.

[0090] Em uma modalidade, a célula selecionada é a
célula de acordo com a invengdo. Em particular, a célula
pode compreender adicionalmente uma combinacéo de
desaturases e elongases conforme descritas na presente
invencéo.

[0091] A presente invencéao apresenta,
adicionalmente, um método de obtencdo de uma célula, com
preferéncia a célula vegetal e com mais preferéncia uma
célula de semente de planta, capaz de sintetizar uma ou

mais cadeias longas de acidos graxos poliinsaturados (LC-
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PUFAs), em que o método compreende:

a) a introducdo em uma célula, com preferéncia uma
célula que nédo é capaz de sintetizar os ditos LC-PUFA,
polinucleotideos exdgenos encodificando;

i) um A9 elongase,

ii) um A8 desaturase,

iii) um A5 desaturase,

iv) opcionalmente um elongase, e

v) se o elongase estiver presente, opcionalmente um A4
desaturase, em que cada polinucleotideo é ligado
operavelmente a um ou mals promotores dgue conseguem
direcionar a expressdo dos ditos polinucleotideos na
célula,

b) a expressdo de polinucleotideos exbdgenos na célula;

c) a andlise de composicdo de 4&cido graxo de uma
célula, e

d) a selecdo de uma célula em que pelo menos 15%, pelo
menos 20% ou pelo menos 25% do total de acidos graxos
compreende pelo menos 20 carbonos e pelo menos 3 ligacdes
duplas carbono-carbono em suas cadeias.

[0092] Em uma modalidade, a célula selecionada é a
célula de acordo com a invencéo.

[0093] A presente invencéao apresenta,
adicionalmente, a método de obtencdo de uma célula, com
preferéncia a célula vegetal e com mais preferéncia uma
célula de semente de planta, capaz de sintetizar uma ou
mais cadeias longas de &cidos graxos poliinsaturados (LC-
PUFAs), em que o método compreende:

a) a 1introducdo em uma célula, com preferéncia a

célula que ndo é capaz de sintetizar os ditos LC-PUFA,
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polinucleotideos exdgenos encodificando;

i) um A6 elongase e/ou um A9 elongase,

11) uma desaturase e/ou um A8 desaturase,

iii) um A5 desaturase,

iv) um A5 elongase,

v) um A4 desaturase, e

vi) opcionalmente um diacilglicerol-aciltransferase,
em que cada polinucleotideo é ligado operavelmente a um ou
mais promotores gue conseguem direcionar a expressdo dos
ditos polinucleotideos na célula,

b) expressando os polinucleotideos exdgenos na célula;

c) analisando a composicédo de 4&cido graxo de uma
célula, e d) selecionando uma célula caracterizada por um
ou mais de todas as propriedades a seguir:

1) a eficiéncia de conversdo de ALA em EPA, DPA ou DHA
é pelo menos 17,3%, ou pelo menos 23%;

2) a eficiéncia de conversdo de ALA a DPA ou DHA é
pelo menos 15,4%, ou pelo menos 21%;

3) a eficiéncia de conversdo de ALA a DHA é pelo menos
9,5%, ou pelo menos 10,8%; e

4) a eficiéncia de conversdo de EPA a DHA é pelo menos
45%, ou pelo menos 50%; e com preferéncia caracterizado,
adicionalmente, pelo fato de que pelo menos 4% do total de
dcido graxo na célula é DHA.

[0094] Em um aspecto adicional, a presente invencéo
fornece um método de obtencdo de uma célula, com
preferéncia a célula vegetal e com mais preferéncia uma
célula de semente de planta, capaz de sintetizar uma ou
mais cadeias longas de acidos graxos poliinsaturados (LC-

PUFAs), o método compreendendo:
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a) a introducdo em uma célula, com preferéncia a
célula que ¢é n&o é capaz de sintetizar os ditos LC-PUFA,
polinucleotideos exdgenos encodificando;

i) um A6 elongase e/ou um A9 elongase,

ii) um desaturase e/ou um A8 desaturase,

iii) um A5 desaturase,

iv) uma A6 elongase, e

v) opcionalmente um diacilglicerol-aciltransferase em
que cada polinucleotideo é ligado operavelmente a um ou
mais promotores que conseguem direcionar a expressdo dos
ditos polinucleotideos na célula,

b

~

expressando os polinucleotideos exdgenos na célula;

c) analisando a composicdo do 4&cido graxo de uma
célula, e

d) selecionando uma célula caracterizada por uma ou
mais de todas as propriedades seguintes

a) a eficiéncia de conversdo de ALA em EPA ou DPA é
pelo menos 17,3%, ou pelo menos 23%, e

b) a eficiéncia de conversdo de ALA a DPA é pelo menos
15,4%, ou pelo menos 21%, e com preferéncia caracterizado,
adicionalmente, pelo fato de que pelo menos 4% do total de
dcido graxo na célula é DPA.

[0095] Em uma modalidade do método de acordo com a
invencéao, 0s polinucleotideos exdgenos tornam-se
estavelmente integrados em um genoma de uma célula.

[0096] Em outra modalidade, o método adicionalmente
compreende a etapa de regeneracao de uma planta
transformada a partir de uma célula da etapa a).

[0097] Em uma outra modalidade, o(s)

polinucleotideo exdgeno (s) sdo expressos brevemente na
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célula.

[0098] Em uma modalidade, a célula é uma célula
folha em uma planta.

[0099] A presente invencéo apresenta,
adicionalmente, um processo para selecdo de uma molécula de
acido nucléico envolvida na dessaturacdo do &acido graxo
compreendendo:

i) a obtencdo de uma molécula de acido nucléico ligada
operavelmente a um promotor, a molécula de &cido nucléico
encodificando um polipeptidio que pode ser um &cido graxo
desaturase;

ii) dintroducdo da molécula de 4&cido nucléico em uma
célula em que o promotor é ativo;

iii) expressar a molécula de &cido nucléico na célula;

iv) analisar a composicdo de 4&cido graxo de uma
célula; e

v) selecionar a molécula de &acido nucléico envolvida
na dessaturacdo do 4acido graxo com base em que ©
polipeptidio tem atividade de w3 desaturase ¢é capaz de
dessaturar pelo menos uma de ARA em EPA, DGLA a ETA, GLA a
SDA, tanto ARA qguanto EPA e DGLA a ETA, tanto ARA quanto
EPA e GLA a SDA, ou todas as trés destas.

[00100] Em uma modalidade do processo, a sequéncia
de aminodcidos do polipeptideo é pelo menos 35% idéntica a
SEQ ID NO: 15, pelo menos 60% idéntica a SEQ ID NO: 17 e/ou
pelo menos 60% idéntica a SEQ ID NO:20.

[00101] A presente invencéo apresenta,
adicionalmente, um processo para selecionar uma molécula de
dcido nucléico envolvida no elongase de acido graxo

compreendendo:
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i) obtencdo de uma molécula de &cido nucléico ligado
operavelmente a um promotor, a molécula de acido nucléico
encodificando um polipeptideo que pode ser um &acido graxo
elongase,

ii) introducdo da molécula de 4cido nucléico em uma
célula em que o promotor é ativo,

iii) expressdo da molécula de 4&cido nucléico na
célula;

iv) anédlise da composicdo de 4&cido graxo de uma
célula; e

v) selecdo da molécula de &cido nucléico envolvida no
elongase de acido graxo com base em que o polipeptideo tem
atividade de elongase e uma eficiéncia de conversdo em EPA
para produzir DPA que é pelo menos 60%, pelo menos 65%,
pelo menos 70% ou pelo menos 75%.

[00102] Em uma modalidade, a sequéncia de aminoéacido
do polipeptideo é pelo menos 47% idéntica a SEQ ID NO:6.

[00103] A presente invencéao apresenta,
adicionalmente, um processo para selecionar uma molécula de
acido nucléico envolvida em dessaturacdo de &cido graxo
compreendendo:

i) obtencdo de uma molécula de &cido nucléico ligado
operavelmente a um promotor, a molécula de acido nucléico
encodificando um polipeptideo que pode ser um &acido graxo
desaturase,

ii) introducdo da molécula de &cido nucléico em uma
célula na qual o promotor é ativo,

iii) expressdo da molécula de &cido nucléico na
célula;

iv) anédlise da composicdo de 4cido graxo de uma
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célula; e

v) selecdo de uma molécula de acido nucléico envolvida
na dessaturacdo de 4&cido graxo na com base em que O
polipeptideo uma atividade desaturase e pelo menos duas,
com preferéncia todas as trés, das seguintes:

a) maior atividade de desaturase em ALA do que LA como
substrato de &cido graxo, com preferéncia in a célula
vegetal,

b) maior atividade de desaturase em ALA-CoOA como
substrato de &cido graxo do que em ALA unidos a posigdo Sn-
2 de PC como substrato de acido graxo, com preferéncia em
uma célula vegetal, e

c) A8 atividade de desaturase em ALA, com preferéncia
em uma célula vegetal. Em uma modalidade do processo, a
sequéncia de aminocdcidos de polipeptideo é pelo menos 77%
idéntica a SEQ ID NO: 10 e/ou é pelo menos 67% idéntica a
SEQ ID NO:8.

[00104] A presente invencéao apresenta,
adicionalmente, um processo para selecdo de uma molécula de
dcido nucléico envolvida em dessaturacdo de &cido graxo,
compreendendo:

i) obtencdo de uma molécula de &cido nucléico ligado
operavelmente a um promotor, a molécula de &cido nucléico
encodificando um polipeptideo que pode ser um &acido graxo
de desaturase,

ii) introducdo da molécula de &cido nucléico em uma
célula na qual o promotor é ativo,

iii) expressdo da molécula de &cido nucléico na
célula;

iv) anédlise da composicdo de 4cido graxo de uma
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célula; e

v) selecdo de uma molécula de acido nucléico envolvida
na dessaturacdo de 4cido graxo com base em que ©
polipeptideo tem ambas desaturase e atividades de A8
desaturase.

[00105] Em uma modalidade, a sequéncia de aminoéacido
do polipeptideo é pelo menos 67% idéntica a SEQ ID NO:8.

[00106] Em uma outra modalidade, etapa (v) do
processo da invencdo compreende selecionar a molécula de
acido nucléico encodificando desaturase ativa no substrato
de acila-CoAs ou uma desaturase front-end.

[00107] A presente invencéao apresenta,
adicionalmente, uma combinacdo de polinucleotideos exdgenos
conforme definido na presente invencdo gquando usado para
produzir uma célula recombinante, expressar ama combinacdo
de pelo menos dois &cidos graxos desaturases e dois acidos
graxos elongases em uma célula recombinante, e/ou para
produzir LC-PUFA em uma célula recombinante.

[00108] A presente invencéao apresenta,
adicionalmente, um &cido graxo elongase substancialmente
purificado e/ou recombinante, em que o elongase tem
atividade em EPA para produzir DPA com uma eficiéncia de
pelo menos 60%, pelo menos 65%, pelo menos 70% ou pelo
menos 75% quando expressa a partir de um polinucleotideo
exbgeno em uma célula.

[00109] Em uma modalidade, um elongase é
caracterizado por uma qualquer uma ou mais das propriedades
conforme definidas na presente invencgdo.

[00110] A presente invencéao apresenta,

adicionalmente, um acido graxo @3 desaturase a
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substancialmente purificado e/ou recombinante que ¢é capaz
de dessaturar pelo menos um de ARA em EPA, DGLA a ETA, GLA
a SDA, tanto ARA como EPA e DGLA a ETA, tanto ARA quanto
EPA e GLA a SDA, ou todos os trés destes quando expressos a
partir de um polinucleotideo exbdgeno em uma célula.

[00111] Em uma modalidade, a w3 desaturase da
invencdo é caracterizada por qualgquer uma ou mais das
propriedades conforme definidas na presente invencdo. A
presente invencdo apresenta, adicionalmente, um acido graxo
™3 desaturase a substancialmente purificado e/ou
recombinante, em que desaturase é caracterizada
adicionalmente por ter pelo menos duas, com preferéncia
todas as trés, das seguintes;

i) em ALA do que substrato de 4&cido graxo, com
preferéncia em uma célula vegetal,

ii) maior atividade de desaturase em ALA-CoA como
substrato de &cido graxo do que em ALA unido a posicgdo Sn-2
de PC como substrato de acido graxo, com preferéncia em uma
célula vegetal, e

iid) A8 atividade de desaturase em ETrA, com
preferéncia em uma célula vegetal.

[00112] A presente invencéao apresenta,
adicionalmente, uma desaturase de acido graxo
substancialmente purificada e/ou recombinante, em que
desaturase tem maior atividade em um @3 substrato do que o
substrato @6, e em qgue desaturase tem atividade em ALA
para produzir SDA com uma eficiéncia de pelo menos 5%, pelo
menos 7,5%, ou pelo menos 10% quando o desaturase &
expresso a partir de um polinucleotideo exdgeno em uma

célula, ou pelo menos 35% quando expresso em uma célula de
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levedura.

[00113] Em uma modalidade, a desaturase A6 da
invencdo é caracterizada por uma ou mais das propriedades
conforme ora definidas.

[00114] A presente invencéo apresenta,
adicionalmente, um acido graxo e/ou recombinante
substancialmente purificado A6 elongase e A9 elongase, em
que o elongase tem atividade A6 elongase maior do que a
atividade A9 elongase.

[00115] Em uma modalidade, a A6 elongase e A9
elongase da invencdo caracterizam-se por qualquer uma ou
mais das propriedades como ora definidas.

[00116] A presente invencédo apresenta,
adicionalmente, a acido graxo recombinante e/ou
substancialmente purificado A5 desaturase, que compreende
aminoacidos que tém uma sequéncia conforme mostra a SEQ ID
NO: 13, um fragmento biologicamente ativo do mesmo, ou uma

sequéncia de aminodcido que é pelo menos 53% idéntica a SEQ

ID NO: 13.
[00117] A presente invencéao apresenta,
adicionalmente, a acido graxo recombinante e/ou

substancialmente purificado A9 elongase que compreende
aminodcidos que tém uma sequéncia conforme mostra qualquer
uma entre as SEQ ID NOs: 28, 94 e 96, um fragmento
biologicamente ativo do mesmo, uma sequéncia de aminoacido
que ¢é pelo menos 81% idéntica a SEQ ID NO:28, ou uma
sequéncia de aminoacido que é pelo menos 50% idéntica a SEQ
ID NO: 94 e/ou SEQ ID NO:96.

[00118] Em uma modalidade, o A9 elongase compreende

aminoacidos que tém uma sequéncia conforme mostra a SEQ ID
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NO:94 ou SEQ ID NO:96, um fragmento biologicamente ativo do
mesmo, ou uma sequéncia de amincadcido que é pelo menos 50%
idéntica a SEQ ID NO: 94 e/ou SEQ ID NO:96, e em que O
elongase tem atividade maior sobre um substrato @6 do que
o0 substrato w3 correspondente.

[00119] Em outro aspecto, a presente invencéo
apresenta um diacilglicerol-aciltransferase recombinante
e/ou substancialmente purificado que compreende aminodcidos
que tém uma sequéncia conforme mostra a SEQ ID NO: 108, um
fragmento biologicamente ativo do mesmo, ou uma sequéncia
de aminodcido que é pelo menos 54% idéntica a SEQ ID NO:
108.

[00120] Em uma modalidade, uma desaturase ou
elongase, de acordo com a invencdo, pode ser purificado a
partir de microalga. As microalgas preferenciais séo
Pavliova spp, Pyramimonas spp e Micromonas spp.

[00121] A presente invencéao apresenta,
adicionalmente, um polinucleotideo exdgeno e/ou isolado
compreendendo:

i) uma sequéncia de nucleotideos selecionada a partir
de qualgquer um da SEQ ID NOs:3, 5, 7, 9, 11, 12, 14, 16,
18, 19, 27, 29, 93, 95, 107 ou 125 em 129,

ii) wuma sequéncia de nucleotideos encodificando um
desaturase ou um elongase de acordo com a invencgdo,

iii) a sequéncia de nucleotideos que s&do pelo menos
50% idénticos a um ou mais das sequéncias fixadas nas SEQ
Ib NOs: 3, 5, 7, 9, 11, 12, 14, 16, 18, 19, 27, 29, 93, 95,
107 ou 125 a 129, e/ou

iv) uma sequéncia que se hibridiza a qualquer uma

dentre as etapas i) até i1ii) sob condic¢des rigorosas.
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[00122] Em uma modalidade, o polinucleotideo exdgeno
e/ou isolado compreende uma sequéncia de nucleotideos que é
pelo menos 57% idéntica a SEQ ID NO: 3 e/ou SEQ ID NO: 126,
e encodifica um A6 elongase.

[00123] Em outra modalidade, o polinucleotideo
exdgeno e/ou isolado compreende a sequéncia de nucleotideos
que é pelo menos 50% idéntica a SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO:

16, SEQ ID NO: 18 e/ou SEQ ID NO: 19, e encodifica um @3

desaturase.
[00124] Em outra modalidade, o polinucleotideo
exdgeno e/ou isolado compreende uma sequéncia de

nucleotideos que é pelo menos 50% idéntica a SEQ ID NO:5
e/ou SEQ ID NO: 128 e encodifica um elongase A5.

[00125] Em uma modalidade, o polinucleotideo exdgeno
e/ou isolado compreende uma sequéncia de nucleotideos que é
pelo menos 75% idéntica a SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9, SEQ ID
NO:11 e/ou SEQ ID NO: 125, e encodifica um desaturase A6.

[00126] Em ainda outra modalidade, o polinucleotideo
exdgeno e/ou isolado compreende uma sequéncia de
nucleotideos que é pelo menos 60% idéntica a SEQ ID NO: 12,
e encodifica um A5 desaturase. Em outra modalidade, o
polinucleotideo exbgeno e/ou isolado compreende uma
sequéncia de nucleotideos que é pelo menos 50% idéntica a
SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO0:93 e/ou SEQ ID NO:96,
e encodifica um A9 elongase.

[00127] Em ainda outra modalidade, o polinucleotideo
exbdgeno e/ou isolado compreende uma sequéncia de
nucleotideos que é pelo menos 60% idéntica a SEQ ID NO:
107, e encodifica um diacilglicerol-aciltransferase.

[00128] Em uma modalidade particular, o
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polinucleotideo exdgeno e/ou isolado é pelo menos 80%, ou
pelo menos 90%, ou pelo menos 95%, ou pelo menos 99%
idéntica a uma das sequéncias apresentadas nas SEQ ID NOs:
3, 5 7, 9, 11, 12, 14, 16, 18, 19, 27, 29, 93, 95, 107 ou
125 a 129.

[00129] A presente invencéo apresenta,
adicionalmente, a construcdo de DNA para integracdo e/ou
integrado no genoma de uma célula vegetal, em dque a
construcdo compreende um agrupamento de pelo menos trés
quadros de leitura abertos encodificando proteinas que
modulam a sintese de acido graxo na célula vegetal em que,
com preferéncia, cada proteina é um acido graxo desaturase
ou um &cido graxo elongase, em que cada frase aberta de
leitura que tem a mesma orientacdo de transcricdo é
separado por pelo menos 750bp, pelo menos 1.000bp ou pelo
menos 1.250bp, e pelo menos dois dos quadros abertos de
leitura tém orientacdes de transcricdo diferentes, em que
cada frase aberta de leitura é ligado operavelmente a um
promoter que é ativo na célula vegetal e cada promotor pode
ser, independentemente, iguais ou diferentes.

[00130] Com preferéncia, pelo menos dois dos
promotores que estdo na construcdo de DNA sdo diferentes.

[00131] Um ou mais, ou cada frase aberta de leitura
é com preferéncia ligado operavelmente a uma sequéncia
lider  heterdloga 5', em que cada uma pode ser,
independentemente, igual ou diferente, em que cada
sequéncia lider heterdloga 5' intensifica a traducdo eficaz
relacionada com a sequéncia lider 5 que ocorre
naturalmente para a frase aberta de leitura particular.

[00132] Na construcgédo de DNA da invencéao, a
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sequéncia lider 5' &, com preferéncia, um virus em mosaico
do tabaco (TMV) .

[00133] Na construcdo de DNA, de acordo com a
invencdo, as proteinas, com preferéncia, sdo elongases e/ou
desaturase, com mais preferéncia uma combinacdo conforme
ora descrita.

[00134] Em ainda outra modalidade, a construcdo de
DNA de acordo com a invencdo tem somente trés ou quatro
quadros abertos de leitura que sdo traduzidos em proteinas.

[00135] A presente invencéao apresenta,
adicionalmente, um vetor compreendendo o polinucleotideo de
acordo com a invencdo e/ou construcdo de DNA, de acordo com
a invencéo.

[00136] Com preferéncia, o polinucleotideo é ligado
operavelmente a um promotor.

[00137] A presente invencdo fornece ainda um método
para produzir a dessaturase ou elongase de acordo com a
invencdo, o método que compreende expressar em uma célula
ou sistema de expressdo sem célula do polinucleotideo da
invencdo, a construcdo de DNA da invencdo e/ou o vetor da
invencé&o.

[00138] Os presentes inventores também
surpreendentemente descobriram que pelo menos trés 4&cidos
nucléicos de transferéncia extracromossomal independente
que compreende diferentes polinucleotideos exdgenos podem
ser provisoriamente transfectados em uma célula eucaridtica
e a atividade de cada polinucleotideo exdédgeno na célula, em
combinacdo. Logo, em outro aspecto a presente invencdo
fornece ainda um método de transfectar provisoriamente uma

célula eucaridtica com pelo menos trés diferentes
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polinucleotideos exdgenos, o método compreendendo:

i) obter pelo menos

a) uma primeira bactéria que compreende um acido de
transferéncia extracromossomal que compreende um primeiro
polinucleotideo exdgeno,

b) uma segunda bactéria gque compreende um acido de
transferéncia extracromossomal gque compreende um segundo
polinucleotideo exdgeno, e

c) uma terceira bactéria que compreende um &acido de
transferéncia extracromossomal que compreende um terceiro
polinucleotideo exdgeno, e

ii) colocar em contato uma célula com a bactéria da
etapa 1), em que cada dos 4cidos de transferéncia
extracromossomal sdo transferidos da Dbactéria para uma
célula para produzir uma célula provisoriamente
transfectada, em que cada um dos polinucleotideos exdgenos
compreende um promotor que é ativo na célula, em que cada
promotor pode independentemente ser o mesmo ou diferente, e
em que pelo menos um dos polinucleotideos exdgenos codifica
um supressor de silenciamento.

[00139] Etapa i1i) pode ser conduzida sequencialmente
ou simultaneamente com uma ou mais das Dbactérias. Por
exemplo, uma célula pode ser colocada em contato com a
primeira Dbactéria, entdo a segunda bactéria e assim por
diante. Em outro exemplo, uma célula é colocada em contato
com cada bactéria ao mesmo tempo, preferivelmente como uma
mistura das bactérias. As concentracdes das diferentes
bactérias podem ser variadas uma em relacdo a outra ou pode
ser a mesma ou similar. As bactérias podem ser reunidas em

isolados, por exemplo, compreendendo varios isolados de uma
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colecao de cepas.

[00140] Em uma modalidade, o método compreende ainda
obter, e entdo colocar em contato uma célula com, uma ou
mais bactérias adicionais cada uma que compreende um acido
de transferéncia extracromossomal que compreende diferentes
polinucleotideos exdgenos. Por exemplo, em uma modalidade,
o método compreende obter, e entdo colocar em contato uma
célula com, uma quarta bactéria gque compreende um &acido de
transferéncia extracromossomal gue compreende um guarto
polinucleotideo exbdgeno. Em uma modalidade adicional, o
método compreende obter, e entdo colocar em contato uma
célula com, uma quinta bactéria que compreende um &cido de
transferéncia extracromossomal que compreende o guinto
polinucleotideo exdédgeno. Em uma modalidade adicional, o
método compreende obter, e entdo colocar em contato uma
célula com, uma sexta bactéria qgque compreende um acido de
transferéncia extracromossomal que compreende um sSexto
polinucleotideo exbdgeno. Em uma modalidade adicional, o
método compreende obter, e entdo colocar em contato uma
célula com, uma sétima bactéria gque compreende um &acido de
transferéncia extracromossomal gue compreende um sétimo
polinucleotideo exbdgeno. Ainda em outra modalidade
adicional, o método compreende obter, e entdo colocar em
contato uma célula com, uma oitava bactéria que compreende
um acido de transferéncia extracromossomal que compreende
um oitavo polinucleotideo exdbdgeno.

[00141] De preferéncia, oS diferentes
polinucleotideos exdgenos codificam diferentes moléculas de
RNA e/ou polipeptideos.

[00142] Em uma modalidade, cada polinucleotideo

Peticao 870210120168, de 23/12/2021, pag. 55/281



42/263

exbgeno codifica uma enzima gque forma parte de uma via
enzimdtica ou é um candidato para tal enzima.

[00143] O aspecto acima é particularmente Util para
estudar polinucleotideos e/ou polipeptideos que formam vias
biolbégicas grandes e/ou complexas. Por conseguinte, em uma
modalidade preferida, cada polinucleotideo exdgeno codifica
uma enzima, ou é um candidato para tal enzima, envolvida em
sintese de 4cido graxo, modificacdo de 4&cido graxo,
formacdo de diacilglicerol, formacdo de triacilglicerol, ou
uma combinacdo de dois ou mais destes.

[00144] Em uma modalidade, um ou mais da bactéria
estd na forma de uma protoplasta. Exemplos de bactéria util
para a invencdo incluem, mas ndo estdo limitados a,

Agrobacterium sp., Rhizobium sp., Sinorhizobium meliloti,

Mezorhizobium loti, Shigella flexneri, Salmonella
typhimurium, Salmonella choleraesuis, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli, Yersinia

pseudotuberculosis e Yersinia enter ocolitica.

[00145] Exemplos de acidos de transferéncia
extracromossomal Util para a invencdo incluem, mas néao
estdo limitados a, sdo P-DNA, Agrobacterium sp. T-DNA, ou
uma combinacdo destes.

[00146] De preferéncia, uma célula do aspecto acima
é uma célula vegetal ou uma célula de mamifero. Em uma
modalidade, a célula é parte de um tecido ou 6rgdo. Em
outra modalidade, a célula é uma célula vegetal, e o tecido
ou o6rgdo ¢é uma folha, caule, raiz, meristema, calo ou
6vulo.

[00147] Os presentes inventores também determinaram

que quando os promotores s&o promotores especificos de
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semente, a expressdo dos polinucleotideos exdgenos em
células de folha pode ser intensificada por co-expressdo de
um fator de transcricdo especifico de semente como
cotilédone folhoso 2, fusca3l ou sensivel um acido
abcisico3. Exemplos de proteinas de cotilédone folhoso 2
incluem, mas n&do estdo limitados aquelas descritas em WO
01/70777. Logo, em uma modalidade preferida, a célula
vegetal é uma célula de folha de planta, pelo menos um dos
promotores é um promotor especifico de semente e pelo menos
um dos polinucleotideos exdgenos codifica uma transcricgdo
especifica de semente como cotilédone folhoso 2.

[00148] Em uma modalidade, nenhum dos
polinucleotideos exdégenos €& um gene viral. Em uma
modalidade, um ou mais dos polinucleotideos exdgenos estédo
apenas presentes no acido de transferéncia extracromossomal
como uma cobdpia simples, nd&o como um multimero ou multimero
parcial de uma sequéncia de acido nucléico definida. Em uma
modalidade adicional, pelo menos um dos aAcidos de
transferéncia extracromossomal ndo compreende uma origem de
replicacdo que é funcional na célula, preferivelmente né&o
uma origem de replicagdo viral e mais preferivelmente néo
uma origem de replicacdo FBNYV. Em uma modalidade
adicional, nenhum dos polinucleotideos exdgenos codifica
uma replicase viral ou uma proteina do movimento viral como
aquelas descritas em WO 2007/137788 e por Marillonnet et
al. (2005).

[00149] Também é fornecido um método de rastreamento
uma célula provisoriamente transfectada para a atividade
desejada, o método que compreende desempenhar o método de

transfectar provisoriamente uma célula eucaridtica com pelo
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menos trés polinucleotideos exbdgenos da invencdo, e testar
a célula para a atividade desejada.

[00150] Os presentes inventores também identificaram
que a transformacdo de células, particularmente células
vegetais, com mais do que seis genescan diferentes ¢é
intensificada ao fornecer os genes através de diferentes
dcidos de transferéncia extracromossomal. Logo, em outro
aspecto a presente invencéao fornece um método de
transformar uma célula eucaridtica com pelo menos seis
diferentes polinucleotideos exdgenos, o método que
compreende

i) obter pelo menos

a) uma primeira bactéria que compreende um primeiro
adcido de transferéncia extracromossomal que compreende
trés, quatro, cinco ou seis diferentes polinucleotideos
exbgenos, e

b) uma segunda bactéria que compreende um segundo
dcido de transferéncia extracromossomal diferente do
primeiro que compreende trés, quatro, cinco ou seis
diferentes polinucleotideos exdbdgenos,

ii) colocar em contato uma célula com a bactéria da
etapa 1), e

iii) opcionalmente selecionar uma célula estavelmente
transformada com os polinucleotideos exdgenos do primeiro e
segundos &cidos de transferéncia extracromossomal, em que
cada um dos polinucleotideos exbdgenos do primeiro e
segundos 4acidos de transferéncia extracromossomal séao
transferidos da bactéria para a célula para produzir a
célula transformada, em que cada dos polinucleotideos

exbgenos compreende um promotor que é ativo na célula ou
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uma célula que derivavel deste, e em gque cada promotor pode
independentemente ser o mesmo ou diferente.

[00151] As etapas 1i)a) e 1i)b) podem ser conduzidas
sequencialmente ou simultaneamente com as duas bactérias.
Por exemplo, a célula pode ser colocada em contato com a
primeira bactéria e entdo com a segunda bactéria. A célula
colocada em contato com a segunda bactéria pode ser uma
célula progenitora ou derivada da célula colocada em
contato com a primeira bactéria. Em outro exemplo, a célula
é colocada em contato com as ambas as bactérias ao mesmo
tempo.

[00152] Em uma modalidade, i) o primeiro &cido de
transferéncia extracromossomal, possul apenas trés a seis,
apenas trés a cinco, apenas trés a quatro, apenas quatro a
seis, apenas quatro a c¢inco, ou apenas cinco a seis
diferentes polinucleotideos exdgenos, e ii) o segundo acido
de transferéncia extracromossomal, possui apenas trés a
seis, apenas trés a cinco, apenas trés a quatro, apenas
quatro a seis, apenas quatro a cinco, ou apenas cinco A
seis diferentes polinucleotideos exdgenos.

[00153] De preferéncia, cada um dos polinucleotideos
exbgenos codifica polipeptideos, e em que cada dos
polipeptideos s&o diferentes.

[00154] Em uma modalidade adicional,

i) o primeiro &cido de transferéncia extracromossomal
compreende dois polinucleotideos exdgenos independentemente
que codificam polipeptideos selecionado do grupo formado
por uma A6 dessaturase, uma Al2 dessaturase e uma AlS
dessaturase, e

ii) o segundo &cido de transferéncia extracromossomal
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compreende um polinucleotideo exdgeno que codifica um
polipeptideo que é a terceira enzima do grupo.

[00155] De preferéncia, a célula é uma célula
vegetal e o método compreende ainda a etapa de gerar uma
planta transformada da célula estavelmente transformada.

[00156] Também é fornecida uma célula produzida pelo
método de transfectar provisoriamente uma célula
eucaridética com pelo menos trés polinucleotideos exdgenos
da invencdo, ou o método de transformar uma célula
eucaridtica com pelo menos seis diferentes polinucleotideos
exbgenos da invencéo.

[00157] Em um aspecto adicional, a presente invencdao
fornece um método para produzir uma planta estavelmente
transformada com pelo menos seis diferentes
polinucleotideos exdgenos, o método que compreende

i) obter uma primeira planta estavelmente transformada
que compreende uma primeira regido gendmica exdgena dque
compreende trés, quatro, cinco ou seis diferentes
polinucleotideos exdbgenos,

i) obter uma segunda planta estavelmente transformada
de uma espécie sexualmente compativel com a primeira e que
compreende uma segunda regido gendmica exdgena diferente da
primeira que compreende trés, quatro, cinco ou seis
diferentes polinucleotideos exdgenos,

iid) cruzar a primeira planta estavelmente
transformada com a segunda planta estavelmente
transformada, e

iv) selecionar uma planta produzida da etapa 1ii) ou
um produto destas que compreende a primeira e segunda

regides gendmicas, com isso produzindo a planta
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estavelmente transformada, em que cada um dos
polinucleotideos exdbgenos compreende um promotor que é
ativo na planta, e em que cada promotor pode
independentemente ser o mesmo ou diferente.

[00158] Em uma modalidade preferida, os
polinucleotideos exdgenos da primeira e/ou segunda regides
gendbmicas exdgenas sdo orientados e espacados como descrito
acima para a construcdo de DNA da invencéo.

[00159] Qualgquer sequéncia de promotor pode estar
presente multiplas vezes, ou pode ser utilizado apenas uma
vez dentro da primeira e segunda regides gendmicas
exbdgenas, oOuUu um ou mais promotores podem ser utilizados
miltiplas vezes e um ou mais outros promotores serem
utilizados apenas uma vez na primeira e segunda regides
gendbmicas exdédgenas. Cada promotor de planta pode ser,
independentemente, preferencialmente ativo em um tecido ou
6rgdo da planta, como na folha ou na semente, em relacdo a
outros tecidos ou o6rgdos. Isto pode permitir expresséo
simultdnea, ou expressido sobreposta, de todas as regides de
codificagcdo de proteina introduzidas, na planta 6rgdo ou
tecido. Em uma modalidade alternativa, um ou mais
promotores sdo constitutivamente expressos na planta e um
ou mais de outros promotores sdo preferencialmente
expressos no 6rgdo ou tecido da planta.

[00160] Em uma modalidade, a etapa 1) compreende
produzir a primeira planta estavelmente transformada por

a) colocar em contato uma célula vegetal com uma
primeira Dbactéria que compreende um primeiro Aacido de
transferéncia extracromossomal que compreende trés, quatro,

cinco ou seis diferentes polinucleotideos exdgenos,
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b) gerar uma planta estavelmente transformada da

célula vegetal da etapa a), e opcionalmente

c) produzir a planta descendente da planta
estavelmente transformada da etapa Db); e/ou etapa 1ii)
compreende produzir a segunda planta estavelmente

transformada por

d) colocar em contato uma célula vegetal com uma
segunda bactéria que compreende um segundo Aacido de
transferéncia extracromossomal que compreende trés, quatro,
cinco ou seis diferentes polinucleotideos exdgenos,

e) gerar uma planta estavelmente transformada da
célula vegetal da etapa d), e opcionalmente

f) produzir uma planta descendente da planta
estavelmente transformada da etapa e).

[00161] Em outro aspecto, a presente invencéao
fornece um método para produzir uma planta estavelmente
transformada com pelo menos seils diferentes
polinucleotideos exdgenos, o método que compreende

i) obter uma primeira planta estavelmente transformada
ou parte de planta que compreende uma primeira regiéo
gendmica exdgena que compreende trés, quatro, cinco ou seis
diferentes polinucleotideos exdgenos,

ii) colocar em contato uma célula da primeira planta
estavelmente transformada ou parte de planta com uma
bactéria que compreende um acido de transferéncia
extracromossomal que compreende trés, quatro, cinco ou seis
diferentes polinucleotideos exdgenos,

iii) produzir uma planta da célula, e

iv) de forma opcional, selecionar uma planta produzida

da etapa 1ii) que compreende os pelo menos seis diferentes
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polinucleotideos exdgenos.

[00162] Com relacdo a etapa de "colocar em contato
uma célula com a bactéria da etapa i)" os aspectos acima,
como o destinatdrio qualificado estaria ciente que isto é
realizado para um  tempo adequado e sob condicgdes
apropriadas para os acidos de transferéncia
extracromossomal a serem transferidos da bactéria para a
célula.

[00163] Em um aspecto adicional, a presente invencéo
fornece uma célula eucaridtica que compreende pelo menos

a) um primeiro acido de transferéncia extracromossomal
que compreende um primeiro polinucleotideo exdgeno,

b) um segundo &4cido de transferéncia extracromossomal
que compreende um segundo polinucleotideo exdgeno, e

c) um terceiro acido de transferéncia extracromossomal
que compreende um terceiro polinucleotideo exdgeno.

[00164] Em uma modalidade, a célula promove um ou
mais bactéria adicional, cada uma que compreende um Aacido
de transferéncia extracromossomal que compreende diferentes
polinucleotideos exdgenos.

[00165] Também ¢é fornecida uma planta, ou produto
desta, ou semente que compreende uma primeira regido
gendmica exdgena que compreende trés, quatro, cinco ou seis
diferentes polinucleotideos exdégenos, e uma segunda regido
gendmica exdgena que compreende trés, quatro, cinco ou seis
diferentes polinucleotideos exdgenos. Os polinucleotideos
exbgenos da(s) regido (des) gendmica (s) exbdbgena (s) s&o
preferivelmente orientados e espacados como descrito acima
para a construcdo de DNA.

[00166] A presente invencéo fornece ainda um
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organismo ndo-humano transgénico que compreende uma célula
de acordo com a invencdo. Em uma modalidade, cada célula do
organismo é uma célula de acordo com a invencéo.

[00167] De preferéncia, o organismo ndo-humano
transgénico é uma planta transgénica, mais preferivelmente
uma planta oleaginosa transgénica para produzir o éleo como
listado abaixo. Em uma modalidade adicional, a planta
transgénica compreende pelo menos um polinucleotideo
exdgeno adicional que codifica um supressor de
silenciamento 1ligado de maneira operdvel a um promotor
especifico de oérgdo de armazenamento de planta, em que a
planta é fenotipicamente normal.

[00168] A presente invencdo fornece ainda uma
semente que compreende a célula de acordo com a invencgdo ou
obtida da planta transgénica da invencéo.

[00169] A presente invencdo fornece ainda 6leo
produzido por, ou obtido de, a célula de acordo com a
invencdo, o organismo ndo-humano transgénico da invencéo,
ou a semente da invencgéo.

[00170] Em uma modalidade, o ©6éleo ¢é obtido por
extracdo de 6leo de uma oleaginosa.

[00171] Em uma modalidade, o 6leo é 6leo de canola
(Brassica napus, Brassica rapa ssp.), ©Oleo de mostrada
(Brassica juncea), outro 6leo de Brassica, 6leo de girassol
(Helianthus annus), 6leo de linhaca (Linum usitatissimum),
6leo de soja (Glycine max), Oleo de acafroa (Carthamus
tinctorius), ©éleo de milho (Zea mays), éleo de tabaco
(Nicotiana tabacum), &éleo de amendoim (Arachis hypogaea),
6leo de palma, &éleo de semente de algoddo (Gossypium

hirsutum), 6éleo de coco (Cocos nucifera), O6leo de abacate
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(Persea americana), azeite de oliva (Olea europaea), O6leo
de caju (Anacardium occidentale), b6leo de macadamia
(Macadamia inter grifolia), b6leo de améndoa (Prunus
amygdalus) ou Oleo de semente de Arabidopsis (Arabidopsis
thaliana) .

[00172] A presente invencdo fornece ainda um &cido
graxo produzido por, ou obtido de, a célula de acordo com a
invencdo, o organismo ndo-humano transgénico da invencdo,
ou a semente da invencéo.

[00173] A presente invencdo fornece ainda um método
para produzir 6leo que contém acidos graxos insaturados, o
método que compreende extrair 6leo da célula de acordo com
a invencéo, do organismo ndo-humano transgénico da
invencdo, ou da semente da invencéo.

[00174] A presente 1invencdo fornece ainda uma
composigcdo que compreende uma célula de acordo com a
invencdo, a ou elongase de acordo com a invengdo, um
polinucleotideo de acordo com a invencgdo, uma construcdo de
DNA de acordo com a invencdo, um vetor da invencdo, um 6leo
de acordo com a invencdo ou um acido graxo da invencéo.

[00175] A presente invencdo fornece ainda racdes
animais, cosméticos ou substdncias quimicas que compreende
a célula de acordo com a inveng¢do, o organismo n&o-humano
transgénico de acordo com a 1invencdo, a semente de acordo
com a invencdo, o O6leo de acordo com a invencdo e/ou o
adcido graxo da invencéo.

[00176] A presente invencdo fornece ainda um método
de realizar uma reacdo de dessaturase, o método que
compreende colocar em contato um acido graxo poliinsaturado

esterificado em CoA com a dessaturase da invengdo. A
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presente invencéao fornece ainda um anticorpo
substancialmente purificado, ou fragmento destes, que liga
especificamente uma dessaturase ou elongase da invencéo.

[00177] A presente invencdo fornece ainda um método
de tratar ou prevenir uma condi¢do que se beneficiaria de
uma PUFA, o método que compreende administrar a um
individuo uma <célula de acordo com a invencéo, a
dessaturase ou elongase de acordo com a invencdo, um
polinucleotideo de acordo com a invencdo, uma construcdo de
DNA de acordo com a invencdo, um vetor da invencdo, um
organismo ndo-humano transgénico de acordo com a invencéo,
uma semente de acordo com a invencdo, um 6leo de acordo com
a invencdo ou um &cido graxo da invencdo e/ou a racao
animal da invencéo.

[00178] Em uma modalidade, a condicdo ¢é arritmia
cardiaca, angioplastia, inflamacéo, asma, psoriase,
osteoporose, pedras nos rins, AIDS, esclerose multipla,
artrite reumatica, doenca de Crohn, esquizofrenia, céncer,
sindrome do alcoolismo fetal, transtorno de déficit de
atencdo e hiperatividade, fibrose cistica, fenilcetonturia,
depresséo unipolar, agressividade e hostilidade,
adrenoleucodistrofia, doenca cardiaca coronariana,
hipertensdo, diabetes, obesidade, mal de Alzheimer, doenca
pulmonar obstrutiva crdnica, colite ulcerativa, reestenose
apds angioplastia, eczema, presséo alta, agregacéao
plaquetaria, sangramento gastrointestinal, endometriose,
tensdo pré-menstrual, encefalomielite midlgica, fadiga
crénica apds infecgdes virais ou uma doenca ocular.

[00179] A presente invencdo fornece ainda uso de uma

célula de acordo com a invencdo, a dessaturase ou elongase
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de acordo com a invencdo, um polinucleotideo de acordo com
a invencdo, uma construcdo de DNA de acordo com a invencéo,
um vetor da invencdo, um organismo ndo-humano transgénico
de acordo com a invencdo, uma semente de acordo com a
invencdo, um &6leo de acordo com a invencdo ou um Aacido
graxo da invencdo e/ou uma racdo animal da invencdo para a
fabricacdo de um medicamento para tratar ou prevenir uma
condicdo que se beneficiaria de uma PUFA.

[00180] Os presentes 1inventores surpreendentemente
descobriram que supressores de silenciamento podem
preferencialmente ser expressos em 6rgdos de armazenamento
de planta para intensificar os niveis de expressdo de
transgene em células vegetais sem afetar significativamente
o desenvolvimento da planta.

[00181] Por conseguinte, a presente invencdo fornece
uma célula vegetal que compreende

i) um primeiro polinucleotideo exdgeno que codifica um
supressor de silenciamento, ligado de maneira operavel a um
promotor especifico de 6érgdo de armazenamento de planta, e

ii) um segundo polinucleotideo exbdgeno gque codifica
uma molécula de RNA, ligada de maneira operavel a um
promotor que direciona transcricdo de gene no 6rgdo de
armazenamento de planta.

[00182] De preferéncia, o promotor especifico de
6rgédo de armazenamento de planta é ou promotor especifico
de semente como um promotor especifico de cotilédone ou um
promotor especifico de endosperma. Em uma modalidade, o
supressor de silenciamento ¢é uma proteina de supresséo
viral como, mas ndo limitada a, P1l, P19, V2, P38, Pl5, Pe-

Po e RPV-PO.
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[00183] De forma tipica, quando a proteina de
supressdo viral é constitutivamente expressa em uma planta,
a planta é fenotipicamente anormal, mas quando O SUPressor
de silenciamento é expresso especificamente no &érgdo de
armazenamento, a planta é fenotipicamente normal. Exemplos
de tais proteinas de supressdo viral incluem, mas ndo estédo
limitados a, P1l, P19 e P15.

[00184] Em uma modalidade adicional, a proteina de
supressdo viral reduz a acumulacdo de microRNA e/ou

clivagem guiada de microRNA.

[00185] A molécula de RNA pode ser funcional por si
sé como, mas nado limitado a, um polinucleotideo
antissentido, polinucleotideo catalitico, dsRNA e/ou

microRNA. De forma alternativa, a molécula de RNA pode
codificar um polipeptideo com uma fungdo desejada como, mas
ndo limitada a, uma enzima envolvida em sintese ou
modificacdo de &acido graxo, uma proteina de armazenamento
de semente como, por exemplo, uma glutenina ou gliadina
cereal, uma enzima envolvida em sintese ou modificacdo de
carboidrato, metabolismo secundadrio ou uma farmacéutica.
Exemplos de proteinas farmacéuticas incluem, mas ndo estdo
limitadas a, anticorpos assim como moléculas relacionadas a
anticorpo e fragmentos destas, polipeptideos antigénicos
que podem, por exemplo, fornecer protecdo imunoldgica
contra cancer, um agente infeccioso, uma citocina como, por
exemplo, fator de estimulacdo de coldénia de granuldcitos e
macrbéfagos, interferon-o, albumina de soro humano, e
eritropoietina.

[00186] Em uma modalidade adicional, a célula

compreende pelo menos um, pelo menos dois, pelo menos trés,
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pelo menos quatro ou pelo menos cinco ou mais diferentes
polinucleotideos exdgenos adicionais, cada um que codifica
uma molécula de RNA e estando ligado de maneira operéavel a
um promotor gue direciona transcricdo de gene no 6rgdo de
armazenamento. Cada polinucleotideo exdgeno pode ser ligado
de maneira operavel ao mesmo promotor, a promotores
diferentes ou uma combinacdo destes.

[00187] Em uma modalidade, oS polinucleotideos
exbgenos sdo DNA.

[00188] Em uma modalidade adicional, a célula esté
em um 6rgdo de armazenamento de planta como uma semente.

[00189] Em uma modalidade preferida, a molécula de
RNA estd presente em um nivel aumentado em relagdo a uma
célula isogénica carente do ©primeiro polinucleotideo
exbgeno. De preferéncia, o nivel é aumentado em pelo menos
10%, em pelo menos 20%, e mais preferivelmente em pelo
menos 30%.

[00190] Em outra modalidade, pelo menos uma molécula
de RNA codificada por pelo menos um dos polinucleotideos
exbgenos adicionais estd presente em um nivel aumentado em
relacdo a uma célula isogénica carente do primeiro
polinucleotideo exdgeno.

[00191] Também ¢é fornecida uma planta transgénica
que compreende uma célula do aspecto acima. Em uma
modalidade, cada célula da planta ¢é como definida no
aspecto acima. Em uma modalidade particularmente preferida,
a planta ¢é fenotipicamente normal gquando comparada a uma
planta carente da dita célula.

[00192] Ainda em outro aspecto é fornecido um &érgéo

de armazenamento de planta que compreende uma célula do
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aspecto acima e/ou obtido da planta transgénica definida
acima.

[00193] Em uma modalidade, o 6érgdo de armazenamento
de planta é uma semente.

[00194] Em wum aspecto adicional, ¢é fornecido um
método de obter wuma planta fenotipicamente normal que
possui niveis aumentados de uma molécula de RNA em seu
6rgdo de armazenamento, que compreende

a) introduzir em uma célula vegetal

i) um primeiro polinucleotideo exdgeno que codifica um
supressor de silenciamento ligado de maneira operavel a um
promotor especifico de 6rgdo de armazenamento de planta, e

ii) um segundo polinucleotideo exbdgeno que codifica
uma molécula de RNA ligada de maneira operavel a um
promotor que direciona a transcricdo de gene no 6rgdo de
armazenamento de planta,

b) regenerar uma planta transformada da célula da
etapa a), c¢) cultivar a planta transformada até que esta
produza 6rgdos de armazenamento,

d) determinar o nivel da molécula de RNA no 6rgdc de
armazenamento, e

e) selecionar uma planta que é fenotipicamente normal,
e em qgque a molécula de RNA estd presente em um nivel
aumentado no 6rgdo de armazenamento em relacdo a 6rgdo de
armazenamento correspondente carente do primeiro
polinucleotideo exdgeno.

[00195] Ainda em um aspecto adicional, é fornecido
um método de obter uma planta fenotipicamente normal que
possuli expressdo estabilizada de uma molécula de RNA em seu

6rgdo de armazenamento, que compreende
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a) introduzir em uma célula vegetal

i) um primeiro polinucleotideo exdgeno que codifica um
supressor de silenciamento ligado de maneira operavel a um
promotor especifico de 6rgdo de armazenamento de planta, e

ii) um segundo polinucleotideo exdgeno que codifica
uma molécula de RNA ligada de maneira operavel a um
promotor gque direciona transcrigcdo de gene no o6rgdo de
armazenamento de planta,

b) regenerar a planta transformada da célula da etapa
al,

c) produzir uma planta descendente de terceira geracédo
que compreende o 6érgdo de armazenamento da planta da etapa
b), e

d) selecionar uma planta descendente de terceira
geracdo em que a molécula de RNA estd presente no é6érgdo de
armazenamento em um nivel que é pelo menos 90% do nivel em
um o6rgdo de armazenamento de uma geracdo anterior da
planta.

[00196] De preferéncia, os polinucleotideos exdgenos
dos aspectos acima sédo estavelmente integrados ao genoma da
célula. Ainda em outro aspecto, a presente invencdo fornece
um método de estabilizar a expressdo de uma molécula de RNA
em um O6rgdo de armazenamento da planta transgénica, dque
compreende

i) expressar um primeiro polinucleotideo exdgeno que
codifica um supressor de silenciamento ligado de maneira
operadvel a um promotor especifico de érgdo de armazenamento
de planta, e

ii) expressar um segundo polinucleotideo exdgeno que

codifica uma molécula de RNA ligada de maneira operavel a
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um promotor que direciona transcricdo de gene no o6rgdo de
armazenamento de planta, em que a planta transgénica é pelo
menos uma planta descendente de terceira geracdo obtida de
uma planta parental transformada com os polinucleotideos
exbgenos, e em que a molécula de RNA estd presente no é6rgao
de armazenamento da planta em um nivel que é pelo menos 90%
do nivel em um o6érgdo de armazenamento de uma geracao
anterior da planta.

[00197] Em uma modalidade, a planta é cultivada no
campo.

[00198] Como ficard aparente, atributos preferidos e
caracteristicas de um aspecto da invencdo s&o aplicaveis a
muitos outros aspectos da invencéao.

[00199] Ao longo desta especificacdo, a palavra
"compreende", ou variacdes como "compreendem" ou "que
compreende", serdo entendidas para indicar a inclusdo de um
elemento mencionado, numero inteiro ou etapa, ou grupo de
elementos, numeros inteiros ou etapas, mas ndo a exclusao
de qualquer outro elemento, numero inteiro ou etapa, ou
grupo de elementos, numeros inteiros ou etapas.

[00200] A invencdo é a seguir descrita por meio dos
seguintes Exemplos ndo limitantes e com referéncia as
figuras anexas.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS ANEXAS

[00201] Figura 1. Rotas de Dbiossintese de DHA
aerdbico.
[00202] Figura 2. As diversas enzimas de comutacédo

acila que transferem &cidos graxos entre pools de PC, CoA e
pools de TAG. Adaptado de Singh et al. (2005).

[00203] Figura 3. Alinhamentos mUltiplos entre a A6-
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elongase Micromonas CS-0170 e genes relacionados. AAV33630,

C20- enzima prolongadora de A&cido graxo poliinsaturado
[Paviova sp. CCMP459]; AAY15135, elongase 1 [Paviova
salinal; ABR67690, C20 elongase [ Paviova viridis];

AAV67797, elongase 1 de &cido graxo ©poliinsaturado

[Ostreococcus tauri]; CAL55414, elongase 2 de &cido graxo

poliinsaturado (ISS) [Ostreococcus tauri]; XP 001419791,
proteina prevista [Ostreococcus lucimarinus CCE9901];
MicCS0170-d6E, Ab-elongase Micromonas CsS-0170 (esta
patente) ; AAV67800, elongase 2 de acido graxo
poliinsaturado [Thalassiosira pseudonanal; XP 001416454,
proteina prevista [Ostreococcus lucimarinus CCE9901]; ABC
18313, elongase 1 de acido graxo poliinsaturado

[Thraustochytrium sp. FJN-IO]; AAV67799, elongase 1 de
acido graxo poliinsaturado [Thalassiosira pseudonanal;
AAW70157, delta-6-elongase [Phaeodactylum tricornutum]; ABC
18314, elongase 2 de acido graxo poliinsaturado
[Thraustochytrium  sp. FIN-IO0]; CAD58540, produto de
proteina andnimo [Isochrysis galbanal.

[00204] Figura 4. Alinhamento multiplo entre a A6-
elongase Pyramimonas CsS-0140 e genes relacionados.
AAL84174, enzima 1 de alongamento especifico de acido graxo
poliinsaturado |[Physcomitrella patens]; AAT85662, elongase
de 4&cido graxo poliinsaturado [Marchantia polymorphal;
AAV6T7797, elongase 1 de dcido graxo poliinsaturado
[Ostreococcus tauri]; ABO94747, proteina prevista
[Ostreococcus lucimarinus CCE9901]; Pyrco-d6E, A6-elongase
de Pyramimonas CS-0140 (esta patente); ABC 18313, elongase
1 de acido graxo poliinsaturado [Thraustochytrium sp. FJN-

IO]; BAF97073, enzima de alongamento de &acido graxo
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poliinsaturado [Mortierella alpinal; XP 001567488, proteina
similar a enzima de alongamento de acido graxo
poliinsaturado de cadeia longa [Leishmania braziliensis
MHOM/BR/75/M2904]1; BAE71129, elongase deltab [Marchantia
polymorphal; XpP 001779105; proteina prevista
[Physcomitrella patens].

[00205] Figura 5. Alinhamento multiplo entre a A5-
elongase Pyramimonas CsS-0140 e genes relacionados.
AAI52204, proteina Elovl4 [Danio rerio]; CAG01780, produto
de proteina andnimo [Tetraodon nigroviridis]; AAV67800,
elongase 2 de &cido graxo poliinsaturado [Thalassiosira
pseudonanal; AAV33630, enzima C20 prolongadora de acido
graxo poliinsaturado [Pavliova sp. CCMP459]; ABR67690, C20
elongase [Pavlova viridis]; AAY15135, elongase 1 [Pavliova
salinal; AAV67798, elongase 2 de acido graxo poliinsaturado
[Ostreococcus tauri]; AB0O98084, proteina prevista
[Ostreococcus lucimarinus CCE9901]; Pyrco-dbE, Ab-elongase
Pyramimonas CS-0140 (esta patente).

[00206] Figura 6. Alinhamento multiplo entre a A6-
dessaturase Micromonas CCMP 1545 e genes relacionados.
AAM09687, AS5-dessaturase de &cido graxo [Thraustochytrium
sp. ATCC21685]; AAV33631, N4 -dessaturase [Isochrysis
galbanal; AAW70159, Ab6-dessaturase [Ostreococcus tauri];
ABO99366, proteina prevista [Ostreococcus lucimarinus
CCE9901]; Mic-d6D, A6-dessaturase Micromonas CCMP 1545
(esta patente) ; ABF58685, A5-dessaturase [ Perkinsus
marinus]; ABL96295, A5-dessaturase [Pavliova salinal.

[00207] Figura 7. Alinhamento multiplo entre a A6-
dessaturase Ostreococcus lucimarinus e genes relacionados.

AAM09687, AS5-dessaturase de &cido graxo [Thraustochytrium
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sp. ATCC21685]; AAR27297, A6-dessaturase [Amylomyces
rouxii]; AAS93682, Ab-dessaturase de &cido graxo [Rhizopus
oryzael]; AAV33631, Ad-dessaturase [Isochrysis galbanal;
AAW70159, Ab-dessaturase [Ostreococcus tauri]; Ostlu-doD,
Ab-dessaturase Ostreococcus Jlucimarinus (esta patente);
ABF58685, Ab5-dessaturase [Perkinsus marinus]; ABL96295, A5-
dessaturase [Pavlova salinal; EDQ92231, proteina prevista
[Monosiga brevicollis MX1]; CAM41728, dessaturase de Aacido
graxo, suposta [Leishmania braziliensis]; CAM65683,
dessaturase de acido graxo, suposta [Leishmania infantum].

[00208] Figura 8 Alinhamento multiplo entre a A5-
dessaturase Pyramimonas CS-0140 e genes relacionados.
AAM09687, AS5-dessaturase de &cido graxo [Thraustochytrium
sp. ATCC21685]; Pyrco-d5D, Ab-dessaturase Pyramimonas CS-
0140 (esta patente); AAT85661, A6-dessaturase de 4&cido
graxo [Marchantia polymorpha]; AAX14505, A6-dessaturase de
acido graxo [Thalassiosira pseudonanal; ABP49078, A6-
dessaturase de 4&cido graxo [Phaeodactylum tricornutum];
AAW70159, Ab6-dessaturase [Ostreococcus tauri]; XP
001421073, ©proteina prevista [Ostreococcus Jlucimarinus
CCE9901]; ABF58685, A5-dessaturase [Perkinsus marinus];
CAJ07076, dessaturase de &cido graxo, suposta [Leishmania
major]; ABL96295, AS5-dessaturase [ Paviova salinal;
EDQ92231, proteina prevista [Monosiga brevicollis MX1].

[00209] Figura 9. Alinhamento multiplo da
Ostreococcus tauri (0Ot) (ID de SEQ N°:30), Ostreococcus
lucimarinus (01) (ID de SEQ N°: 10) e Micromonas (M) CCMP
1545 sequéncias de proteina A6-dessaturase (ID de SEQ N°:
8) .

[00210] Figura 10. Arvore filogenética mostrando o
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relacionamento entre diversas dessaturases. Pavsa-d5D = A5-
dessaturase Pavliova salina (ABL96295); Thr21685-d5D = A5-

dessaturase Thraustochytrium sp. ATCC21685 (AAMOS%687) ;

Micl545-d6D = A6-dessaturase Micromonas CCMP1545 (esta
patente); Ostta-deD = A6-dessaturase Ostreococcus tauri
(AAW70159) ; Ostlu-déD = Ab-dessaturase Ostreococcus
lucimarinus (esta patente); Galga-d6D = Ab-dessaturase

Gallus gallus (XP 421053); Homsa-d6D = A6-dessaturase Homo

sapiens (AAG23121); Musmu-d6D = A6-dessaturase Mus musculus
(NP_062673); Danre-d5/6D = A5-/A6-dessaturase Danio rerio
(AAG25710) ; Spaau-d6D = suposta A6-dessaturase Sparus

aurata (AAL17639); Scoma-d6D = Ab-dessaturase Scophthalmus

maximus (AAS49163); Oncmy-d6D

A6-dessaturase Oncorhynchus

mykiss (AAK26745); Salsa-dbD AS5-dessaturase Salmo salar
(AAL82631); Prifa-doeD = Ao6-dessaturase Primula farinosa
(AAP23034); Euggr-déD = A6-dessaturase £Euglena gracilis;

Borof-d6éD = Ab6-dessaturase Borago officianalis (AAC49700);

Caeel-d6D = Ab6-dessaturase Caenorhabditis elegans
(AAC15586); Rhior-d6D = Ab6-dessaturase Rhizopus oryzae
(AAS93682); Moral-d6éD = Ab-dessaturase Mortierella alpina
(AAF08685) ; Moris-de6D = Ab-dessaturase Mortierella
isabellina (AAL73948) ; Marpo-d6D = Ab-dessaturase
Marchantia polymorpha (AAT850061) ; Cerpu-d6D = A6—

dessaturase Ceratodon purpureus (CAB94993); Phatr-d6D = A6-

dessaturase Phaeodactylum tricornutum (AAL92563); Thaps-dé6D

= Ab-dessaturase Thalassiosira pseudonana (AAX14505) ;
Pavsa-d8D = A8-dessaturase Pavlova salina (ABL96296) ;
Phatr-db5D = AS5-dessaturase Phaeodactylum tricornutum
(AAL92562) ; Marpo-d5D = A5-dessaturase Marchantia
polymorpha (AAT85663) ; Moral-db5D = A5-dessaturase
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Mortierella alpina (AAPv28035); Dicdi-d5bD = Ab-dessaturase
Dictyostelium discoideum (BAA37090).

[00211] Figura 11. Resultados GC de T2 semente de
Arabidopsis transformada com a construcdo 1inP-micl545-
d6D-1inT. Os niveis de SDA e GLA s&o mostrados para eventos
individuais 1 a 19, com a razdo de eficiéncias de converséao
w3 a w6 demonstrada acima de cada coluna. A A6-dessaturase
M. pusilla mostra clara preferéncia pelo substrato w3.

[00212] Figura 12. As eficiéncias de conversdo de
enzimas que constituem as vias EPA infiltradas em N.
benthamiana. As vias EPA contém uma A6-dessaturase (A6-
dessaturase Echium plantagineumn, Ab6-dessaturase
Ostreococcus tauri ou A6-dessaturase Micromonas pusilla), a
Ab6-elongase Pyramimonas cordata e a Ab-dessaturase Pavliova
salina. O painel a. mostra as eficiéncias de conversdo do
pool de w3 para cada via; b. contém comparacgdes diretas
entre a via de E. plantagineum, a via de M. pusilla e uma
via que contém ambas estas dessaturases; c. contém
comparacgcdes diretas entre a via de O. tauri, a via de M.
pusilla e uma via que contém ambas as dessaturases acila-
CoA.

[00213] Figura 13. Confirmacédo GC e GC-MS da
producdao de EPA em Nicotiana benthamiana por uma
dessaturase w3 provisoriamente expressa Micromonas RCC299.

[00214] Figura 14. Mapa do vetor bindrio pJPlOlacg
que mostra os recursos do vetor bindrio incluindo as
orientacdes de promotor, locais de sequéncia lider TMV,
locais de regido de espacamento e posicdes de clonagem
Unicos para insercdes de gene. NosT = terminador NOS, FPl =

terminador de napina truncada, LininT = terminador Linin.
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[00215] Figura 15. Mapa do vetor binario pJdP107.

[00216] Figura 16. Determinacdo da concentracdo de
Agrobacterium exigida ©para alcancar atividade de gene
proxima a maxima na analise baseada em folha. A atividade
da A9-elongase (IgA9elo) de Isochrysis galbana em N.
benthamiana apdbdés infiltracdo com densidades de cultura
variadas de Agrobacterium AGL1 gque contém a construcdo de
expressdo binaria IgA9elo. A P19 coinfiltrada foi definida
a uma concentracdo de ODeoonm de 0,4. O eixo y exibe a soma
de ambas as atividades de IgA9elo para produzir EDA e ETrA.

[00217] Figura 17. Comparacgdo de expressao
transgénica de vias de LC-PUFA ao utilizar expressdao
provisdéria ou estavel em folhas. As eficiéncias de
conversdo sdo baseadas nos perfis de &cidos graxos totais.
aResultados extraidos de (Qi et al., 2004); Presultados
extraidos de (Robert et al, 2005).

[00218] Figura 18. Ajuste metabdélico em Nicotiana
benthamiana. O painel a. é um traco de cromatografia a gés
(GC) de ésteres metila de &cido graxo (FAME) produzido de
6leo de atum que contém apenas uma pequena quantidade de
EPA, mas uma grande quantidade de DHA. Os painéis b. e c.
sdo tracos de GC de FAME derivados da fracdo TAG de tecido
de folha de N. benthamiana provisoriamente transformada com
constructos bindrios de gene Unico CaMV 35S que contém a
A6-dessaturase de Micromonas pusilla, Ab6-elongase de
Pyramimonas cordata, AS5-dessaturase de Pavlova salina, A5-
elongase de P. cordata (b.) ou A5-elongase de P. salina
(c.) e a Ad-dessaturase de P. salina. A acumulacdo de EPA
na amostra ao utilizar a A5- elongase P. salina demonstra a

maneira pela qual vias metabdlicas podem ser ajustadas pela
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selecdo cuidadosa de um Gnico gene

Figura 19.

transgenes.

Figura 20.

transgenes.

Figura 21.

transgenes.

Figura 22.

transgenes.

Figura 23.

transgenes.
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pJP3115
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ID de SEQ N°:1 - Estrutura de leitura aberta

codifica A6b-elongase de Micromonas CS-0170.

[002109]
que compreende
[00220]
gue compreende
[00221]
que compreende
[00222]
que compreende
[00223]
que compreende
[00224]
que
[00225]
CS-0170.
[00226]

que codifica A6-elongase/A9-

0140.

[00227]

ID de SEQ N°:2

A6-elongase de Micromonas

ID de SEQ N°:3 - Estrutura de leitura aberta

ID de SEQ N°:4

Pyramimonas CS-0140.

[00228]

elongase de Pyramimonas C S-

- A6-elongase/A9-elongase de

ID de SEQ N°:5 - Estrutura de leitura aberta

que codifica A5-elongase.de Pyramimonas CS-0140

[00229]

CS-0140.

que

[00230]

ID de SEQ N°:6

AS5-elongase de Pyramimonas

ID de SEQ N°:7 - Estrutura de leitura aberta

codifica A6-dessaturase/A8-dessaturase

CCMP1545.

dessaturase de Micromonas CCMP1545.

[00231]
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[00232] ID de SEQ N°:9 - Estrutura de leitura aberta
que codifica A6-dessaturase de Ostreococcus lucimarinus.

[00233] ID de SEQ N°:10 - A6-dessaturase de
Ostreococcus lucimarinus.

[00234] ID de SEQ N°:11 - Estrutura de leitura
aberta de cdédon otimizado para expressdo de A6-dessaturase
de Ostreococcus lucimarinus em plantas.

[00235] ID de SEQ N°:12 - Estrutura de leitura
aberta que codifica Ab-dessaturase de Pyramimonas CS-0140.

[00236] ID de SEQ N°:13 - Ab5-dessaturase de
Pyramimonas CS-0140.

[00237] ID de SEQ N°:14 - Abrir parcial de estrutura
de leitura que codifica w3-dessaturase de Micromonas CS-
0170.

[00238] ID de SEQ N°:15 - w3-dessaturase parcial de
Micromonas CS-0170.

[00239] ID de SEQ N°:16 - Estrutura de leitura
aberta que codifica w3-dessaturase de Micromonas RCC299.

[00240] ID de SEQ N°:17 - w3-dessaturase de
Micromonas RCC299.

[00241] ID de SEQ N°:18 - Estrutura de leitura
aberta de cdédon otimizado para expressdo de Micromonas.

[00242] RCC299 co3-dessaturase em plantas.

[00243] ID de SEQ N°:19 - Estrutura de leitura
aberta que codifica w3-dessaturase de Micromonas CCMP1545.

[00244] ID de SEQ N°:20 - w3-dessaturase de
Micromonas CCMP1545.

[00245] ID de SEQ N°:21 - Estrutura de leitura
aberta que codifica A9-elongase de Isochrysis galbana.

[00246] ID de SEQ N°:22 - A9-elongase de Isochrysis
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galbana.

[00247] ID de SEQ N°:23 - Estrutura de leitura
aberta que codifica A8-dessaturase de Pavliova salina.

[00248] ID de SEQ N°:24 - A8-dessaturase de Pavlova
salina.

[00249] ID de SEQ N°:25 - Estrutura de leitura
aberta que codifica Ab5-dessaturase de Pavliova salina.

[00250] ID de SEQ N°:26 - A5-dessaturase de Pavlova
salina.

[00251] ID de SEQ N°:27 - Estrutura de leitura
aberta que <codifica A9-elongase de Emiliania huxleyi
CCMP1516.

[00252] ID de SEQ N°:28 - A9-elongase de Emiliania
huxleyi CCMP1516.

[00253] ID de SEQ N°:29 - Estrutura de leitura
aberta de cdédon otimizado para expressdo de A9 elongase de
Emiliania huxleyi em plantas.

[00254] ID de SEQ N°:30 - A6-dessaturase de
Ostreococcus tauri.

[00255] ID de SEQ N°:31 - Dominio de consenso de
elongase 1.

[002506] ID de SEQ N°:32 - Dominio de consenso de
elongase 2.

[00257] ID de SEQ N°:33 - Dominio de consenso de
elongase 3.

[00258] ID de SEQ N°:34 - Dominio de consenso de
elongase 4.

[00259] ID de SEQ N°:35 - Dominio de consenso de
elongase 5.

[00260] ID de SEQ N°:36 - Dominio de consenso de
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elongase 6.

[00261] ID de SEQ N°:37 - Dominio de consenso de
dessaturase 1.

[00262] ID de SEQ N°:38 - Dominio de consenso de
dessaturase 2.

[00263] ID de SEQ N°:39 - Dominio de consenso de
dessaturase 3.

[00264] ID de SEQ N°:40 - Dominio de consenso de

dessaturase 4.

[00265] ID de SEQ N°s:41-71 e 78-92 - 1Iniciador de
oligonucleotideo.
[00266] ID de SEQ N°:72 - Estrutura de leitura

aberta que codifica A4-dessaturase de Paviova salina.

[00267] ID de SEQ N°:73 - A4d4-dessaturase de Pavlova
salina.

[00268] ID de SEQ N°:74 - Estrutura de leitura
aberta que codifica diacilglicerol aciltransferase 1 de
Arabidopsis thaliana.

[00269] ID de SEQ N°:75 - diacilglicerol
aciltransferase 1 de Arabidopsis thaliana.

[00270] ID de SEQ N°:76 - Dominio de consenso de
elongase 7.

[00271] ID de SEQ N°:77 - Dominio de consenso de
elongase 8.

[00272] ID de SEQ N°:93 - Estrutura de leitura

aberta que codifica A9-elongase de Pavliova pinguis.

[00273] ID de SEQ N°:94 - A9-elongase de Pavlova
pinguis.
[00274] ID de SEQ N°:95 - Estrutura de leitura

aberta que codifica A9-elongase de Paviova salina.
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[00275] ID de SEQ N°:96 - A9-elongase de Pavlova
salina.

[00276] ID de SEQ N°:97 - Supressor viral P19.

[00277] ID de SEQ N°:98 - Supressor viral V2.

[00278] ID de SEQ N°:99 - Supressor viral P38.

[00279] ID de SEQ N°:100 - Supressor viral Pe-PO.

[00280] ID de SEQ N°:101 - Supressor viral RPV-PO.

[00281] ID de SEQ N°:102 - Estrutura de leitura
aberta que codifica supressor viral P19.

[00282] ID de SEQ N°:103 - Estrutura de leitura
aberta que codifica supressor viral V2.

[00283] ID de SEQ N°:104 - Estrutura de leitura
aberta que codifica supressor viral P38.

[00284] ID de SEQ N°:105 - Estrutura de leitura
aberta que codifica supressor viral Pe-PO.

[00285] ID de SEQ N°:106 - Estrutura de leitura
aberta que codifica supressor viral RPV-PO.

[00286] ID de SEQ N°:107 - Estrutura de leitura
aberta de cdédon otimizado que codifica diacilglicerol
aciltransferase 2 de Micromonas CCMP 1545.

[00287] ID de SEQ N°:108 - Diacilglicerol
aciltransferase 2 de Micromonas CCMP1545.

[00288] ID de SEQ N°s:109 a 124 - Transferir
sequéncias limitrofes de acido nucléico.

[00289] ID de SEQ N°:125 - Estrutura de leitura
aberta de cbddon otimizado para expresséao de AN6—
dessaturase/A8-dessaturase de Micromonas CCMP 1545 em
plantas.

[00290] ID de SEQ N°:126 - Estrutura de leitura

aberta de cbédon otimizado para expressdo de A6-elongase/A9-
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elongase de Pyramimonas C S-0140 em plantas (truncada em
extremidade 3' e que codifica elongase funcional).

[00291] ID de SEQ N°:127 - Estrutura de leitura
aberta de cdédon otimizado para expressdo de AS5-dessaturase
de Pavlova salina em plantas.

[00292] ID de SEQ N°:128 - Estrutura de leitura
aberta de cdédon otimizado para expressdo de AS5-elongase de
Pyramimonas C S-0140 em plantas.

[00293] ID de SEQ N°:129 - Estrutura de leitura
aberta de cdbédon otimizado para expressdo de A4 dessaturase
de Pavlova salina em plantas.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Defini¢cbes e Técnicas Gerais

[00294] Exceto se definido especificamente em
contréario, todos os termos técnicos e cientificos
utilizados neste documento devem tomar o mesmo significado
como comumente entendido pela pessoa de habilidade comum na
técnica (por exemplo, em cultura de célula, genética
molecular, sintese de &cido graxo, plantas transgénicas,
quimica de proteina, e bioguimica).

[00295] Exceto se indicado em contrario, a proteina
recombinante, cultura de célula, e técnicas imunoldgicas
utilizadas na presente invencdo sdo procedimentos tipicos,
bem conhecidos para aqueles versados na técnica. Tais
técnicas sdo descritas e explicadas por toda a literatura
em fontes como, J. Perbal, A Practical Guide to Molecular
Cloning, John Wiley and Sons (1984), J. Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbour
Laboratory Press (1989), T.A. Brown (editor), Essential

Molecular Biology: A Practical Approach, Volumes 1 e 2, IRL
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Press (1991), D.M. Glover and B.D. Hames (editores), DNA
Cloning: A Practical Approach, Volumes 1-4, IRL Press (1995
e 1996), F.M. Ausubel et al. (editores), Current Protocols
in Molecular Biology, Greene Pub. Associates e Wiley-
Interscience (1988, incluindo todas as atualizacdes até
agora), Ed Harlow e David Lane (editores), Antibodies: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbour Laboratory, (1988),
e J.E. Coligan et al. (editores), Current Protocols in
Immunology, John Wiley & Sons (incluindo todas as
atualizacdes até agora).

Definic¢cdes Selecionadas

[00296] Como wutilizado neste documento, o termo
"dcido graxo" se refere a um Aacido carboxilico (ou &cido
orgénico), frequentemente com uma longa cauda aliféatica,
saturada ou insaturada. De forma tipica, &cidos graxos
possuem uma cadeia ligada de carbono-carbono de pelo menos
8 atomos de carbono de extensdo, mais preferivelmente pelo
menos 12 carbonos de extensdo. De ocorréncia mais natural,
os acidos graxos possuem um numero par de atomos de carbono
porgue suas biossinteses envolvem acetato que possui dois
dtomos de carbono. Os &cidos graxos podem estar em um
estado livre (ndo—-esterificados) ou em uma forma
esterificada como parte de uma ligacdo triglicerideo,
diacilglicerideo, monocacilglicerideo, acila-CoA (tio-éster)
ou outra forma de ligacdo. O é&cido graxo pode ser
esterificado como um fosfolipideo tal qual uma

fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina,

fosfatidilglicerol, fosfatidilinositol ou formas de
difosfatidilglicerol.
[00297] "Acidos graxos saturados" ndo contém
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quaisquer ligacdes duplas ou outros grupos funcionais ao
longo da cadeia. O termo "saturado" se refere a hidrogénio,

em que todos os carbonos (fora do grupo &cido carboxilico

[-COOH]) contém tantos hidrogénios quanto possivel. Em
outras palavras, a extremidade omega (w) contém 3
hidrogénios (CH3-) e cada carbono dentro da cadeia contém 2

hidrogénios (-CH2-).

[00298] "Acidos graxos insaturados" possuem forma
similar aos &acidos graxos saturados, exceto gque um ou mais
grupos funcionais alceno existem ao longo da cadeia, com
cada alceno substituindo uma parte "-CH2-CH2-" de ligacéo
simples da cadeia com uma porc¢do "-CH=CH-" de ligacé&o Supla
(isto é, um carbono em ligacd&o dupla com outro carbono). Os
préoximos dois adtomos de carbono na cadeia que s&o ligados a
um dos lados da ligacdo dupla pode ocorrer em uma
configuracdo cis ou trans.

[00299] Como wutilizado neste documento, o termo
"dcido graxo monoinsaturado" se refere a um acido graxo que
compreende pelo menos 12 &tomos de carbono em sua cadeia de
carbono e apenas um grupo alceno (ligacdo dupla carbono-
carbono) na cadeia. Como utilizado neste documento, os
termos "&acido graxo poliinsaturado" ou "PUFA" se referem a
um acido graxo que compreende pelo menos 12 Aatomos de
carbono em sua cadeia de carbono e pelo menos dois grupos
alceno (ligacgdes duplas carbono-carbono).

[00300] Como utilizado neste documento, os termos
"dcido graxo poliinsaturado de cadeia longa" e "LC- PUFA"
se referem a um &cido graxo que compreende pelo menos 20
adtomos de carbono em sua cadeia de carbono e pelo menos

duas ligag¢des duplas carbono-carbono, e logo incluem VLC-
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PUFAs. Como utilizado neste documento, os termos "&cido
graxo poliinsaturado de cadeia muito longa" e "VLC-PUFA" se
referem a um A4acido graxo que compreende pelo menos 22
atomos de carbono em sua cadeia de carbono e pelo menos
trés ligacdes duplas carbono-carbono. De forma ordinadria, o
numero de atomos de carbono na cadeia de carbono dos acidos
graxos se refere a uma cadeia de carbono ndo-ramificada. Se
a cadeia de carbono é ramificada, o nUmero de &tomos de
carbono exclui aqueles em outros grupos. Em uma modalidade,
o0 acido graxo poliinsaturado de cadeia longa é um &acido
graxo 3, 1sto ¢é, que possui uma dessaturacdo (ligacéo
dupla carbono-carbono) na terceira ligacdo carbono-carbono
a partir da extremidade metil do &cido graxo. Em outra
modalidade, o &4cido graxo poliinsaturado de cadeia longa é
um Aacido graxo w6, 1isto é, que possui uma dessaturacéo
(ligacdao dupla carbono-carbono) na sexta ligacdo carbono-
carbono da extremidade metil do &acido graxo. Em uma
modalidade adicional, o &cido graxo poliinsaturado de
cadeia 1longa ¢é selecionado do grupo formado por: é&cido
araquiddénico (ARA, 20:4A5,8,11,14; wo6), acido
eicosatetraendico (ETA, 20:4A8,11,14,17, w3), adcido
eicosapentaendico (EPA, 20:5A5,8,11,14,17; co3), acido
docosapentaendéico (DPA, 22:5A7,10,13, 16,19, co3), ou acido
docosahexaendéico (DHA, 22:6A4,7,10,13, 16,19, ®3). A LC-
PUFA também pode ser acido dihomo-y-linocléico (DGLA) ou
dcido eicosatriendéico (ETrA, 20:3A11,14,17, co3). Seria
prontamente aparente que a LC-PUFA que ¢é produzida de
acordo com a invencgdo pode ser uma mistura de qualquer ou
todos acima e pode incluir outra LC-PUFA ou derivados de

qualquer destas LC-PUFA. Em uma modalidade preferida, o

Peticao 870210120168, de 23/12/2021, pag. 87/281



74/263

dcido graxo w3 é EPA, DPA, e/ou DHA, preferivelmente, EPA
e/ou DPA, ou preferivelmente DPA e/ou DHA.

[00301] Além disso, como utilizado neste documento
os termos "acido graxo poliinsaturado de cadeia longa" e
"dcido graxo poliinsaturado de cadeia muito longa" se
referem ao &cido graxo estando em um estado livre (nédo-
esterificado) ou em uma forma esterificada como parte de um
triglicerideo, diacilglicerideo, monoacilglicerideo,
ligacdo acila-CoA ou outra forma de ligacdo. O &cido graxo
pode ser esterificado como a fosfolipideo tal qual um
fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina,
fosfatidilserina, fosfatidilglicerol, fosfatidilinositol ou
difosfatidilglicerol. Logo, a LC-PUFA pode estar presente
como uma mistura de formas no lipideo de uma célula ou um
6leo purificado ou lipideo extraido de células, tecidos ou
organismos. Em modalidades preferidas, a invencdo fornece
6leo gque compreende pelo menos 75% ou 85% triacilglicerdis,
com O remanescente presente como outras formas de lipideo
Ccomo aquelas mencionadas, com pelo menos os ditos
triacilglicerdéis que compreendem a LC-PUFA. O 6leo pode ser
ainda purificado ou tratado, por exemplo, por hidrélise com
uma base forte para liberar o acido graxo livre, ou por
fracionamento, destilacdo ou similar.

[00302] As proteinas e genes dessaturase, elongase e
acila transferease que ©0s codificam que podem ser
utilizadas na invencdo sdo quaisgquer daqueles conhecidos na
técnica ou homdélogos ou derivados destes. Exemplos de tais
genes e tamanhos de proteina codificada s&o listados na
Tabela 1. As enzimas dessaturase que demonstraram

participar na biossintese de LC-PUFA todas pertencem ao
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grupo das chamadas dessaturases "front-end".

Tabela 1. Genes clonados envolvidos em biossintese de
LC-PUFA
Enzima Tipo de Espécie Numeros Tamanho Bibliografia
organismo de Adeséo de
proteina
NL- Protista Euglena gracilis AY278558 541 Meyer et al.,
dessaturase 2003
Alga Pavlona lutheri AY332747 445 Tonon et al.,
2003
Iisochrysis AAV33631 433 Pereira t
galbana al., 2004b
Pavlova salin A 4 Zhouet al.,
AY15136 47 2007
Thraustochytrid | Thraustochytrium AAN75707 515 N/D
aureum AAN75708
AAN75709
AAN75710
Thraustochytrium AAM09688 519 Qiu et al.,
sp. 2001
ATCC21685
AS5- Mamifero Homo sapiens AF199596 444 Cho et al.,
dessaturase 1999b;
Leonard et
al., 2000b
Nematddeo Caenorhabditis AF1l440, 447 Michaelson et
elegans NM 069350 al., 1998b;
Watts and
Browse et
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al., 1999
Fungo Mortierella AF067654 446 Michaelson et
alpina al., 19982;
Knutzon et
al., 1998
Pythium AF419297 456 Hong et al.,
irregulare 20022
Dictyostelium AB022097 467 Saito et al.,
discoideum 2000
Saprolegnia 470 W002081668
diclina
Diatomacea Phaeodactylum AY082392 469 Domergue et
tricornutum al., 2002
Alga Thraustochytrium AF489588 439 Qiu et al.,
sp 2001
Thraustochytrium 439 WO002081668
aureum
Isochrysis 442 W002081668
galbana
Musgo Marchantia AY583465 484 Kajikawa et
polymorpha al., 2004
A6- Mamifero Homo sapiens NM 013402 | 444 Cho et al.,
dessaturase 1999%a
Leonard et
al., 2000
Mus musculus NM 019699 | 444 Cho et al.,
1999a
Nematddeo Caenorhabditis 270271 443 Napier et
elegans al., 1998
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Plantas Borago U79010 448 Sayonava et
officinales al., 1997
Echium AY055117 Garcia-Maroto
AY055118 et al., 2002
Primula vialii AY234127 453 Sayonava et
al., 2003
Anemole levellei AF536525 446 Whitney et
al., 2003
Musgos Ceratodon AJ250735 520 Sperling et
purpureus al., 2000
Merchantia AY583463 481 Kajikawaet
polymorpha al., 2004
Physcomitrella CAA11033 525 Girke et al.,
patens 1998
Fungo Mortierella AF110510 457 Huang et al.,
alpina AB020032 1999;
Sakuradani et
al., 1999
Phytium AF419296 459 Hong et al.,
irregulare 20022
Mucor AB052086 467 NCBI*
circinelloides
Rhizopus sp. AY320288 458 Zhang et al.,
2004
Saprolegnia 453 W002081668
diclina
Diatoméacea Phaeodactylum AY082393 477 Domergue et
tricornutum al., 2002
Bactéria Synechocystis 111421 359 Reddy et al.,
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1993
Alga Thraustochytrium 456 W002081668
aureum
INVAN Peixe Danio rerio AF309556 444 Hastings et
dessaturase al., 2001
bifuncional
AB— Alga Euglena gracilis AF139720 419 Wallis and
dessaturase Browse, 1999
Cc20
Plantas Borago AAG43277 446 Sperling et
officinales al., 2001
AG- Nematédeo Caenorhabditis NM 069288 | 288 Beaudoinet
dessaturase elegans al., 2000
Musgos Physcomitrella AF428243 290 Zank et al.,
patens 2002
Merchantia AY583464 290 Kajikawa et
polymorpha al., 2004
Fungo Mortierella AF206662 318 Parker-Barnes
alpina et al., 2000
Alga Pavlova lutheri** 501 WO 03078639
Thraushochytrium AX951565 271 WO 03093482
Thraushochytrium AX214454 271 WO 0159128
sp**
elongase Mamifero Homo sapiens AF231981 299 Leonardet
PUFA al., 2000b;
Leonardet
al., 2002
Rattus novergicus | AB71985 299 Inagaki et
al., 2002
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Rattus AB71985 267 Inagaki et
novergicus** al., 2002
Mus musculus AF170907 279 Tvrdik et
al., 2000
Mus musculus AF170908 292 Tvrdik et
al., 2000
Peixe Danio rerio AF532782 291 (282) Agaba et al.,
2004
Danio rerio** NM 199632 | 266 Lo et al.,
2003
Verme Caenorhabditis 768749 309 Abbott et
elengans al., 1998
Beaudoin et
al., 2000
Alga Thraustochytrium AX464802 272 WO 0208401-A2
aureum**
Pavlova lutheri** 320 WO 03078639
A9- Alga Isochrysis AF390174 263 Qi et al.,
elongase galbana 2002
Euglena gracilis 258 WO 08/128241
A5- Alga Ostreococcus AAV67798 300 Meyer et al.,
elongase tauri 2004
Pyramimonas 268 esta patente
cordata
Pavlova sp. | AAV33630 2717 Pereira et
CCMP459 al., 2004b
Pavlova salina AAY15135 302 Robert et
al., 2009
Diatomécea Thalassiosira AAV67800 358 Meyer et al.,
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pseudonana 2004
Peixe Oncorhynchus CAM55862 295 WO 06/008099
mykiss
Musgo Merchantia BAE71129 348 Kajikawa et
polymorpha al., 2006
* HTTP://www.ncbi.nlm.nih.gov/ **Funcdo nao

provada/n&do demonstrada

[00303] Como wutilizado neste documento, o termo
"dessaturase de front-end" se refere a um membro de uma
classe de enzimas que introduz a ligacdo dupla entre o
grupo carboxila e uma parte insaturada da cadeia acila de
lipideos, que se caracterizam estruturalmente pela presenca
de um dominio citocromo b5 N-terminal, junto com um dominio
tipico de dessaturase de acido graxo que inclui trés caixas
de histidina altamente conservadas (Napier et al., 1997).

[00304] A atividade de qualquer das elongases ou
dessaturases para uso na 1invencdo pode ser testada ao
expressar um gene que codifica a enzima em uma célula como,
por exemplo, uma célula de levedura ou uma célula vegetal,
e determinar se a célula possuil uma capacidade aumentada
para produzir LC-PUFA comparada a uma célula comparavel na
qual a enzima ndo é expressa.

[00305] Em  uma modalidade, a dessaturase e/ou
elongase para uso na 1invencdo pode ser purificada de uma
microalga.

[00306] Enquanto certas enzimas sdo especificamente
descritas neste documento como "bifuncionais", a auséncia
de tal termo ndo necessariamente implica gue uma enzima em

particular n&o possua uma atividade diferente daquela
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especificamente definida.

Dessaturases
[00307] Como utilizado neste documento, o termo
"dessaturase" se refere a uma enzima dque ¢é capaz de

introduzir uma ligacdo dupla carbono-carbono no grupo acila
de um substrato de acido graxo que esta tipicamente em uma
forma esterificada como, por exemplo, ésteres CoA de &cido
graxo. O grupo acila pode ser esterificado em um
fosfolipideo como fosfatidilcolina (PC), ou em proteina
portadora de acila (ACP), ou em uma modalidade preferida em
CoA. As dessaturases geralmente podem ser categorizadas
conformemente em trés grupos. Em uma modalidade, a
dessaturase é uma dessaturase front-end.

[00308] Como utilizado neste documento, uma "A4
dessaturase" se refere a uma proteina que realiza uma
reacdo de dessaturase que 1introduz wuma ligacdo dupla
carbono-carbono na 4° posigcdo a partir da extremidade de
carboxila de um substrato de 4cido graxo. A "A4
dessaturase" é pelo menos capaz de converter DPA em DHA. A
etapa de dessaturacdo para produzir DHA de DPA é catalisada
por uma A4 dessaturase em organismos diferentes de
mamiferos, e um gene que codifica esta enzima foi isolado
da espécie protista de agua doce Euglena gracilis e da
espécie marinha Thraustochytrium sp. (Qiu et al., 2001;
Meyer et al., 2003). Em uma modalidade, a A4 dessaturase
compreende aminoacidos que possuem uma sequéncia como
fornecida na ID de SEQ N°: 73, um fragmento biologicamente
ativo destes, ou uma sequéncia de aminodcido que ¢é pelo
menos 80% idéntica a ID de SEQ N°:73. Como utilizado neste

documento, uma "A5 dessaturase" se refere a uma proteina
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que realiza uma reacdo de dessaturase que introduz uma
ligacdo dupla carbono-carbono na 5% posicdo a partir da
extremidade de carboxila de um substrato de &cido graxo.
Exemplos de A5 dessaturases sdo listados na Tabela 1. Em
uma modalidade, a A5 dessaturase compreende aminoadcidos que
possuem uma sequéncia como fornecida na ID de SEQ N°:26, um
fragmento biologicamente ativo destes, ou uma sequéncia de
aminodcido que é pelo menos 80% idéntica a ID de SEQ N°:26.
Em outra modalidade, a A5 dessaturase compreende
aminoacidos que possuem uma sequéncia como fornecido na ID
de SEQ N°: 13, um fragmento biologicamente ativo destes, ou
uma sequéncia de aminodcido que é pelo menos 53% idéntica a
ID de SEQ N°: 13.

[00309] Como wutilizado neste documento, uma "A6
dessaturase" se refere a uma proteina que realiza uma
reacdo de dessaturase que 1introduz wuma ligacdo dupla
carbono-carbono na 6°% posigcdo a partir da extremidade de
carboxila de um substrato de &cido graxo. Exemplos de A6
dessaturases sdo listados na Tabela 1.

[00310] Em uma modalidade, uma A6 dessaturase se
caracteriza ainda por possuir pelo menos dois,
preferivelmente todos os trés, e preferivelmente em uma
célula vegetal, dos seguintes: i) atividade superior de A6
dessaturase em &acido o-linolénico (ALA, 18:3A9,12,15, w3)
do que em A&cido linoléico (LA, 18:2A9,12, w6) como
substrato de é&cido graxo; 1i) atividade superior de A6
dessaturase em ALA-CoA como substrato de acido graxo do que
em ALA unida a posicdo sn-2 de PC como substrato de &acido
graxo; e 1iii) atividade de A8 dessaturase em ETrA.

[00311] Em outra modalidade, a A6 dessaturase possui
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atividade superior em um substrato w3 do que o substrato w6
correspondente e possul atividade em ALA para produzir
acido octadecatetraendico (dcido esteariddénico, SDA,
18:406,9,12,15,w3) com uma eficiéncia de pelo menos 5%,
mais preferivelmente pelo menos 7,5%, ou ainda mais
preferivelmente pelo menos 10% quando expresso de um
polinucleotideo exdgeno em uma célula recombinante, ou pelo
menos 35% quando expresso em uma célula de levedura. Em uma
modalidade, a A6 dessaturase possuil atividade superior, por
exemplo, pelo menos cerca de uma atividade duas vezes
superior de A6 dessaturase, em ALA do que LA como substrato
de &cido graxo. Em outra modalidade, a A6 dessaturase
possui atividade superior, por exemplo, pelo menos
atividade cerca de cinco vezes superior de A6 dessaturase
ou pelo menos dez vezes superior, em ALA-CoA como substrato
de &cido graxo do que em ALA unida a posicédo sn-2 de PC
como substrato de &cido graxo.

[00312] Em uma modalidade, a A6 dessaturase possuil
atividade de A5 dessaturase ndo detectavel em ETA. Em outra
modalidade, a A6 dessaturase compreende aminodcidos que
possuem uma sequéncia como fornecido na ID de SEQ N°: 10,
um fragmento biologicamente ativo destes, ou uma sequéncia
de aminoacido que é pelo menos 77% idéntica & ID de SEQ N°:
10. Em outra modalidade, a A6 dessaturase compreende
aminoacidos qgue possuem uma sequéncia como fornecido na ID
de SEQ N°: 8, um fragmento biologicamente ativo destes, ou
uma sequéncia de aminodcido que é pelo menos 67% idéntica a
ID de SEQ N°:8. A A6 dessaturase também pode possuir
atividade de A8 dessaturase.

[00313] Como wutilizado neste documento, uma "AS8
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dessaturase" se refere a uma proteina gque realiza uma
reacdo de dessaturase que introduz uma ligacdo dupla
carbono-carbono na 82% posicdo a partir da extremidade de
carboxila de um substrato de acido graxo. A A8 dessaturase
é pelo menos capaz de converter ETrA em ETA. Exemplos de A8
dessaturases sdo listados na Tabela 1. Em uma modalidade, a
A8 dessaturase compreende aminodcidos que possuem uma
sequéncia como fornecido na ID de SEQ N°:24, um fragmento
biologicamente ativo destes, ou uma sequéncia de aminoacido
que é pelo menos 80% idéntica a ID de SEQ N°:24.

[00314] Como wutilizado neste documento, uma "3
dessaturase" se refere a uma proteina que realiza uma
reagdo de dessaturase que 1introduz uma ligacdo dupla
carbono-carbono na 3% posicdo a partir da extremidade metil
de um substrato de &dcido graxo. Exemplos de w3 dessaturases
incluem aqueles descritos por Pereira et al. (2004a),
Horiguchi et al. (1998), Berberich et al. (1998) e
Spychalla et al. (1997).

[00315] Em uma modalidade, a w3 dessaturase é pelo
menos capaz de converter um de ARA em EPA, dGLA em ETA,
dcido y-linoléico (GLA, 18:3A6,9,12, ®w6) em SDA, ARA em EPA
e dGLA em ETA, ARA em EPA e GLA em SDA, ou todos os trés
destes.

[00316] Em uma modalidade, a w3 dessaturase possuil
atividade de Al7 dessaturase em um acido graxo C20 que
possui pelo menos trés ligacdes duplas carbono-carbono,
preferivelmente ARA. Em outra modalidade, a w3 dessaturase
possui atividade de Al5 dessaturase em um &cido graxo C18
que possui trés ligacdes duplas carbono-carbono,

preferivelmente GLA.
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[00317] Como utilizado neste documento, uma "Alb
dessaturase" se refere a uma proteina gque realiza uma
reacdo de dessaturase que introduz uma ligacdo dupla
carbono-carbono na 15% posicdo a partir da extremidade de
carboxila de um substrato de acido graxo.

[00318] Como utilizado neste documento, uma "Al7
dessaturase" se refere a uma proteina gque realiza uma
reagdo de dessaturase que introduz wuma ligacdo dupla
carbono-carbono na 17% posicdo a partir da extremidade de
carboxila de um substrato de &acido graxo.

[00319] Em outra modalidade, a w3 dessaturase possui
atividade superior em um substrato de acila-CoA, por
exemplo, ARA-CoA, do que em um substrato correspondente de
acila-PC. Como utilizado neste documento, um "substrato
correspondente de acila-PC" se refere ao 4acido graxo
esterificado na posicdo sn-2 de fosfatidilcolina (PC) onde
o 4cido graxo é o mesmo acido graxo como no substrato de
acila-CoA. Em uma modalidade, a atividade é pelo menos duas
vezes superior.

[00320] Em uma modalidade adicional, a w3
dessaturase compreende aminoacidos que possuem uma
sequéncia como fornecido na ID de SEQ N°: 15, 17 ou 20, um
fragmento biologicamente ativo destes, ou uma sequéncia de
aminoacido que é pelo menos 35% idéntica a ID de SEQ N°:
15, pelo menos 60% idéntica a ID de SEQ N°: 17 e/ou pelo
menos 60% idéntica a ID de SEQ N°:20.

[00321] Ainda em uma modalidade adicional, uma
dessaturase para uso na presente invencdo possul atividade
superior em um substrato de acila-CoA do gque em um

substrato correspondente de acila-PC. Como destacado acima,
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Tabela 2. Dessaturases com atividade superior em um
substrato de acila-CoA do que em um substrato
correspondente de acila-PC
Enzima Tipo de | Espécie Nos de | Tamanho Bibliografia

organismo Adeséao de
proteina
(aa)
A6- Alga Mantoniella CAQ30479 | 449 Hoffmann et
dessaturase squamata al. 2008
Ostreococcus | AAW70159 | 456 Domergue et
tauri al. 2005
A5- Alga Mantoniella CAQ30478 | 482 Hoffmann et
dessaturase squamata al. 2008
Planta Anemone N/D Sayanova et
leveillei al. 2007

Elongases

[00322] Evidéncia bioguimica sugere que o
alongamento de acido graxo consiste de 4 etapas:
condensacdo, reducdo, desidratacdo e uma segunda redugdo.

No contexto desta
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polipeptideo que catalisa a etapa de condensacdo na
presenca dos outros membros do complexo de alongamento, sob
condicdes fisioldgicas adequadas. Foi mostrado que
expressdo de heterdlogos ou hombdblogos apenas em uma célula
do componente de condensacdao ("elongase") do complexo de
alongamento de proteina é exigido para o alongamento da
respectiva cadeia acila. Logo, a elongase introduzida é
capaz de recrutar com éxito as atividades de reducdo e de
desidratacéo do hospedeiro transgénico para efetuar
prolongamentos bem-sucedidos de acila. A especificidade da
reacdo de alongamento com relacdo a extensdo de cadeia e o
grau de dessaturacdo de substrato de 4&cido graxos se
imagina por residir no componente de condensacgdo. Este
componente também se imagina como sendo limitador de taxa
na reacgcdo de alongamento.

[00323] Como utilizado neste documento, a "A5
elongase" ¢é pelo menos capaz de converter EPA to DPA.
Exemplos de A5 elongases incluem aqueles divulgados em
W02005/103253. Em wuma modalidade, a A5 elongase possui
atividade em EPA para produzir DPA com uma eficiéncia de

pelo menos 60%, mais preferivelmente pelo menos 65%, mais

preferivelmente pelo menos 70% ou ainda mais
preferivelmente pelo menos 75%. Em uma modalidade

adicional, a A5 elongase compreende uma sequéncia de
aminodcido como fornecido na ID de SEQ N°:6, um fragmento
biologicamente ativo destes, ou uma sequéncia de aminodcido
que é pelo menos 47% idéntica a ID de SEQ N°: 6.

[00324] Como wutilizado neste documento, uma "A6
elongase" ¢é pelo menos capaz de converter SDA em ETA.

Exemplos de A6 elongases incluem aqueles listados na Tabela
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1. Em uma modalidade, a elongase compreende aminodcidos que
possuem uma sequéncia como fornecido na ID de SEQ N°:4, um
fragmento biologicamente ativo destes, ou uma sequéncia de
aminoacido que é pelo menos 55% idéntica a ID de SEQ N°:4.
[00325] Como utilizado neste documento, a "A9
elongase" ¢é pelo menos capaz de converter ALA em ETrA.
Exemplos de A9 elongases incluem aqueles listados na Tabela
1. Em uma modalidade, a A9 elongase compreende aminoacidos
gque possuem uma sequéncia como fornecido na ID de SEQ
N°:22, um fragmento biologicamente ativo destes, ou uma
sequéncia de aminodcido que é pelo menos 80% idéntica a ID
de SEQ N°:22. Em outra modalidade, a A9 elongase compreende
aminodcidos gque possuem uma sequéncia como fornecido na ID
de SEQ N°:28, um fragmento biologicamente ativo destes, ou
uma sequéncia de aminodcido que é pelo menos 81% idéntica a
ID de SEQ N°:28. Em outra modalidade, a A9 elongase
compreende aminoadcidos que possuem uma Sequéncia como
fornecido na ID de SEQ N°:94, um fragmento biologicamente
ativo destes, ou uma sequéncia de aminodcido que é pelo
menos 50% idéntica & ID de SEQ N°: 94. Em outra modalidade,
a A9 elongase compreende aminodcidos que possuem uma
sequéncia como fornecido na ID de SEQ N°:96, um fragmento
biologicamente ativo destes, ou uma sequéncia de aminoacido
que é pelo menos 50% idéntica a ID de SEQ N°: 96. Em uma
modalidade adicional, a A9 elongase compreende aminodcidos
que possuem uma sequéncia como fornecido na ID de SEQ N°:94
ou ID de SEQ N°:96, um fragmento biologicamente ativo
destes, ou uma sequéncia de aminodcido que é pelo menos 50%
idéntica a ID de SEQ N°:94 e/ou ID de SEQ N°:96, e em que a

elongase possui atividade superior em um substrato w6 do
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que em substrato correspondente w3.

[00326] Como utilizado neste documento, o termo
"possui atividade superior em um substrato w6 do que
substrato correspondente w3" se refere a atividade relativa
na enzima em substratos que se diferem pela acdo de uma
dessaturase w3. De preferéncia, o substrato w6 é LA e o
substrato w3 é ALA. Como utilizado neste documento, uma
"elongase com atividade de A6 elongase e A9 elongase" é
pelo menos capaz de (i) converter SDA em ETA e (ii)
converter ALA em ETrA e possuli atividade superior de A6
elongase do que atividade de A9 elongase. Em uma
modalidade, a elongase possui uma eficiéncia de conversédo
em SDA para produzir ETA que é pelo menos 50%, mais
preferivelmente pelo menos 60%, e/ou uma eficiéncia de
conversdo em ALA para produzir ETrA que é pelo menos 6% ou
mais preferivelmente pelo menos 9%. Em outra modalidade, a
elongase possuli pelo menos atividade cerca de 6,5 vezes
superior de A6 elongase do que atividade de A9 elongase. Em
uma modalidade adicional, a elongase possuil atividade de A5
elongase ndo detectdvel. Ainda em uma modalidade adicional,
a elongase compreende aminodcidos que possuem uma sequéncia
como fornecido na ID de SEQ N°:4, um fragmento
biologicamente ativo destes, ou uma sequéncia de aminoacido
que é pelo menos 55% idéntica a ID de SEQ N°:4.

Outras enzimas

[00327] Como wutilizado neste documento, o termo
"diacilglicerol aciltransferase" (EC  2.3.1.20;DGAT) se
refere a uma proteina que transfere um grupo acila-graxo de
acila-CoA para um substrato diacilglicerol para produzir um

triacilglicerol. Logo, o termo "atividade de diacilglicerol
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aciltransferase" se refere a transferéncia de acila-CoA
para diacilglicerol para produzir triacilglicerol. H& trés
tipos conhecidos de DGAT referidos como DGAT1, DGAT2 e
DGAT3, respectivamente. Os polipeptideos DGAT1 possuem
tipicamente 10 dominios transmembrana, DGAT?2 possuem
tipicamente 2 dominios transmembrana, enquanto DGAT3 &
tipicamente soluvel. Exemplos de polipeptideos DGAT1
incluem polipeptideos codificados por genes DGAT1l de
Aspergillus fumigatus (NUmero de Adeséo Xp 755172),
Arabidopsis thaliana (CAB44774), Ricinus communis (AAR]1
1479), Vernicia fordii (ABC94472), Vernonia galamensis
(ABV21945, ABV21940), Euonymus alatus (AAV31083),
Caenorhabditis elegans (AAF82410), Rattus norvegicus
(NP _445889), Homo sapiens (NP 036211), assim como variantes
e/ou mutacdes destes. Exemplos de polipeptideos DGAT2
incluem polipeptideos codificados por genes DGAT2 de
Arabidopsis thaliana (Numero de Adesdo NP 566952), Ricinus
communis (AAY16324), Vernicia fordii (ABC94474),
Mortierella ramanniana (ARK84179), Homo sapiens (Q96PD7,
Q58HT5), Bos taurus (Q70VD8), Mus musculus (AAK84175),
Micromonas CCMP 1545, assim como variantes e/ou mutacdes
destes. Exemplos de polipeptideos DGAT3 incluem
polipeptideos codificados por genes DGAT3 de amendoim
(Arachis hypogaea, Saha, et al., 2006), assim como
variantes e/ou mutacdes destes.

Polipeptideos/Peptideos

[00328] A invencdo também fornece polipeptideos que
podem ser purificados ou recombinantes. Por "polipeptideo
substancialmente purificado" ou "polipeptideo purificado"

queremos dizer um polipeptideo que foi ordinariamente
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separado dos lipideos, &cido nucléicos, outros peptideos, e
outras moléculas contaminantes com as quais é associada em
uma célula na qual é produzida ou em seu estado nativo. De
preferéncia, o polipeptideo substancialmente purificado é
pelo menos 60% livre, mais preferivelmente pelo menos 75%
livre, e mails preferivelmente pelo menos 90% livre de
outros componentes na célula na qual é produzido ou com a
qual é naturalmente associado.

[00329] O termo "recombinante" no contexto de um
polipeptideo se refere ao polipeptideo quando produzido por
uma célula, ou em um sistema de expressédo de célula livre,
em uma quantidade alterada ou em uma taxa alterada,
comparada ao seu estado nativo se ela é produzida
naturalmente. Em uma modalidade célula é uma célula gque néo
produz naturalmente o polipeptideo. Entretanto, a célula
pode ser uma célula que compreende um gene ndo-enddgeno que
causa uma quantidade alterada do polipeptideo a ser
produzido. Um polipeptideo recombinante da invencdo inclui
polipeptideos na célula, tecido, ©6rgdo ou organismo, ou
sistema de expressdo de célula 1livre, nos dJuais ¢é
produzido, ou seja, um polipeptideo que ndo foi purificado
ou separado de outros componentes da célula transgénica
(recombinante) na qual foi produzido, e polipeptideos
produzidos em tais células ou sistemas de célula livre que
sdo subsequentemente purificados de pelo menos alguns
outros componentes.

[00330] Os termos '"polipeptideo" e "proteina" sé&o
geralmente utilizados alternadamente.

[00331] Um polipeptideo ou classe de polipeptideos

pode ser definido pelo grau de identidade (% de identidade)
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de sua sequéncia de aminodcido para uma sequéncia de
aminoadcido de referéncia, ou ao possuir uma % de identidade
superior para uma sequéncia de aminodcido de referéncia do
que para outra. A % de identidade de um polipeptideo para
uma sequéncia de aminoacido de referéncia é tipicamente
determinado pelo programa GCG de Needleman e Wunsch em 1970
para de andlise de descontinuidade "GAP", com pardmetros de
uma penalidade de criacdo de descontinuidade = 5 e uma
penalidade de extensdo de descontinuidade = 0,3. A
sequéncia de consulta possui pelo menos 15 aminocacidos de
extensdo, e a analise de descontinuidade GAP alinha as duas
sequéncias sobre uma regido de pelo menos 15 aminoéacidos.
Mais preferivelmente, a sequéncia de consulta possui pelo
menos 50 aminodcidos de extensé&o, e a anadlise de
descontinuidade GAP alinha as duas sequéncias sobre uma
regido de pelo menos 50 aminocdcidos. Mais preferivelmente,
a sequéncia de consulta possui pelo menos 100 aminocacidos
de extens&do e a anadlise de descontinuidade GAP alinha as
duas sequéncias sobre uma regido de pelo menos 100
aminodcidos. Ainda mais preferivelmente, a sequéncia de
consulta possui pelo menos 250 aminoacidos de extensdo e a
andlise de descontinuidade GAP alinha as duas sequéncias
sobre uma regido de pelo menos 250 aminodcidos. Ainda mais
preferivelmente, a andlise de descontinuidade GAP alinha
duas sequéncias sobre suas extensdes inteiras. 0
polipeptideo ou classe de polipeptideos pode possuir a
mesma atividade enzimdtica como, ou uma atividade diferente
de, ou carece da atividade de, o polipeptideo de
referéncia. De preferéncia, o polipeptideo possui uma

atividade enzimadtica de pelo menos 10% da atividade do
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polipeptideo de referéncia.

[00332] Como utilizado neste documento, um fragmento
"biologicamente ativo" é uma porcdo de um polipeptideo da
invengdo que mantém uma atividade definida de um
polipeptideo de referéncia de extensdo completa, por
exemplo, que possua atividade de dessaturase e/ou elongase
ou outra atividade de enzima. Os fragmentos biologicamente
ativos como utilizado neste documento excluem o
polipeptideo de extensdo completa. Os fragmentos
biologicamente ativos podem ser qualquer porcdo de tamanho
contanto que eles mantenham a atividade definida. De
preferéncia, fragmento biologicamente ativo mantém pelo
menos 10% da atividade da proteina de extensdo completa.

[00333] Com relagcdo a um polipeptideo ou enzima
definida, serd reconhecido que valores de % de identidade
maiores do que aqueles fornecidos neste documento
abrangerdo modalidades preferidas. Logo, onde aplicavel, a
luz dos valores minimos de % de identidade, é preferido que
o polipeptideo/enzima compreende uma sequéncia de
aminodcido que é pelo menos 60%, mais preferivelmente pelo
menos 65%, mais preferivelmente pelo menos 70%, mais
preferivelmente pelo menos 75%, mais preferivelmente pelo
menos 76%, mais preferivelmente pelo menos 80%, mais
preferivelmente pelo menos 85%, mais preferivelmente pelo
menos 90%, mais preferivelmente pelo menos 91%, mais
preferivelmente pelo menos 92%, mais preferivelmente pelo
menos 93%, mais preferivelmente pelo menos 94%, mais
preferivelmente pelo menos 95%, mais preferivelmente pelo

menos 96%, mais preferivelmente pelo menos 97%, mais

preferivelmente pelo menos 98%, mais preferivelmente pelo
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menos 99%, mais preferivelmente pelo menos 99,1%, mais
preferivelmente pelo menos 99,2%, mais preferivelmente pelo
menos 99,3%, mais preferivelmente pelo menos 99,4%, mais
preferivelmente pelo menos 99,5%, mais preferivelmente pelo
menos 99,6%, mais preferivelmente pelo menos 99,7%, mais
preferivelmente pelo menos 99, 8%, e ainda mais
preferivelmente pelo menos 99,9% idéntica & ID de SEQ N°
relevante nomeada.

[00334] Em uma modalidade, a A6 dessaturase
substancialmente purificada e/ou recombinante da invencéo
ndo compreende uma sequéncia fornecida em numero de adesdo
EEH58637.1 ou XP 001421073.1. Em outra modalidade, a ®3
dessaturase substancialmente purificada e/ou recombinante
da invencdo ndo compreende uma sequéncia fornecida em
numero de adesdo XP 002505536.1. Em outra modalidade, o
DGAT substancialmente purificado e/ou recombinante da
invencdo ndo compreende uma sequéncia fornecido em numero
de adesdo EEH54819.1.

[00335] As mutacgdes da sequéncia de aminodcido dos
polipeptideos daqueles definidos neste documento podem ser
preparadas ao introduzir mudangas apropriadas de
nucleotideo em um &cido nucléico definido neste documento,
ou por sintese in vitro do polipeptideo desejado. Tais
mutacdes 1incluem, por exemplo, supressdes, 1insergcdes ou
substituicdes de residuos dentro da sequéncia de
aminoacido. Uma combinacdo de supresséo, insercdo e
substituicdo pode ser realizada para chegar aa construcdo
final, contanto que o produto de peptideo final possua as
caracteristicas desejadas.

[00336] Os peptideos mutantes (alterados) podem ser
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preparados ao utilizar qualquer meio conhecido na técnica.
Por exemplo, um polinucleotideo da invencdo pode ser
exposto a mutagénese in vitro. Tais técnicas mutagénese 1in
vitro 1incluem subclonar o polinucleotideo em um vetor
adequado, ao transformar o vetor em uma cepa "causadora de
mutacdo" como a E. coli XL-I vermelho (Stratagene) e
propagar a bactéria transformada para um numero adequado de
geracgdes. Em outro exemplo, os polinucleotideos da invencéao
sdo expostos a técnicas de shuffling de DNA como largamente
descrito por Harayama (1998). Os produtos derivados de DNA
com mutacdo/alterado podem prontamente ser rastreados ao
utilizar técnicas descritas neste documento para determinar
se eles possuem atividade de dessaturase e/ou elongase.
[00337] Ao projetar mutacdes de sequéncia de
aminoadcido, a posicdo do local de mutacdo e a natureza da
mutacdo dependerao de caracteristica(s) a ser
modificada(s) . As posicdes para mutacao podem ser
modificadas individualmente ou em série, por exemplo, por
(1) ao substituir primeiro com escolhas de conservativas de
aminodcido e entdo com selecgdes mais radicais dependendo

dos resultados obtidos, (2) ao suprimir o residuo alvo, ou

(3) ao 1inserir outros residuos adjacentes a posicéo
localizada.
[00338] As supressdes de sequéncia de aminoacido

geralmente variam de cerca de 1 a 15 residuos, mais
preferivelmente cerca de 1 a 10 residuos e tipicamente
cerca de 1 a 5 residuos contiguos.

[00339] As mutagdes de substituicdo possuem pelo
menos um residuo de aminodcido na molécula removida de

polipeptideo e um residuo diferente inserido em seu lugar.
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Os locais de maior interesse para mutagénese de
substituicéao incluem locais identificados como o(s)
local(s) ativo(s). Outros locais de interesse sdo aqueles
nos quais residuos particulares obtidos de diversas cepas
ou espécies sdo 1dénticas. Estas posigdes podem ser
importantes para atividade bioldgica. Estes locais,
especialmente aqueles dentro uma sequéncia de pelo menos
trés outros locais identicamente conservados, sdo
preferivelmente substituidos de uma amaneira relativamente
conservativa. Tais substituicdes conservativas sdo
mostradas na Tabela 3 sob o cabecalho de "substituicgdes
exemplares".

[00340] Em uma modalidade preferida um polipeptideo
mutante/variante possui apenas, ou ndo mais do que, um ou
dois ou trés ou gquatro mudancas conservativas de aminoéacido
quando comparada a um polipeptideo que ocorre naturalmente.
Detalhes de mudancas conservativas de aminodcido sé&o
fornecidas na Tabela 3. Como a pessoa versada saberia, tais
mudancas menores podem ser previstas logicamente em néo
alterar a atividade do polipeptideo gquando expresso em uma
célula recombinante.

Tabela 3. Substituicdes exemplares.

Residuo Original | Substituicdes Exemplares
Ala (A) val; leu; ile; gly
Arg (R) lys
Asn (N) gln; his
Asp (N) glu
Cys (C) ser
Gln (Q) asn; his
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Glu (E) asp

Gly (G) pro; ala

His (H) asn; his

Ile (I) leu; val; ala

Leu (L) ile; val; met; ala; phe

Lys (K) arg

Met (M) leu; phe

Phe (F) leu; val; ala

Pro (P) gly

Ser (S) thr

Thr (T) ser

Trp (W) tyr

Tyr (Y) trp; phe

vVal (V) ile; leu; met; phe; ala
[00341] Também incluidos dentro do escopo da

invencdo estédo polipeptideos definidos neste documento que
sdo modificados diferencialmente durante ou apds sintese,
por exemplo, por biotinilacgdo, benzilacdo, glicosilacéao,
acetilacéao, fosforilacéao, amidacéao, derivatizacéao por
grupos protetores/bloqueadores, clivagem proteolitica,
linkage a uma molécula de anticorpo ou outra ligante
celular, etc. Estas modificag¢des podem servir para aumentar
a estabilidade e/ou biocatividade do polipeptideo da
invencéo.

[00342] Os polipetideos podem ser produzidos de

diversas maneiras, 1incluindo produgcdo e recuperacdo de

polipeptideos naturais, producgao e recuperacgdao de
polipeptideos recombinantes, e sintese quimica dos
polipeptideos. Em uma modalidade, um polipeptideo
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recombinante é produzido ao cultivar uma célula capaz de
expressar o polipeptideo sob condig¢des eficazes para
produzir o polipeptideo. O polipeptideo recombinante pode
subsequentemente ser secretado da célula e recuperado, ou
extraido da célula e recuperado, e ¢é preferivelmente
purificado de contaminantes de moléculas. Ele ainda pode ou
ndo ser modificado quimicamente ou enzimaticamente. Uma
célula preferida para cultivar é uma célula recombinante
definida neste documento. As condicdes eficazes de cultura
incluem, mas ndo estdo limitadas a, condigcbes de meio
eficaz, biorreator, temperatura, pH e oxigénio que permitem
a producdo de polipeptideo. Um meio eficaz se refere a
qualquer meio no qual uma célula é cultivada para produzir
um polipeptideo definido neste documento. Tal meio
tipicamente compreende um meio agquoso que possuil fontes
assimilédveis de carbono, de nitrogénio e de fosfato, e
sais, minerais, metais e outros nutrientes apropriados,
como vitaminas. As células definidas neste documento podem
ser cultivadas biorreatores de fermentacdo convencional,
frascos de agitacéo, tubos de ensaio, placas de
microtitragem, e placas de petri. O cultivo pode ser
realizado a uma temperatura, pH e teor de oxigénio
apropriado para uma célula recombinante. Tais condig¢des de
cultura estdo dentro da experiéncia da pessoa de habilidade
comum na técnica. Uma célula mais preferida para produzir o
polipeptideo é& uma célula em uma planta, especialmente em
uma semente em uma planta.

[00343] Para os propdsitos desta invencdo, o termo
"anticorpo", exceto de especificado em contrario, inclui

fragmentos de anticorpos inteiros que conservam sua
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atividade de ligacdo analito alvo, assim como compostos que
compreendem os ditos fragmentos. Tais fragmentos incluem
fragmentos de Fv, F(ab') e F(ab')2, assim como anticorpos
de cadeia simples (scFv). Os anticorpos da invencdo podem
ser monoclonais ou policlonais e podem ser produzidos ao
utilizar procedimentos tipicos na técnica.

Polinucleotideos

[00344] A invencdo também fornece polinucleotideos
que podem ser, por exemplo, um gene, um polinucleotideo
isolado, ou um DNA quimérico. Pode ser DNA ou RNA de origem
gendmica ou sintética, de fita dupla ou de fita simples, e
combinado com carboidrato, lipideos, proteina ou outros
materiais para realizar uma atividade particular definida
neste documento. O termo "polinucleotideo" ¢é utilizado
alternadamente neste documento com o termo "molécula de
dcido nucléico". Por "polinucleotideo isolado" queremos
dizer um polinucleotideo que, se obtido de uma fonte
natural fonte, foi separado das sequéncias de
polinucleotideos com as quais é associado ou ligado em seu
estado nativo, ou um polinucleotideo qgue ndo ocorre
naturalmente. De preferéncia, o polinucleotideo isolado é
pelo menos 60% livre, mais preferivelmente pelo menos 75%
livre, e mais preferivelmente pelo menos 90% livre de
outros componentes com 0s quais é naturalmente associado.

[00345] Como wutilizado neste documento, o termo
"gene" deve ser entendido em seu contexto mais abrangente e
inclui as sequéncias de desoxirribonucleotideo que
compreendem a regido transcrita e, se traduzida, a regido
de codificacdo da proteina, de um gene estrutural e que

inclui sequéncias localizadas adjacente a regido de
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codificacdo em ambas as extremidades 5' e 3' para uma
distdncia de pelo menos cerca de 2 kb em quaisquer das
extremidades e que sdo envolvidas na expressdo do gene.
Neste contexto, o gene 1inclui sinais de controle como
promotores, 1intensificadores, sinais de terminacdo e/ou
poliadenilagdo que sdo naturalmente associadas com um dado
gene, ou sinais de controle heterdélogos em cujo caso o gene
é referido como um "gene quimérico". As sequéncias que
estdo localizadas 5' da regido de codificacgdo da proteina e
que estdo presentes no mRNA sdo referidos como sequéncias
ndo traduzidas 5'. As sequéncias que estdo localizadas 3'
ou apds a regido de codificacdo da proteina e que estdo
presentes no mRNA sdo referidos como sequéncias ndo-
traduzidas 3'. O termo "gene" abrange ambas as formas cDNA
e genbmica de um gene. Uma forma gendmica ou clone de um
gene contém a regido de codificacdo que pode @ser
interrompida com sequéncias de ndo-codificacdo chamadas de
"introns" ou "regides intervenientes" ou "sequéncias
intervenientes" Os introns sdo segmentos de um gene que s&o
transcritos em RNA nuclear (hnRNA). Os introns podem conter
elementos regulatdérios como intensificadores. Os introns
sdo removidos ou "spliced out" da transcrigcdo nuclear ou
primaria; os introns, portanto, estdo ausentes da
transcricdo de RNA mensageiro (mRNA). O mRNA age durante
traducdo para especificar a sequéncia ou ordem de
aminoacidos em um polipeptideo nascente. O termo "gene"
inclui uma molécula sintética ou de fusdo que codifica
todas ou parte das proteinas da invencdo descrita neste
documento e uma sequéncia de nucleotideo complementar para

qualquer um destes acima.
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[003406] Como utilizado neste documento, um  "DNA
quimérico" se refere a qualquer molécula de DNA gue ndo é
uma molécula de DNA nativa em sua posicdo nativa, também
referido neste documento como uma "construcdo de DNA". De
forma tipica, um DNA quimérico ou gene quimérico compreende
regulatdério e transcrito ou sequéncias de codificacdo de
proteina que ndo sdo encontradas Jjuntas na natureza. Por
conseguinte, um DNA qguimérico ou gene quimérico pode
compreender sequéncias regulatédrias e sequéncias de
codificagcdo que sdo derivadas de diferentes fontes, ou
sequéncias regulatédrias e sequéncias de codificacéao
derivadas da mesma fonte, mas dispostas de uma maneira
diferente daquela encontrada na natureza.

[00347] O termo "endbgeno" é utilizado neste
documento para se referir a uma substldncia gque normalmente
estd presente ou é produzida em uma planta ndo-modificada
no mesmo estdgio de desenvolvimento como a planta sob
investigacdo. Um "gene enddgeno" se refere a um gene nativo
em sua posig¢do natural no genoma de um organismo. Como
utilizado neste documento, "molécula de &cido nucléico
recombinante"”, "polinucleotideo recombinante" ou variacdes
destes se referem a uma molécula de &cido nucléico que foi
construido ou modificado por tecnologia de DNA
recombinante. Os termos "polinucleotideo estrangeiro" ou
"polinucleotideo exdgeno”" ou "polinucleotideo heterdlogo" e
similares se referem a qualgquer A&cido nucléico que ¢é
introduzido no genoma de uma célula por manipulacdes
experimentais. Os genes estrangeiros ou exdgenos podem ser
genes dque sdo inseridos em um organismo ndo-nativo, genes

nativos introduzidos em uma nova ©posigcdo dentro do
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hospedeiro nativo, ou genes quiméricos. Um "transgene" é um
gene que foi introduzido no genoma por um procedimento de
transformacdo. Os termos "geneticamente modificado",
"transgénico" e variagdes destes incluem introduzir genes
em células por transformacdo ou transdugdo, causar mutacdo
de genes em células e alterar ou modular a regulacgdo de um
gene em uma célula ou organismos aos quais estes atos foram
realizados ou seus descendentes. Uma "regido genbmica" como
utilizado neste documento se refere a uma posicdo dentro do
genoma onde um transgene, ou grupo de transgenes (também
referido neste documento como um agrupamento), foram
inseridos em wuma célula, ou um ancestral desta. Tais
regides apenas compreendem nucleotideos que foram
incorporados pela intervencdo humana como por métodos
descritos neste documento.

[00348] O termo "exbgeno" no contexto de um
polinucleotideo se refere ao polinucleotideo quando
presente em uma célula em uma quantidade alterada comparada
ao seu estado nativo. Em uma modalidade, a célula é uma
célula gque ndo compreende naturalmente o polinucleotideo.
Entretanto, a célula pode ser uma célula que compreende um
polinucleotideo né&o-enddgeno que resulta em uma quantidade
alterada de producdo do ©polipeptideo codificado. Um
polinucleotideo exdgeno da invencdo inclui polinucleotideos
que ndo foram separados de outros componentes da célula
transgénica (recombinante), ou do sistema de expressédo de
célula livre, no qual estdo presentes, e polinucleotideos
produzidos em tais células ou sistemas de célula livre que
sdo subsequentemente purificados de pelo menos alguns

outros componentes. O polinucleotideo exdgeno (acido
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nucléico) pode ser um trecho contiguo de nucleotideos que
existe na natureza, ou compreende dois ou mais trechos
contiguos de nucleotideos de diferentes fontes (que ocorrem
naturalmente e/ou sintéticas) unidos para formar um unico
polinucleotideo. De forma tipica, tais polinucleotideos
quiméricos compreendem pelo menos uma estrutura de leitura
aberta que codifica um polipeptideo da invencdo ligado de
maneira operavel a um promotor adequado para guiar
transcricdo da estrutura de leitura aberta em uma célula de
interesse.

[00349] Como wutilizado neste documento, o termo
"diferentes polinucleotideos exdbgenos" ou variacgdes destes
significa que a sequéncia de nucleotideo de cada
polinucleotideo sdo diferentes por pelo menos um,
preferivelmente mais, nucleotideos. Os polinucleotideos
codificam RNAs gque podem ou nao ser traduzidos em uma
proteina dentro da célula. Em um exemplo, ¢é preferido que
cada polinucleotideo codifique uma proteina com uma
atividade diferente. Em outro exemplo, cada polinucleotideo
exbgeno é menos do que 95%, menos do que 90%, ou menos do
que 80% idéntico aos outros polinucleotideos exdgenos. De
preferéncia, 0s polinucleotideos exdgenos codificam
proteinas/enzimas funcionais. Além disso, ¢é preferido que
os diferentes polinucleotideos exdgenos sejam ndo-
sobrepostos em que cada polinucleotideo ¢é uma regiédo
distinta do, por exemplo, adcido de transferéncia
extracromossomal que néo se sobrepde com outro
polinucleotideo exdgeno. No minimo, cada polinucleotideo
exbgeno possui um local de inicio e de fim de transcricdo,

assim como o promotor designado. Um polinucleotideo exdgeno
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individual pode ou ndo compreender introns.

[00350] Com relacdo aos polinucleotideos definidos,
serd reconhecido que valores de % de identidade maiores do
que aqueles fornecidos acima abrangerdo modalidades
preferidas. Logo, onde aplicéavel, a luz dos valores minimos
de % de identidade, ¢é preferido que o polinucleotideo
compreenda um polinucleotideo sequéncia que é pelo menos
60%, mais preferivelmente pelo menos 65%, mais
preferivelmente pelo menos 70%, mais preferivelmente pelo
menos 75%, mais preferivelmente pelo menos 80%, mais
preferivelmente pelo menos 85%, mais preferivelmente pelo
menos 90%, mais preferivelmente pelo menos 91%, mais
preferivelmente pelo menos 92%, mais preferivelmente pelo
menos 93%, mais preferivelmente pelo menos 94%, mais
preferivelmente pelo menos 95%, mais preferivelmente pelo
menos 96%, mais preferivelmente pelo menos 97%, mais
preferivelmente pelo menos 98%, mais preferivelmente pelo
menos 99%, mais preferivelmente pelo menos 99,1%, mais
preferivelmente pelo menos 99,2%, mais preferivelmente pelo
menos 99,3%, mais preferivelmente pelo menos 99,4%, mais
preferivelmente pelo menos 99,5%, mais preferivelmente pelo
menos 99,6%, mais preferivelmente pelo menos 99,7%, mais
preferivelmente pelo menos 99, 8%, e ainda mais
preferivelmente pelo menos 99,9% idéntico & ID de SEQ N°
relevante nomeada.

[00351] Em uma modalidade, o polinucleotideo exdgeno
e/ou 1isolado que codifica uma A6 dessaturase da invencdo
ndo compreende a sequéncia do genoma de Micromonas ou

Ostreococcus ©prevista para codificar a sequéncia de

aminodcido fornecido em numero de adesdo EEH58637.1 ou
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XpP 001421073.1, respectivamente. Em outra modalidade, o
polinucleotideo exdgeno e/ou isolado que codifica a 3
dessaturase da invencdo ndo compreende a sequéncia do
genoma de Micromonas prevista para codificar a sequéncia de
aminoacido fornecido em numero de adesdo XP 002505536.1. Em
outra modalidade, o polinucleotideo exdgeno e/ou isolado
que codifica um DGAT da invencdo ndo compreende a sequéncia
do genoma de Micromonas prevista para codificar a sequéncia
de aminocdcido fornecido em numero de adesdo EEH54819.1.

[00352] Um polinucleotideo da presente invencgdo pode
seletivamente Thibridizar, sob condigdes rigorosas, um
polinucleotideo que codifica um polipeptideo da presente
invencéao. Como utilizado neste documento, condicdes
rigorosas sdo aquelas que (1) empregam durante hibridizacéao
um agente desnaturante como formamida, por exemplo,
albumina de soro bovino 50% (v/v) formamida com 0,1% (w/v),
0,1% Ficoll, 0,1% polivinilpirrolidona, 50 mM de tampdo
fosfato de sédio em pH 6,5 com 750 mM de NaCl, 75 mM de
citrato de sédio a 42°C; ou (2) empregam 50% de formamida,
5 x 8sC (0,75 M NaCl, 0,075 M de citrato de sdbédio), 50 niM
de fosfato de sédio (pH 6,8), 0,1% de pirofosfato de sédio,
5 x solucdo de Denhardt, DNA de esperma de salmao
sonificada (50 g/ml), 0,1% de SDS e 10% sulfato de dextrano
a 42°C in 0,2 x SSC e 0,1% de SDS e/ou (3) empregam baixa
forca idnica e alta temperatura para lavagem, por exemplo,
0,015 M de NaCl/0,0015 M de citrato de s6dio/0,1% de SDS a
50°C.

[00353] Os polinucleotideos da invencao podem
possuir, quando comparados moléculas que ocorrem

naturalmente, uma ou mals mutacdes gue sdo supressdes,
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insercdes, ou substituigdes de residuos de nucleotideo. Os
polinucleotideos gque possuem mutacdes em relacdo a uma
sequéncia de referéncia podem ser ocorrer naturalmente
(isto é, 1isolado de uma fonte natural) ou sintética (por
exemplo, ao realizar mutagénese direcionada a local ou
shuffling de DNA no &cido nucléico como descrito acima).
Portanto, ¢é aparente que os polinucleotideos da invencéo
podem tanto ser de fonte gque ocorre naturalmente ou ser
recombinante.

Vetores Recombinantes

[00354] Uma modalidade da presente invencdo inclui
um vetor recombinante, que compreende pelo menos uma
molécula de polinucleotideo definida neste documento,

inserida em qualquer vetor capaz de entregar a molécula de

polinucleotideo a uma célula hospedeira. Os vetores
recombinantes incluem expressdo de vetores. Os vetores
recombinantes contém sequéncias de polinucleotideo

heterdlogo, isto é, sequéncias de polinucleotideo que né&o
sdo naturalmente encontradas adjacentes as moléculas de
polinucleotideo definidas neste documento que
preferivelmente s&o derivadas de uma espécie diferente
espécie da qual a(s) molécula(s) de polinucleotideo(s) séao
derivadas. O vetor pode ser RNA ou DNA, procaridtica ou
eucaridtica, e tipicamente é um vetor viral, derivado de um
virus, ou um plasmideo. Os vetores plasmideos tipicamente
incluem sequéncias de &acido nucléico adicionais que
garantem féacil selecdo, amplificacdo, e transformacdo do
cassete de expressdo em células procaridticas, por exemplo,
vetores derivados de pUC, vetores derivados de pSK, vetores

derivados de pGEM, vetores derivados de ©pSP, vetores
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derivados de pBS, ou vetores bindrios que contém um ou mais
regides de T-DNA. As sequéncias adicionais de 4cido
nucléico incluem origens de replicacdo para garantir
replicacéo autdénoma do vetor, genes marcadores
selecionaveis, preferivelmente que codificam resisténcia
antibidética ou  herbicida, localis UGnicos de clonagem
miltipla garantindo locais miltiplos para inserir
sequéncias de A4cido nucléico ou genes codificados na
construcdo de acido nucléico, e sequéncias que intensificam
transformacdo de <células ©procaridticas e eucaridticas
(especialmente planta) . ©) vetor recombinante pode
compreender mais do que um polinucleotideo definido neste
documento, por exemplo, trés, quatro, cinco ou seis
polinucleotideos da invencdo em combinacdo, cada um ligado
de maneira operavel a sequéncias de controle de expressédo
que sdo operaveis na célula de interesse. Tal mais do que
um polinucleotideo da invencédo, por exemplo, 3, 4, 5 ou 6
polinucleotideos, sdo preferivelmente unidos covalentemente
em um Unico vetor recombinante, que pode entdo ser
introduzido como uma Unica molécula em uma célula para
formar uma célula recombinante de acordo com a invencdo, e
preferivelmente integrada ao genoma da célula recombinante,
por exemplo, em uma planta transgénica. Com 1isso, ©s
polinucleotideos que sé&o unidos serdo herdados junto como
um lugar genético Unico no produto da célula recombinante
ou planta. O vetor recombinante ou planta pode compreender
dois ou mais de tais vetores recombinantes, cada um que
contém multiplos polinucleotideos, por exemplo, em que cada
vetor recombinante compreende 3, 4, 5 ou 6

polinucleotideos.
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[00355] "Ligado com capacidade de operacdo" como
utilizado neste documento se refere a um relacionamento
funcional entre dois ou mais segmentos de &cido nucléico
(por exemplo, DNA). De forma tipica, ele se refere ao
relacionamento funcional de elemento regulatédrio
transcripcional (promotor) para uma sequéncia transcrita.
Por exemplo, um promotor é ligado de maneira operavel a
sequéncia de codificacdo, como um polinucleotideo definido
neste documento, se ele estimula ou modula a transcricdo da
sequéncia de codificacdo em uma célula apropriada. Em
geral, elementos regulatdérios de transcricdo de promotor
que sdo ligados de maneira operavel a sequéncia transcrita
sdo fisicamente contiguos a sequéncia transcrita, ou seja,
eles sao ativos em Cw. Entretanto, some elementos
regulatérios de transcrigdo, como 1intensificadores, né&o
precisam ser fisicamente contiguos ou localizados em
proximidade as sequéncias de codificacdo cuja transcricéo
eles intensificam.

[00356] Quando h& multiplos promotores presentes,
cada promotor pode independentemente ser o mesmo ou
diferente.

[00357] As moléculas recombinantes como os DNA
quiméricos podem também conter (a) um ou mais sinais de
secrecdo que codificam sequéncias de peptideo notaveis,
para habilitar um polipeptideo expresso definido neste
documento para ser secretado da célula que produz o
polipeptideo ou gque garante localizacdoc do polipeptideo
expresso, por exemplo, para retencdo do polipeptideo no
reticulo endoplasmdtico (ER) na célula ou transferéncia em

um plastideo, e/ou (b) conter sequéncias de fusdo que levam
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a expressdo de moléculas de acido nucléico como proteinas
de fusdo. Exemplos de segmentos notdveis adequados incluem
qualquer segmento notédvel capaz de direcionar a secrecdo ou
localizacgdo de um polipeptideo definido neste documento. Os
segmentos notaveis preferidos incluem, mas ndo estéo
limitados a, ©peptideo notavel Nicotiana nectarin (US
5,939,288), extensina de tabaco notadvel ou o &éleo para
corpo de oleosina de soja ligando proteina notavel. As
moléculas recombinantes também podem incluir sequéncias
intervenientes e/ou ndo-traduzidas em torno e/ou dentro das
sequéncias de &cido nucléico de moléculas de &cido nucléico
definidas neste documento.

[00358] Para facilitar a identificacéo de
transformantes, a construcdo de &cido nucléico compreende
desejavelmente um gene marcador seleciondvel ou rastreéavel
como, ou em adigcdo a, o polinucleotideo exdgeno ou
estrangeiro. Por "gene marcador" se quer dizer um gene que
transmite um fendtipo distinto para células que expressa O
gene marcador e logo permite que tais células transformadas
sejam distintas de células que ndo possuem o marcador. Um
gene marcador seleciondvel confere um traco pelo qual se
pode "selecionar" baseado em resisténcia para um agente
seletivo (por exemplo, um herbicida, antibidético, radiacéo,
calor, ou outro dano de tratamento a células né&o-
transformadas). Um gene marcador rastreavel (ou gene
repbdrter) confere um traco que pode ser identificado
através de observacdo ou teste, ou seja, por "rastreamento"
(por exemplo, Pp-glucuronidase, luciferase, GFP ou outra
atividade de enzima que ndo estd presente em células ndo-

transformadas) . o) gene marcador e a sequéncia de
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nucleotideo de interesse nédo precisam ser ligados. A
escolha atual de um marcador ndo é crucial contanto que
seja funcional (ou seja, seletivo) em combinacdo com as
células escolhidas como uma célula vegetal. O gene marcador
e o polinucleotideo exdgeno ou estrangeiro de interesse ndo
precisam ser ligados, uma vez que cotransformacdo de genes
ndo ligados como, por exemplo, descrito em US 4,399,216
também é um processo eficiente em transformacdo de planta.
[00359] Exemplos de marcadores selecionéveis
bacteriais sédo marcadores que conferem resisténcia
antibidética como resisténcia a ampicilina, eritromicina,
cloranfenicol ou tetraciclina, preferivelmente resisténcia
a canamicina. Os marcadores seleciondveils exemplares para
transformantes de selecdo de planta incluem, mas ndo estéo
limitados a, um gene hyg que codifica resisténcia a
hogromicina B; um gene fosfotransferase neomicina (nptll)
que confere resisténcia a canamicina, paromomicina, G418;
um gene transferase glutationa-S de figado de rato que
confere resisténcia a herbicidas derivados de glutationa
como, por exemplo, descrito em EP 256223; um gene sintetase
de glutamina que confere, com superexpressdo, resisténcia
inibidores de sintetase de glutamina como fosfinotricina
como, ©por exemplo, descrito em WO 87/05327, um gene
acetiltransferase Streptomyces viridochromo que confere
resisténcia ao agente seletivo fosfinotricina como, por
exemplo, descrito em EP 275957, um gene que codifica uma
sintetase b5-enol-ciquimato-3-fosfato (EPSPS) que confere
toleréncia a N-fosfonometilglicina como, ©por exemplo,
descrito por Hinchee et al. (1988), um gene bar que confere

resisténcia contra bialafos como, por exemplo, descrito em
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W091/02071; um gene nitrilase como bxn de Klebsiella
ozaenae que confere resisténcia a bromoxinila (Stalker et
al., 1988); wum gene redutase diidrofolato (DHFR) que
confere resisténcia a metotrexato (Thillet et al., 1988);
um gene sintase de acetolactato mutante (ALS), que confere
resisténcia a 1midazolinona, substdncias quimicas que
inibem sulfoniluréia ou outro ALS (EP 154,204); um gene
sintase de antranilato com mutacdo que confere resisténcia
a triptofano 5-metil; ou um gene desalogenase de dalapona
que confere resisténcia ao herbicida. Os marcadores
rastreadveis preferidos incluem, mas ndo estdo limitados a,
um gene uidA que codifica uma enzima B-glucuronidase (GUS)
para ao qual diversos substratos cromogénicos sédo
conhecidos, um gene [(f-galactosidase que codifica uma enzima
para a qual varios substratos cromogénicos s&o conhecidos,
um gene aquorina (Prasher et al., 1985), gue pode ser
empregado detecgdo de bioluminescéncia sensivel a célcio;
um gene de proteina verde fluorescente (Niedz et al., 1995)
ou derivados deste; um gene luciferase (luc) (Ow et al.,
1986), gque permite detecgdo de bioluminescéncia, e outros
conhecidos na técnica. Por "molécula repdrter" como
utilizado na presente especificacdo significa uma molécula
que, por sua natureza quimica, fornece um sinal
analiticamente identificédvel que facilita a determinacédo de
atividade de promotor ©por referéncia ao produto da
proteina.

[00360] A transformacdo de protoplastos de planta
pode ser alcancada com o uso de métodos com base na
precipitacao de fosfato de calcio, tratamento por

polietileno glicol, eletroporacdo, e combinacdes desses
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tratamentos. A aplicacdo desses sistemas em diferentes
variedades de planta depende da capacidade de regenerar
essa cepa de planta em particular a partir de protoplastos.
Métodos ilustrativos para a regeneracdo de cereais a partir
de protoplastos sdo descritos (Fujimura et al., 1985;
Toriyama et al, 1986; Abdullah et al, 1986). Outros métodos
de transformacdo celular também podem ser usados, e
incluem, mas ndo se limitam a introducdo de DNA em plantas
mediante a transferéncia de DNA direta para um pbdlen,
mediante a injecdo direta de DNA em o6rgdos reprodutores de
uma planta, ou mediante a injecdo direta de DNA nas células
de embrides n&o maduros seguida pela reidratacdo de
embrides dessecados.

[00361] A regeneracdo, desenvolvimento, e cultivo de
plantas a partir de transformantes de protoplasto de planta
Ginicos ou a partir de varias plantas transformadas sdo bem
conhecidos na técnica (Weissbach et al., In: Methods for
Plant Molecular Biology, Academic Press, San Diego, Calif,
(1988). Esse processo de regeneragcdo e cultivo inclui
tipicamente as etapas de selecdo de células transformadas,
cultivando aquelas células individualizadas através dos
estdgios normais de desenvolvimento embridénico através do
estdgio de pléntula com raiz. As sementes e o0s embrides
transgénicos sdo regenerados de maneira similar. Os caules
com raiz transgénicos resultantes sdo, entdo, plantados em
um meio de cultivo de planta adequado tal como solo.

[00362] O desenvolvimento ou regeneracdo das plantas
contendo o gene exbdgeno estrangeiro é bem conhecido na
técnica. Com preferéncia, as plantas regeneradas séao

autopolinizadas fornecendo plantas transgénicas
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homozigotas. Por outro lado, o pdlen obtido a partir das
plantas regeneradas ¢é cruzado com planas propagadas por
semente de linhas agronomicamente importantes.
Inversamente, o pdlen das plantas dessas linhas importantes
é¢ wusado em plantas regeneradas polinizadas. A planta
transgénica da presente 1invencdo dque contém um A&cido
nucléico exdédgeno desejado é cultivada com o uso de métodos
bem conhecidos pelo versado na técnica.

[00363] Métodos para a transformacao de
dicotiledbneas, primeiramente mediante a wutilizac&o de
Agrobacterium tumefaciens, e a obtencao de plantas
transgénicas foram publicados com relacdo ao algoddo (US
5.004.863. US 5.159.135. US 5.518.908); semente de soja (US
5.569.834. US 5.416.011); Couve (US 5.463.174); amendoim
(Cheng et al., 1996); e ervilha (Grant et al., 1995).

[00364] Métodos para a transformacdo de plantas
cereais tal como trigo e sevada para a introducdo de uma
variagdo genética em uma planta mediante a introducdo de um
dcido nucléico exdébgeno e para a regeneracdo de plantas a
partir de protoplastos ou embrides de planta imaturos séo
bem conhecidos na técnica, veja por exemplo, os documentos
CA 2.092.588, AU 61781/94, AU 667939, US 6.100.447,
PCT/US97/10621, US 5.589.617, US 6.541.257, e outros
métodos sdo apresentados no relatédrio de patente
WO99/14314. Com preferéncia, as plantas de trigo ou cevada
transgénicas s&o produzidas por procedimentos de
transformacdo mediados por Agrobacterium tumefaciens. Os
vetores que carregam a construcdo de 4cido nucléico
desejado podem ser introduzidos em células de trigo

regeneraveis de plantas ou explantes cultivados em tecido,
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ou sistemas de planta adequados tal como protoplastos.
[00365] As células de trigo regeneraveis, com
preferéncia, sdo provenientes do escutelo de embrides néao
maduros, embrides maduros, calos derivados dos mesmos, ou
tecido meristemadtico. Mediante a confirmacdo da presenca
dos transgenes em células e plantas transgénicas, uma
amplificacdo da reacdo da cadeia em polimerase (PCR) ou
andlise Southern Dblot pode ser executada com o uso de
métodos conhecidos pelos versados na técnica. Os produtos
da expressao dos transgenes podem ser detectados em
qualquer uma dentre uma pluralidade de maneiras, dependendo
da natureza do produto, e incluem o ensaio Western blot e
enzimatico. Uma maneira particularmente atil para
quantificar a expressdo da proteina e para detectar a
replicacdo em diferentes tecidos de planta é a utilizacéo
de um gene repdrter, tal como GUS. Uma vez que as plantas
transgénicas foram obtidas, elas podem ser cultivadas para
produzir tecidos ou partes de planta que tenham o fendtipo
desejado. Um tecido de planta ou partes de planta podem ser
colhidos, e/ou a semente coletada. A semente pode servir
como uma fonte para o cultivo de plantas adicionais com
tecidos ou partes tendo as caracteristicas desejadas.
[00366] A planta transgénica formada com o© uso de
Agrobacterium ou outros métodos de transformacdo contém
tipicamente um Unico local genético em um cromossomo. Essas
plantas transgénicas podem  ser chamadas como sendo
hemizigotos para o(s) gene (s) adicionado (s) . Mais
preferencial é a planta transgénica que ¢é homozigota para
o(s) gene(s) adicionado(s); ou seja, a planta transgénica

que contém dois genes adicionados, um gene no mesmo local
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em cada cromossomo de um par de cromossomos. Uma planta
transgénica homozigota pode ser obtida mediante a
autofertilizacdo de uma planta transgénica homozigota,
germinando uma parte da semente produzida, e analisando as
plantas resultantes quanto ao gene de interesse.

[00367] Deve-se compreender, também, que duas
plantas transgénicas diferentes que contém dois genes ou
locais exdbégenos independentemente segregantes também podem
ser cruzadas (acasaladas) para produzir uma descendéncia
que contenha ambos os conjuntos de genes ou locais. A
autopolinizacdo de progénie Fl1 adequada pode produzir
plantas que sdo homozigotas para ambos o0s genes ou locais
exbgenos. Um retrocruzamento de uma planta parental e o
cruzamento ndo relacionado com uma planta ndo-trangénica
também sdo contemplados, assim como a propagagao
vegetativa. Descricgdes de outros métodos de reproducdo que
sdo usados normalmente em diferentes tracos e plantios
podem ser encontradas em Fehr, In: Breeding Methods for
Cultivar Development, Wilcox J. ed., American Society of
Agronomy, Madison Wis. (1987).

Animais ndo-humanos transgénicos

[00368] Um “animal ndo-humano transgénico” refere-se
a um animal, além de um ser-humano, que contém uma
construgcdo de gene ("transgene") ndo encontrado em um
animal do tipo selvagem da mesma espécie ou raca. Um
"transgene", conforme referido nesse contexto, tem o
significado normal na técnica de Dbiotecnologia, e inclui
uma sequéncia genética que foi produzida ou alterada pela
tecnologia de RNA ou DNA recombinante, e que foi

introduzida em uma célula animal. O transgene pode incluir
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sequéncias genéticas derivadas de uma célula animal, que
pode ser da mesma, ou de uma espécie diferente, ou
variedade assim como a célula em gue o transgene ¢é
introduzido. Tipicamente, o transgene foi 1introduzido no
animal mediante a manipulac¢do humana tal como, por exemplo,
pela transformacdo, mas qualquer método pode ser usado
assim como um versado na técnica reconhecera.

[00369] Técnicas para a producédo de animais
transgénicos sdo bem conhecidas na técnica. Um livro util,
de maneira geral, sobre esse assunto é Houdebine,
Transgenic animals, Generation and Use (Harwood Academic,
1997). A transformacdo de uma molécula de polinucloeotideo
em uma célula pode ser realizada através de qualquer método
através do qual uma molécula de polinucleotideo pode ser
inserida na célula. As técnicas de transformacdo incluem,
mas nao se limitam a transfeccao, eletroporacao,
microinjecdo, lipofeccdo, adsorcdo, e fusdo celular. Uma
célula recombinante pode permanecer unicelular, ou pode ser
cultivada em um tecido, &érgdo ou organismo multicelular. As
moléculas de polinucleotideo transformadas podem permanecer
extracromossémicas, ou podem integrar um ou mais sitios
dentro de um cromossomo da célula transformada (ou seja,
recombinante) de uma maneira gque sua capacidade a ser
expressa é retida. O DNA heterbdélogo pode ser introduzido,
por exemplo, em uma ova mamifera fertilizada. Por exemplo,
as células tronco totipotentes ou pluripotentes podem ser
transformadas por microinjecdo, precipitacdo mediada por
fosfato de célcio, fusdo liposoma, infeccdo retroviral ou
outros meios, sendo que as células transformadas séo,

entdo, introduzidas no embrido, e o embrido, entdo, se
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desenvolve em um animal transgénico. Em um método altamente
preferencial, os embrides em desenvolvimento sdo infectados
com um retrovirus contendo o DNA desejado, e animais
transgénicos produzidos a partir do embrido infectado. Em
um método mais preferencial, entretanto, os DNAs adequados
sdo coinjetados no pré-ntcleo ou citoplasma de embrides,
com preferéncia no estdgio de célula Unica, e os embrides
permitidos para o desenvolvimento em animais transgénicos
maduros.

[00370] Outro método usado para produzir um animal
transgénico envolve a microinjecdo de um acido nucléico em

ovos de estagio prdé-nuclear através de métodos padrédo. Os

ovos injetados sdo, entédo, cultivados antes da
transferéncia para 0s ovidutos de recipientes
pseudopregnantes.

[00371] Os animais transgénicos também podem ser

produzidos por tecnologia de transferéncia nuclear. Com o
uso desse método, os fibroblastos de animais doadores séo
estavelmente transfectados com um plasmideo que incorpora
as sequéncias de codificacdo para um dominio de ligacdo ou
parceiro de interesse de ligacdo mediante o controle de
sequéncias regulatdédrias. Os transfectantes estaveis séo,
entédo, fundidos em odécitos enucleados, cultivados e
transferidos para recipientes femininos.

Niveis de RNA Exbgeno Melhorados e Expressdo

Estabilizada

Supressores silenciadores
[00372] O silenciamento génico pds-trancricional
(PTGS) ¢é um mecanismo de defesa especifico de sequéncia

nucleotidica que pode alvejar tanto os mRNAs celulares
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quanto virais para qgque a degradacdo de PTGS ocorra em
plantas ou fungos estavelmente ou transientemente
transformados com DNA estrangeiro (heterdélogo) ou enddgeno
e resulte na acumulacdo reduzida de moléculas de RNA com
similaridade de sequéncias no acido nucléico introduzido.

[00373] Considera-se amplamente gque a Cco-expressao
de um supressor silenciador com um transgene de interesse
aumentard os niveis de RNA presente na célula transcrita do
transgene. Enquanto isso se prova verdadeiro para células
in vitro, efeitos colaterais significantes sdo observados
em muitos estudos de co-expressdo de toda a planta. Mais
especificamente, conforme descrito em Mallory et al.
(2002), Chapman et al. (2004), Chen et al. (2004), Dunoyer
et al. (2004), Zhang et al. (2006), Lewsey et al. (2007) e
Meng et al. (2008), as plantas gque expressam Ssupressores
silenciadores, em geral, mediante promotores constitutivos,
sdo frequentemente anormais fenotipicamente a medida que
ndo sdo Uteis para a producdo comercial.

[00374] Conforme descrito acima, oS presentes
inventores revelaram que os niveis de molécula de RNA podem
ser aumentados e/ou os niveis de molécula de RNA podem ser
estabilizados ao longo de numerosas geracdes, pela
limitacd&o da expressdo do supressor silenciador em um 6rgédo
de armazenagem de uma planta ou parte da mesma. Conforme o
uso na presente invencdo, um "supressor silenciador" é
qualquer polinucleotideo ou polipeptideo Qgque possa ser
expresso em uma célula vegetal que acentua o nivel do
produto de expressdo de um transgene diferente na célula
vegetal, particularmente ao longo de geracdes repetidas a

partir da planta inicialmente transformada. Em uma
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modalidade, o) supressor silenciador é um supressor
silenciador wviral ou mutante do mesmo. Um grande numero de
supressores silenciadores virais é conhecido na técnica e
inclui, mas ndo se limita a P19, V2, P38, Pe a Po e RPV a
PO. Em uma modalidade, o supressor silenciador wviral
compreende aminoadcidos que tém uma sequéncia conforme
fornecida em qualquer uma das SEQ ID NOs 97 a 101, um
fragmento biologicamente ativo do mesmo ou uma sequéncia de
aminodcido que é pelo menos 50% idéntica a qualquer uma ou
mais dentre SEQ ID NOs 97 a 101 e que tem uma atividade
como um supressor silenciador.

[00375] Conforme o uso na presente invencgdo, o0s
termos "expressao de estabilizacéao", "estavelmente
expresso", "expressdo estabilizada" e variacdes dos mesmos
referem-se ao nivel da molécula de RNA que é
essencialmente igual ou superior em plantas da progénie ao
longo de geracgdes repetidas, por exemplo, pelo menos trés,
pelo menos cinco ou pelo menos 10 geracgdes, quando
comparado as plantas isogénicas desprovidas do
polinucleotideo exdbgeno que encodifica o supressor
silenciador. Entretanto, esse(s) termo(s) ndo excluil a
possibilidade de que ao longo de geracdes repetidas exista
alguma perda de niveis da molécula de RNA quando comparada
a uma geracdo anterior, por exemplo, ndo menor Jgue uma
perda de 10% por geracéo.

[00376] O supressor pode ser selecionado a partir de
qualquer fonte, por exemplo, vegetal, viral, mamifera etc.
O supressor pode ser, por exemplo:

um virus Flock House B2;

um virus Pothos Latent P14;
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um virus Pothos Latent AC2;

um

virus do

uma doenca

uma doenca

uma doenca

C2;
C4;
BCL ;
um
um
um
um
um
BC1
um
V2;
um
China C2
um
China

virus da
virus da
virus da

virus do

mosaico africano da mandioca AC4;

do mosaico da nervura amarela do quiabo
do mosaico da nervura amarela do quiabo
do mosaico da nervura amarela do quiabo

clorose do tomateiro p22;

clorose do tomateiro CP;

clorose do tomateiro CPm;

mosaico dourado do tomateiro AL2;

virus Java do enrolamento da folha do tomateiro

virus do

virus do

virus do

isolado Y10

enrolamento amarelo da folha do tomateiro

enrolamento amarelo da folha do tomateiro

enrolamento amarelo da folha do tomateiro

BCL ;

um isolado de Israel do enrolamento da folha amarela

do tomateiro V2;

um

um

um

um

um

um

um

um
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mosaico amarelo do munguba Vigna ACZ2;
mancha anelar clordtica do Ibiscus CP;
encrespamento do nabo P38;
encrespamento do nabo CP;
mosaico da couve-flor P6;
amareldo da beterraba p2l ;
tristeza dos citros p20;

tristeza dos citros p23;
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um virus da tristeza dos citros CP;

um virus do mosaico do feijdo-de-corda SCP;

um virus do nanismo clordético da batata doce p22

um virus do mosaico do pepino 2b;

um virus “aspermy” do tomateiro HC-Pro

um virus vira-cabeca da beterraba L2;

um virus do mosaico do trigo transmitido pelo solo
19K;

um virus do mosaico em faixa da cevada Gammab;

um virus semilatente da poa;

um pecluvirus do amendoim de moita P15;

um virus do nanismo do arroz Pnsl0 ;

um virus do amareldo das cucurbitdceas transmitido
por afideo PO;

um virus do amarelo da beterraba do Oeste PO;

um virus X da batata P25;

um virus do amarelecimento da nervura do pepino PIb;

um virus sharca em ameixeira HC-Pro;

um virus do mosaico da cana HC-Pro

um virus Y da batata cepa HC-Pro;

um virus “etch” do fumo P1l/HC-Pro;

um virus do mosaico do nabo P1/HC-Pro;

um virus do mosqueado do capim P1l;

um virus do mosqueado do capim isolado da Noruega Pl;

um virus do mosqueado amarelo do arroz Pl;

um virus do mosqueado amarelo do arroz isolado da
Nigéria P1;

um virus da folha branca do arroz NS3

um virus da faixa do arroz NS3

um virus do mosaico do fumo que infecta cruciferas
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126K;

um virus do mosaico do fumo que infecta cruciferas
pl22;

um virus do mosaico do fumo pl22;

um virus do mosaico do fumo 126

um virus do mosaico do fumo 130K;

um virus do “rattle” do fumo 16K;

um virus do nanismo arbustivo do tomateiro P19;

um virus do vira-cabeca do tomateiro NSs;

um virus da folha anelar clordtica da macd P50;

um virus da uva A pl0;

um virus 2 associado ao enrolamento da folha da uva
homélogo de BYV p2l, bem como variantes/mutantes do mesmo.
A lista acima fornece o virus a partir do qual o supressor
pode ser obtido e a proteina (por exemplo, B2, P 14, etc)
ou designacdo de regido de codificacdo para o sSupressor a
partir de cada virus particular.

[00377] Miltiplas cépias de um supressor podem ser
usadas. Diferentes supressores podem ser usados juntos (por
exemplo, em conjunto).

Moléculas de RNA

[00378] Essencialmente, qualquer molécula de RNA que
é desejavel para ser expressa em um 6rgdo de armazenagem de
planta pode ser co-expressa como supressor silenciador. A
molécula de RNA pode influenciar um traco agrondmico,
resisténcia a insetos, resisténcia a doencas, resisténcia a
herbicida, esterilidade, caracteristicas de gréo e
similares. Os polipeptideos encodificados podem ser
envolvidos no metabolismo de 6leo, amido, carboidratos,

nutrientes, etc., ou podem ser responsaveis pela sintese de
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proteinas, peptideos, 4cidos graxos, 1lipideos, ceras,
6leos, amidos, acuUcares, carboidratos, sabores, odores,
toxinas, carotendides, hormdbébnios, polimeros, flavondides,
proteinas de armazenamento, acidos fendlicos, alcaldides,
ligninas, taninas, celuloses, glicoproteinas,
glicolipideos, etc.

[00379] Em um exemplo particular, as plantas
produzidas aumentaram os niveis de enzimas para a producdo
de 6leo em plantas tal como Brassicas, por exemplo, semente
de colza oleoginosa ou girassol, acafrdo, linhaca, algodéo,
6leo de soja ou mais; enzimas envolvidas em sintese de
amido em plantas tal como batata, mais e cereais, tal como
cevada ou arroz; enzimas que sintetizam, ou proteinas que
sdo propriamente medicamentos naturais, tal como produtos
farmacéuticos ou veterinarios.

[00380] Tipos de polipeptideos que s&o comtemplados
para a producdo em um método da presente invencdo incluem
proteinas farmacéuticas para a utilizacdo em mamiferos,
incluindo seres humanos, tal como insulina, preproinsulina,
proinsulina, glucagon, interferonas tal como o-interferona
e y-interferona, fatores de coagulacdo sanguinea tal como
Fator VII, VIII, IX, X, XT, e XIT, horménios de
fertilizacdo tal como horménio luteinizante, fatores de
crescimento de horménio foliculo estimulante tal como fator
de crescimento epidérmico, fator de crescimento derivado de
plaqueta, fator estimulante de coldnia granulbdcita,
prolactina, oxitocina, horménio estimulante da tirdide,
horménio adrenocorticotrépico, calcitonina, horménio
paratirdéide, somatostatina, eritropoietina (EPO), enzimas

tal como B-glucocerebrosidase, haemoglobina, albumina
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sérica, coladgeno, horménio do crescimento, albumina sérica
humana, fosfatase alcalina secretada humana, aprotinina,
al-antitripsina, IgGl (éster fosfonato), IgM (neuropeptideo
hapteno), SIgA/G (adesina Streptococcus mutans),
imunotoxina scFv-briodina 1 (CD 40), IgG (HSV), LSC (HSV) e
similares.

[00381] De forma adicional, o método da invencédo
pode ser utilizado para a producéo de anticorpos
especificos, incluindo moléculas relacionadas a anticorpo
ou fragmentos ativos destas que ligam, por exemplo, um tipo
de proteina receptora morfogenética de osso IB; El6;
STEAP1; MPF; Napi3b; Sema 5b; PSCA; receptor tipo B
Endotelina; MSG783; STEAP2; TrpM4; CRIPTO; CD21; CD79b;
FcRH2; HER2; NCA; MDP; IL20Ra; Brevican; EphB2R; ASLG659;
PSCA; GEDA; um receptor de fator de ativacdo de célula B;
CD22; CD79%a; CXCR5; HLA a DOB; P2X5; CD72; 1Yo4; FcRHI;
IRTAZ; TENBZ; CD20; VEGF incluindo VEGF A, B, C ou D; pb53;
EGFR; receptor progesterona; catepsina D; Bcl-2; caderina
E; CEA; Lewis X; Ki67; PCNA; CD3; CD4; CD5; CD7; CDllc;
CD1l1ld; c-Myc; tau; PrPSC; ou AB.

[00382] Em adicdo, o método da invencdo pode ser
utilizado para a produgdo de um antigeno, que pode ou nao
ser entregue por consumo do 6érgdo de armazenagem, exemplos
dos quais incluem proteina do envelope do virus da Hepatite
B, glicoproteina do virus da raiva, enterotoxina termo-
14bil de Escherichia coli, proteina de capsideo do virus de
Norwalk, autoantigeno de diabetes, subunidade B da toxina
da cbélera, subunidades B e A2 da toxina da cbélera, fusdes
de antigeno fimbrial de enterotoxina e enterotoxigénico de

rotavirus de E. coli, glicoproteina S de virus de
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gastroenterite transmissivel suina, epitopos de rinovirus
humano 15 (HRV a 14) e tipo virus humano da
imunodeficiéncia (HIV a I), epitopos de Virus da Enterite
Mink, proteina estrutural VPl de virus de doenca de boca e
pré, glicoproteina B de citomegalovirus humano, antigenos de
caries dentais (S. mutans), e antigenos de virus sincicial
respiratoério.

Niveis de LC-PUFA produzidas

[00383] Os niveils de LC-PUFA ou combinacdo de LC-
PUFAs que sdo produzidas na célula recombinante séo
importantes. Os niveis podem ser expressos COmo uma
composicdo (em porcentagem) do total de acido graxo que é
um grupo particular de LC-PUFA ou grupo de LC-PUFA
relacionada, por exemplo, a LC-PUFA w3 ou a LC-PUFA w6, ou
a VLC-PUFA, ou outra que possa ser determinada por métodos
conhecidos na técnica. O nivel também pode ser expresso
como um teor de LC-PUFA, tal como, por exemplo, a
porcentagem de LC-PUFA no peso seco de material
compreendendo as células recombinantes, por exemplo, a
porcentagem do peso seco de semente que é LC-PUFA. Seré
apreciado que a LC-PUFA produzida em uma semente oleaginosa
pode ser consideravelmente maior em termos de teor de LC-
PUFA do que em um vegetal ou um gr&o que ndo é cultivado
para produgdo de &éleo, mas ambos possuem composicgdes
similares de LC-PUFA, e ambos podem ser utilizados como
fontes de LC-PUFA para consumo humano ou animal.

[00384] Os niveis de LC-PUFA podem ser determinados
quaisquer dos métodos conhecidos na técnica. Em um método
preferido, lipidio ¢é totalmente extraido das células,

tecidos ou organismos e o &cido graxo convertido em ésteres
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metil antes de andlise por cromatografia a gas (GC). Tais
técnicas sdo descritas no Exemplo 1. A posicdo de pico no
cromatograma pode ser utilizada para identificar cada &acido
graxo em particular, e a area sob cada pico integrada para
determinar a quantidade. Conforme o uso na presente
invencdo, exceto se mencionado em contrario, a porcentagem
de 4cido graxo em particular em uma amostra é determinada
como a 4area sob o pico para aquele &cido graxo como uma
porcentagem do total de 4Area para 4acidos graxos no
cromatograma. Isto corresponde essencialmente em uma
porcentagem em peso (w/w). A identidade de &cidos graxos
pode ser confirmada por GC-MS. Lipidio total pode ser
separado por técnicas conhecidas na técnica para purificar
fracdes tal como fracdo TAG. Por exemplo, cromatografia de
camada fina (TLC) pode ser realizada em uma escala
analitica em TAG separado de outras fracgdes de lipidio tal
como DAG, acil-CoAs ou fosfolipidio para determinar a
composicdo de acido graxo especificamente de TAG.

[00385] Em uma modalidade, a soma total de ARA, EPA,
DPA e DHA nos &acidos graxos na célula compreende pelo menos
15%, com mais preferéncia pelo menos 20% ou pelo menos 25%
do total de &cidos graxos na célula. Em uma modalidade mais
preferencial, a soma total destes &cidos graxos é pelo
menos 29%, pelo menos 30% ou pelo menos 31% do total de
dcidos graxos na célula. Em uma outra modalidade, o &cido
graxo total na célula possui menos que 1% C20:1. Em outra
modalidade, a quantidade de DHA nos acidos graxos na célula
é pelo menos 3%, com mais preferéncia pelo menos 4%, com
mais preferéncia pelo menos 5% ou pelo menos 7%, ou com

preferéncia ainda pelo menos 10%, do total de acidos graxos
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na célula. Em modalidades preferenciais, a TAG que pode ser
extraida na célula compreende os Aacidos graxos nos niveis
referidos neste parédgrafo. Cada combinacdo possivel destes
aspectos também é abrangida. Por exemplo, a soma total de
ARA, EPA, DPA e DHA nos acidos graxos na célula pode
compreender pelo menos 15%, pelo menos 20%, pelo menos 25%,
pelo menos 29%, pelo menos 30% ou pelo menos 31% do total
de &cidos graxos na célula, dos quais pelo menos 3%, pelo
menos 4%, pelo menos 5%, pelo menos 7% ou pelo menos 10% do
total de &acidos graxos na célula é DHA, enquanto o nivel de
C20:1 pode ser menos que 1%.

[00386] Em cada uma destas modalidades, a célula
recombinante pode ser uma célula de um organismo gque é
adequada para fermentacdao tal como, ©por exemplo, um
microorganismo unicelular gque pode ser uma procariota ou
uma eucariota tal como levedura, ou uma célula vegetal. Em
uma modalidade preferencial, a célula é uma célula de uma
angiosperma (planta maior). E uma modalidade preferencial
adicional, a célula é uma célula em uma semente tal como,
por exemplo, uma semente de oleaginosa ou um grdo ou
cereal.

[00387] O nivel de producdo de LC-PUFA na célula
recombinante também pode ser expresso como uma razdo de
conversdo, ou seja, a quantidade da LC-PUFA formada como
uma porcentagem de um ou mais substrato PUFA ou LC-PUFA.
Com relacdo a EPA, por exemplo, isto pode ser expresso como
a razdo do nivel de EPA (como uma porcentagem no acido
graxo total) para o nivel de um substrato de &acido graxo
(ALA, SDA, ETA ou ETrA).

[00388] Em uma modalidade, a eficiéncia de converséo
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de ALA em EPA é pelo menos 80%, ou com mais preferéncia em
90%. Em outra modalidade, a eficiéncia de conversdo de ALA
em EPA, DPA ou DHA (calculada como a soma de todas as
porcentagens para EPA, DPA e DHA/ a soma das porcentagens
para ALA e todos os produtos de acido graxo A6-dessaturado
de ALA) é pelo menos 17,3%, ou pelo menos 23%. Em outra
modalidade, a eficiéncia de conversdo de ALA em DPA ou DHA
(calculada como a soma das porcentagens para DPA e DHA/ a
soma das porcentagens para ALA e todos os produtos de acido
graxo A6-dessaturado de ALA) é pelo menos 15,4%, ou pelo
menos 21%. Em outra modalidade, a eficiéncia de converséao
de ALA em DHA (calculada como a soma das porcentagens para
DPA e DHA/ a soma das porcentagens para ALA e todos os
produtos de &cido graxo A6-dessaturado de ALA) é pelo menos
9,5%, ou pelo menos 10,8%. Em outra modalidade, a
eficiéncia de conversdo de EPA em DHA (calculada como a
porcentagem para DHA/ a soma das porcentagens para EPA e
todos os produtos de &cido graxo Ab-alongado de EPA) é pelo
menos 45%, ou pelo menos 50%. Em outra modalidade, a
eficiéncia de conversdo de SDA para produzir ETA (calculada
como a soma das porcentagens para ETA e produtos de acido
graxo Ab-dessaturado de ETA/a soma das porcentagens para
SDA e todos os produtos de &acido graxo A6-alongado de SDA)
é pelo menos 50%, com mais preferéncia pelo menos 60%. Em

outra modalidade, a eficiéncia de conversdo de ALA em ETrA

o°

é pelo menos 6%, com mais preferéncia pelo menos 9 Em
outra modalidade, a eficiéncia de conversdo de EPA em DPA
(calculada como a soma das porcentagens para DPA e DHA/ a

soma das porcentagens para EPA, DPA e DHA) através de uma

etapa de A5-elongase é pelo menos 60%, com mais preferéncia
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pelo menos 65%, com mais preferéncia pelo menos 70% ou com
preferéncia ainda pelo menos 75%.

[00389] A transformacdo de protoplastos vegetais
pode ser realizada com o wuso de métodos Dbaseados na
precipitacéo de fosfato de calcio, tratamento de
polietilenoglicol, eletroporacéao, e combinacdes desses
tratamentos. A aplicacdo desses sistemas a diferentes
variedades de plantas depende da capacidade de regenerar
essa cepa de planta em particular a partir de protoplastos.
Métodos ilustrativos para a regeneracdo de cereais a partir
de protoplastos sdo descritos (Fujimura et al., 1985;
Toriyama et al, 1986; Abdullah et al, 1986). Outros métodos
de transformacdo celular também podem ser usados e incluem,
mas ndo estdo limitados, a introdugdo de DNA em plantas por
transferéncia direta de DNA para o pdlen, por injecédo
direta de DNA nos 6rgdos reprodutivos de uma planta ou por
injecdo direta de DNA nas células de embrides ndo maduros,
seguido pela reidratacdo de embrides dissecados.

[00390] A regeneracdo, desenvolvimento e cultivo de
plantas a partir de transformantes de um uUnico protoplasto
vegetal ou de varios explantes transformados sdo amplamente
conhecidos na técnica (Weissbach et al., In: Methods for
Plant Molecular Biology, Academic Press, San Diego, Calif.,
(1988). Esse processo de regeneragdo e crescimento inclui
tipicamente as etapas de selecdo de células transformadas,
cultivo dessas células individualizadas através dos
estdgios usuais de desenvolvimento embriondrio através do
estdgio de pléntula enraizada. Sementes e embrides
transgénicos sdo similarmente regenerados. Os brotos

enraizados transgénicos resultantes sdo subsequentemente
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plantados em um meio de crescimento vegetal apropriado,
como o solo.

[00391] @) desenvolvimento ou a regeneracdao de
plantas contendo o gene exdgeno estrangeiro é amplamente
conhecido (a) na técnica. De preferéncia, as plantas
regeneradas s&do autopolinizadas para fornecerem plantas
transgénicas homozigotas. Caso contrdrio, o pdlen obtido
das plantas regeneradas ¢é cruzado com plantas propagadas
por semente de linhagens agronomicamente importantes.
Reciprocamente, o pdblen de plantas dessas linhagens
importantes é usado para polinizar plantas regeneradas. Uma
planta transgénica da presente invencgdo contendo um acido
nucleico exdégeno desejado é cultivada com o uso de métodos
amplamente conhecidos por um elemento versado na técnica.

[00392] Métodos para a transformacao de
dicotileddéneas, essencialmente pelo uso de Agrobacterium
tumefaciens, e obtencd&o de plantas trangénicas foram
publicados para o algoddo (US 5.004.863, US 5.159.135, US
5.518.908); semente de soja (US 5.569.834, US 5.416.011);
brassica (US 5.463.174); amendoim (Cheng et al., 1996); e
ervilha (Grant et al., 1995).

[00393] Métodos para a transformacdo de plantas
cereais, como trigo e cevada, para a introdugdo de variacéo
genética em uma planta pela introducgdo de um acido nucleico
exbgeno, e para a regeneracdo de plantas a partir de
protoplastos ou embrides vegetais imaturos s&do amplamente
conhecidos na técnica, ver, por exemplo, CA 2.092.588, AU
61781/94, AU 667939, US 6.100.447, PCT/US97/10621, US
5.589.617, US 6.541.257, e outros métodos sdo definidos no

relatério descritivo da patente W099/14314. De preferéncia,
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plantas transgénicas de trigo ou de cevada sdo produzidas
por meio de procedimentos de transformacdo mediados por
Agrobacterium tumefaciens. Vetores transportando a
construcgédo de acido nucleico desejado podem ser
introduzidos em células de trigo regeneraveis de plantas ou
explantes de tecidos cultivados, ou sistemas vegetais
adequados, como protoplastos.

[00394] As células de trigo regeneraveis sédo, de
preferéncia, oriundas do escutelo de embrides ndo maduros,
de embrides maduros, do calo derivado dos mesmos, ou do
tecido meristematico. Para confirmar a ©presenca dos
transgenes em células e plantas transgénicas, uma
amplificacdo por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ou
uma andlise de Southern blot pode ser realizada com o uso
de métodos conhecidos por aqueles elementos versados na
técnica. Os produtos da expressdo dos transgenes podem ser
detectados de qualquer dentre uma variedade de maneiras,
dependendo da natureza do produto, e incluem o ensaio de
Western blot e o ensaio enzimatico. Uma maneira
particularmente Util para quantificar expressdo da proteina
e detectar a replicacdo em diferentes tecidos vegetais é
utilizar um gene repdrter, como o GUS. Uma vez Jque as
plantas trangénicas foram obtidas, estas podem ser
cultivadas para produzir tecidos ou partes de plantas com o
fendétipo desejado. Um tecido de planta ou parte de planta
pode ser colhido(a), e/ou a semente coletada. A semente
pode servir como uma fonte para o cultivo de plantas
adicionais com tecidos ou partes contendo as
caracteristicas desejadas.

[00395] Uma planta transgénica formada com o uso de
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Agrobacterium ou outros métodos de transformacdo contém
tipicamente um Unico lécus genético em um cromossomo. Tais
plantas trangénicas podem ser denominadas de hemizigotas
para of(s) gene(s) adicionado(s). Mais preferencial é a
planta transgénica que ¢é homozigota para o(s) gene(s)
adicionado(s); isto é, uma planta transgénica que contém
dois genes adicionados, um gene no mesmo lécus em cada
cromossomo de um par de cromossomos. Uma planta transgénica
homozigota pode ser obtida por autofertilizacdo da planta
transgénica homozigota, germinacdo de algumas das sementes
produzidas e andlise das plantas resultantes para o gene de
interesse.

[00396] Também deve ser compreendido que duas
plantas trangénicas diferentes contendo dois genes ou loci
ex6genos independentemente segregantes também podem ser
cruzadas (correspondidas) para a producdo de descendéncia
qgque contenha tanto conjuntos de genes ou de loci. A
autofecundacdo do progénie Fl apropriado pode produzir
plantas que sdo homozigotas tanto para os genes como para
os loci exdbgenos. O retrocruzamento com uma planta parental
e a fecundacdo cruzada com uma planta ndo transgénica
também sdo contemplados, uma vez que se trata de propagacdo
vegetativa. Descricdes de outros métodos de reproducdo que
sdo comumente usados para diferentes tracos e culturas
podem ser encontrados em Fehr, In: Breeding Methods for
Cultivar Development, Wilcox J. ed., American Society of
Agronomy, Madison Wis. (1987).

Animais N&o Humanos Transgénicos

[00397] Um "animal ndo humano transgénico" refere-se

a um animal, que ndo um humano, que contém uma construcdo
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de gene ("transgene") ndo encontrado em um animal do tipo
selvagem da mesma espécie ou raca. Um "transgene", conforme
denominado neste contexto, apresenta o significado normal
na técnica de biotecnologia e inclui uma sequéncia genética
que foi produzida ou alterada por meio de tecnologia de DNA
ou RNA recombinante e que foi introduzida em uma célula
animal. O transgene pode incluir sequéncias genéticas
derivadas de uma célula animal, que pode ser de uma espécie
ou raca idéntica ou diferente da célula na qual o transgene
é introduzido. Tipicamente, o transgene foi introduzido no
animal por manipulacdo humana como, por exemplo, por
transformacdo, mas qualquer método pode ser usado na forma
reconhecida por um elemento versado na técnica.

[00398] Técnicas para a producédo de animais
transgénicos sdo amplamente conhecidas na técnica. Um livro
diddtico de uso geral Util a respeito desse assunto é o
Houdebine, Transgenic animals - Generation and Use (Harwood
Academic, 1997). A transformacdo de uma molécula de
polinucleotideo em uma célula pode ser realizada por meio
de qualqguer método pelo qual uma molécula de
polinucleotideo possa ser inserida na célula. As técnicas
de transformacdo incluem, mas ndo sdo limitadas a,
transfeccéo, eletroporacéao, microinjecéo, lipofeccao,
adsorcédo e fusd&o celular. Uma célula recombinante pode
permanecer unicelular ou pode ser cultivada em um tecido,
6rgdo ou organismo multicelular. As moléculas de
polinucleotideo transformadas podem permanecer
extracromossémicas ou podem integrar um ou mais sitios no
interior de um cromossomo da célula transformada (isto §&,

recombinante) de tal maneira que a sua capacidade de serem
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expressas seja mantida. O DNA heterdélogo pode ser
introduzido, por exemplo, em 6vulos de mamiferos
fertilizados. Por exemplo, células-tronco totipotentes ou
pluripotentes podem ser transformadas por microinjecéo,
precipitacdo mediada por fosfato de <calcio, fusdo de
lipossomas, infecgdo retroviral ou outros meios, as células
transformadas sdo entdo introduzidas no embrido, e o
embrido, em seguida, se desenvolve em um animal
transgénico. Em um método altamente preferencial, os
embrides em desenvolvimento sédo infectados com  um
retrovirus contendo o DNA  desejado, e o0s animais
transgénicos sdo  produzidos a partir dos embrides
infectados. Em um método ainda mais preferencial, no
entanto, os DNAs apropriados sdo coinjetados no pronucleo
ou citoplasma dos embrides, de preferéncia no estagio de
célula Unica, e os embrides sdo desenvolvidos em animais
transgénicos matudos.

[00399] Adicionalmente, as racdes animais da
invencdo podem ser usadas em aquacultura para aumentar os
niveis de &cidos graxos em peixes para consumo humano ou
animal.

[00400] As ragdes animais preferenciais da invencgéao
sdo as plantas, as sementes e outras partes de planta, tal
como folhas e caules, gque podem ser usadas diretamente como
produtos alimenticios ou ragdes para seres humanos ou
outros animais. Por exemplo, ©0s animais podem pastar
diretamente em tais plantas cultivadas no campo ou podem
ser alimentados com quantidades mais mensuradas em uma
alimentacdo controlada. A invencdo inclui a utilizacdo de

tais plantas e partes de planta como alimentacdo para
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aumentar os niveis de LC-PUFA em seres humanos e outros

animais.
Composicgdes
[00401] A presente invencéo também abrange

composicdes, particularmente composic¢cdes farmacéuticas,
compreendendo uma ou mais dos A&acidos graxos e/ou Oéleos
resultantes produzidos com o uso dos métodos da invencéo.

[00402] Uma composicdo farmacéutica pode compreender
uma ou mais dos acidos graxos e/ou 6leos, em combinac¢cdo com
um carreador, adjuvante ou veiculo farmaceuticamente
aceitavel, ndo-tdéxico Dbem conhecido e padrdo, tal como
solugdo salina tamponada por fosfato, agua, etanol,
polidis, ©éleos vegetais, um agente umectante ou uma
emulsdo, tal como uma emulsdo de &agua/déleo. A composicao
pode estar em uma forma liquida ou sélida. Por exemplo, a
composicdo pode estar na forma de um tablete, céapsula,
liquido ou pd 1ingeriveis, 1injetdvel ou pomada ou creme
tépico. A fluidez pode ser mantida, por exemplo, através da
manutencdo do tamanho de particula exigido no <caso de
dispersdes e através da utilizacdo de tensoativos. Pode ser
desejéavel, ainda, incluir agentes isotdénicos, por exemplo,
acucares, cloreto de sbédio, e similares. Além de tais
diluentes inertes, a composicdo também pode incluir
adjuvantes, tais como agentes umectantes, agente de
emulsificacdo e suspenséo, agentes adocantes, agentes
flavorizantes e agentes perfumantes.

[00403] As suspensdes, além dos compostos ativos,
podem compreender agentes de suspensdo, tal como
isoestearil alcodis etoxilados, polioxietileno sorbitol e

ésteres de sorbitano, celulose microcristalina,
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metahidrdéxido de aluminio, bentonita, agar agar, e
tragacanto ou misturas dessas substéncias.

[00404] As formas de dosagem sélida, tal como
tabletes e céapsulas, podem ser preparadas com O uso de
técnicas conhecidas na técnica. Por exemplo, os acidos
graxos produzidos de acordo com a presente invencdo podem
estar em formato de tablete com Dbases de tablete
convencionais, tais como lactose, sacarose e amido de milho
em combinacdo com aglutinantes, tais como acacia, amido de
milho ou gelatina, agentes de desintegracdo, tais como
amido de batata ou &cido alginico, e um lubrificante, tal
como acido estedrico ou estearato de magnésio. As céapsulas
podem ser preparadas através da incorporacdo desses
excipientes em wuma capsula de gelatina Jjunto com o©s
antioxidantes e os &acido(s) graxo(s) relevantes.

[00405] Para administracdo intravenosa, os &cidos
graxos produzidos de acordo com a presente invencdo ou
derivados dos mesmos, podem ser incorporados em formulacgdes
comerciais.

[00406] Uma dosagem tipica de um &cido graxo
particular é de 0,1 mg em 20 g, obtida cinco vezes por dia
(até 100 g diariamente) e esta, com preferéncia, na faixa
de cerca de 10 mg em cerca de 1, 2, 5 ou 10 g diariamente
(obtida em uma ou multiplas doses). Conforme conhecido na
técnica, um minimo de cerca de 300 mg/dia de &acido graxo,
especialmente LC-PUFA, ¢é desejavel. ©No entanto, seréa
observado gque qualquer quantidade de &cido graxo sera
benéfica para o individuo.

[00407] As vias possiveis de administracdo das

composicdes farmacéuticas da presente invencdo incluem, por
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exemplo, enteral (por exemplo, oral e retal) e parenteral.
Por exemplo, uma preparacdo liquida pode ser administrada
oral ou retalmente. Adicionalmente, uma mistura homogénea
pode ser completamente dispersa em &agua, misturada sob
condigdes estéreis com diluentes fisiologicamente
aceitaveis, conservantes, tampdes ou propelentes em forma
de uma aspersdo ou inalante.

[00408] A dosagem da composicdo a ser administrada
ao paciente pode ser determinada por uma pessoa de
habilidade comum na técnica e depende de diversos fatores,
tais como peso do paciente, idade do paciente, saude geral
do paciente, antecedentes do paciente, situacdo imunoldgica
do paciente, etc.

[004009] Adicionalmente, as composicdes da presente
invencdo podem ser utilizadas para propdsitos cosméticos.
Pode-se adicionar em composicdes cosméticas pré-existentes
de tal modo que uma mistura seja formada ou um acido graxo
produzido de acordo com o assunto da invencdao possa ser
usado como o Unico ingrediente "ativo" em uma composicdo
cosmética.

EXEMPLOS

Exemplo 1. Materiais e métodos

Cultura de microalgas

[00410] Micromonas CS-0170 e Pyramimonas CS-0140
isoladas da CSIRO Collection of Living Microalgas
(http://www.marine.csiro.au/microalgae) foram cultivadas
sob condic¢des de cultura padrdo. Uma cultura em estoque da
Collection foi sub- cultivada e aumentada em escala em uma
diluicdo de 1 em 10 em transferéncias consecutivas em 1L de

frascos Erlenmeyer e, entdo, em 10L de policarbonato
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carbdéis. O meio de cultura era f/2, uma modificacdo do meio
f de Guillard e Ryther's (1962) que continha metade de
nutrientes de resisténcia, com uma temperatura de
crescimento de 20+1°C. Outras condicdes de cultura incluiam
uma intensidade de luz de 100 pmol fdétons de PAR.m-2.s-1,
fotoperiodo de claro:escuro de 12:12 horas, e borbulhando
com 1% de CO2 no ar a uma taxa de 200 mL.L !'.min"t.

Isolamento de DNA genbmico de microalgas

[00411] O DNA genbmico de Micromonas CS-0170 e
Pyramimonas CS-0140 foi isolado com o uso do sistema de
DNeasy Planta Mini Kit, conforme descrito no manual de
instrucgdes em anexo (QIAGEN, catdlogo n® 69106).

Isolamento de RNA total de microalgas

[00412] O RNA total foi isolado das células de
Micromonas CS-0170 e Pyramimonas CS-0140 com o uso do
seguinte método. Uma quantidade de 2 g (pelo uUmido) de
células foi transformada em pd com o uso de um almofariz e
um pildo em nitrogénio liquido e pulverizada vagarosamente
em um béquer que contém 22 mL de tampdo de extracdo que
estava sendo agitado constantemente. A mesma, uma
quantidade de 5% de polivinilpirrolidona insoltvel, 90 mM
de 2-mercaptoetanol, e 10 mM de ditiotreitol foil adicionada
e a mistura foil agitada por mais 10 minutos antes de ser
transferida para um tubo Corex™. Uma quantidade de 18,4 mL
de 3M de acetato de ambnio foi adicionada e bem misturada.
A amostra foi, entdo, centrifugada a 6000 xg durante 20
minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um novo
tubo e o acido nucléico precipitado através da adicdo de
0,1 volume de 3M de NaAc (pH de 5,2) e 0,5 volume de

isopropanol frio. Apdés 1 hora de incubacdo a 20°C, a
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amostra foi centrifugada a 6000 xg durante 30 minutos em um
rotor de oscilacdo. O pélete foi ressuspenso em 1 mL de
dgua extraida com fenol/clorofdérmio. A camada aquosa foi
transferida para um novo tubo e Aacidos nucléicos foram
precipitados novamente através da adicdo de 0,1 volume de
3M NaAc (pH de 5,2) e 2,5 volumes de etanol congelado. O
pélete foi ressuspenso em 4dgua e a concentracdo de 4acido
nucléico foi determinado pelo espectrofotdédmetro.

Vetores e cepas

[00413] O plasmideo pYES2 e a cepa de levedura
INVSCl foram obtidos Jjunto a Invitrogen, o vetor de
plasmideo pGEMT-Easy junto a Promega e vetor de plasmideo
pBluescript II KS- junto a Stratagene. A cepa Agrobacterium
tumefaciens AGLl1 foi citada por Lazo et al. (1991) e pela
série de vetor bindrio pORE de Coutu et al. (2007).

Condicdes de PCR

[00414] Para ampliar os fragmentos de DNA através de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), as condig¢des padrdo
foram usadas, a menos que fosse especificado de outra
maneira. A otimizacdo das condicdes foi executada através
da wvariacdo do nuUmero de <ciclos de amplificacdo, da
temperatura para recozimento dos iniciadores, da
concentracdo de Mg?" e de outros pardmetros, conforme é
tipicamente realizado na técnica. Os tampdes eram aqueles
especificados pelos fornecedores das polimerases.
Tipicamente, as condicdes de reacdo eram as gue se seguem.
Apés uma desnaturacdo inicial a 94°C durante 2 a 3 minutos,
as misturas de reacdo foram tratadas por 20 a 40 ciclos de
desnaturacdo/recozimento/extensdo com desnaturacdo a 94°C

durante 30 a 60 segundos, recozimento iniciador a 40 a 60°C
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durante 30 segundos e extensdo de polimerase durante 30 a
60 segundos a 70 a 72°C, sucedida por uma etapa de extens&o
adicional de 3 minutos a 70 a 72°C.

[00415] A amplificacdo de transcrigdo reversa a PCR
(RT a PCR) foi tipicamente executada com o uso do sistema
Superscript III One a Step RT a PCR (Invitrogen) em um
volume de 25 pL com o uso de 10 pmol do iniciador direto e
30 pmol do iniciador reverso, MgSOs em uma concentracéo
final de 2,5 mM, 400 ng de RNA total com tampdo e
componentes de nucleotideo de acordo com as instrugdes do
fabricante. Os regimes tépicos de temperatura foram: 1
ciclo de 45 °C por 30 minutos para a transcricdo reversa em
ocorréncia; entdo 1 ciclo de 94°C por 2 minutos seguido por
40 ciclos de 94°C por 30 segundos, 52°C por 30 segundos,
70°C por 1 minuto; entdo 1 ciclo de 72°C por 2 minutos
antes de resfriar as misturas em reacdo a 5°C. 5' e 3 ' a
RACE.

[00416] Para obter cDNAs de comprimento completo que
correspondem a fragmentos de gene de comprimento parcial,
as extremidades 5' e/ou 3' de cDNAs foram obtidas por
métodos de 5' e 3' a RACE (Amplificacdo Réapida de
Extremidades de c¢DNA). A extremidade 3' de um cDNA foi
isolada com o uso de um iniciador direto especifico de gene
conforme especificado nos Exemplos e um iniciador reverso
oligo a dT 5' a ATTTAGGTGACACTATAGTTTTTTTTTTTTTTTTTTIV a 3'
(ID de SEQ N°:41), onde V representa tanto A, G ou C, que
foi em comum em todas as reacdes de 3' a RACE. Uma
amplificagcdo RT a PCR foi executada com o uso do sistema
Superscript III One a Step RT a PCR (Invitrogen) em um

volume de 25 pL com o uso de 10 pmol do iniciador direto e
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30 pmol do iniciador reverso, MgSO4 em uma concentracdo
final de 2,5 mM, 400 ng de RNA total como modelo para a
sintese de cDNA, e componentes de tampdo e nucleotideo
conforme especificado pelo fornecedor. As condigdes de
ciclos foram tipicamente: 1 ciclo de 45°C por 30 minutos
para transcricdo reversa; entdo 1 ciclo de 94°C por 2
minutos; seguido por 40 ciclos de 94°C por 30 segundos,
52°C por 30 segundos, 70°C por 1 minuto e 1 ciclo de 72°C
por 2 minutos antes de resfriar a 5°C. Os amplicons gerados
na reacdo foram ligados em pGEM a T Easy, clonados em E.
coli e sequenciados por métodos padréo.

[00417] A ndo ser que de outra forma especificado, a
extremidade 5' de cDNAs foram isoladas com o uso de um
terminal modificado a método de transferase com 2 pg de RNA
total como modelo para sintese de c¢cDNA. 10 pmol de um
iniciador reverso especifico de gene foram adicionados ao
RNA total e 10,8 uL de agua antes de a mistura ser aquecida
a 65 °C por 5 minutos e resfriada em gelo por 2 minutos. Os
seguintes componentes foram entdo adicionados: 4 upL de
tampdo de <cDNA de primeiro filamento Superscript III
(Invitrogen), 1 pL de 0,1 M ditiotreitol, 1 upL de RNAseOUT
(Invitrogen) e 1 ulL de transcriptase reversa Superscript
III. A mistura foi entdo incubada a 55°C por 60 minutos e a
reacdo terminada por uma incubacdo adicional a 70°C por 15
minutos. Apds ser resfriada brevemente em gelo, a reagdo
foi entdo tratada com 2 unidades de RNAseH a 37°C por 20
minutos. O cDNA foi entdo purificado com o uso do Kit de
Purificacdo QIAQUICK PCR (QIAGEN, catdlogo #28106). 25 puL
do eluato foi entdo A caudado com o uso de 10 unidades de

TdT (NEB), 5 pL de Tamp&o NEB #4, 5 pL de 2,5 mM de CoCl2,
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0,5 pL, de 10 mM de dATP em um total de 50 pL. A reacdo foi
realizada 37°C por 30 minutos seguido por inativacdo da
enzima a 70°C por 10 minutos. Uma reacdo PCR foi entéao
realizada com o uso de 2,5 unidades de Tag DNA polimerase
(NEB) na mistura da reacdo incluindo 5 pupL do <cDNA A
caudado, 10 pmol do iniciador reverso especifico de gene,
30 pmol de wum iniciador oligo a dT modificado 5' a
ATTTAGGTGACACTATAGTTTTTTTTTTTTTITTTITTV a 3! (ID de SEQ
N°:41), onde V representa tanto A, G ou C, e componentes de
tampdo e nucleotideo conforme especificado no manual
associado. As condig¢des de ciclo foram tipicamente: 1 ciclo
de 94°C por 2 minutos; 5 ciclos de 94°C por 20 segundos,
54°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto; 30 ciclos de 94°C por
20 segundos, 60°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto; 1
ciclo de 72°C por 5 minutos; 4°C mantido. Se nenhuma faixa
de produto clara estiver visivel na faixa de tamanho
esperado apds eletroforese em gel, a regido do gel foi
excitada e produtos de DNA foram purificados a partir do
gel. Uma amostra de 1 plL de uma diluigdo a 1:20 do eluato
foi usada como modelo em uma segunda rodada de PCR. Os
amplicons gerados na reacdo foram ligados em pGEM a T Easy
e sequenciados.

Cultura e alimentacdo de levedura com precursores de
dcidos graxos

[00418] Plasmideos foram introduzidos em levedura
por choque térmico e transformantes foram selecionados em
placas de meio minimo de levedura (YMM) que continham 2% de

rafinose como a uUnica fonte de carbono. As culturas de

o\°

inébculo clonal foram estabelecidas em YMM liquido com 2

rafinose como a Unica fonte de carbono. As culturas
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experimentais foram inoculadas a partir deste, em YMM + 1%
de NP a 40, em um ODgoo inicial de 0,3. As culturas foram
cultivadas a 30°C com agitacdo (~60 rpm) até que o ODsoo
fosse de aproximadamente 1,0. Neste ponto, galactose foi
adicionada a uma concentracdo final de 2% e acidos graxos
precursores foram adicionados a uma concentracdo final de
0,5 mM. As culturas foram incubadas a 20°C com agitacdo por
mais 48 horas antes da coleta por centrifugacdo. Os grédos
de células foram lavados com 1% de NP a 40, 0,5% de NP a 40
e agua para remover quaisquer acidos graxos n&o
incorporados da superficie das células.

Expressdo de genes em células de plantas em um sistema

de expressdo transiente

[00419] Os genes foram expressos em células de
plantas em um sistema de expressao transiente
essencialmente conforme descrito por Voinnet et al. (2003).

Os plasmideos que continham a regido codificante a ser
expressa a partir de um iniciador constitutivo forte como o
iniciador 35 S foram introduzidos em cepas AGL1 de
Agrobacterium tumefaciens. Um gene qguimérico 35 S :p 19
para expressdo do silenciador de supressdo viral pl9 foi
separadamente introduzido em AGLl. As células recombinantes
foram cultivadas a 28°C em caldo LB suplementado com 50
mg/mL de canamicina e 50 mg/mL de rifampicina em fase
estacionaria. As Dbactérias foram entdo granuladas por
centrifugacdo a 5000 g por 15 min a temperatura ambiente
sendo resuspensas em ODgoo = 1,0 em um tampdo de infiltracédo
que continha 10 mM de MES com pH de 5,7, 10 mM de MgCl2 e
100 uM de acetosiringona. As células foram entdo incubadas

a 28°C com agitacdo por 3 horas antes de volumes iguais de
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culturas de Agrobacterium dque continham 35S:pl9 e of(s)
gene (s) quimérico(s) de teste de interesse serem misturados
antes da infiltracdo em tecido de folha. As plantas foram
tipicamente cultivadas por mais cinco dias apds a
infiltragcdo antes que discos de folha serem tomados para
andlise GC dos acidos graxos.

[00420] Onde tecido de folha foi fornecido com
dcidos graxos exdégenos, os Aacidos graxos foram preparados
por aquecimento do Aacido graxo apropriado em 2M de solucéo
de hidréxido de amdnia por 20 minutos a 60°C apdés o qual a
solucdo foi evaporada, também a 60°C. O sal resultante foi
entdo resuspenso em 0,1M de tampdo de fosfato (pH 7,2) a
uma concentracdo final de 0,5 pg/mL. O sal de &cido graxo
foi injetado na folha quatro dias apdés a infiltracdo de
Agrobacterium e discos de folha tomados em varios pontos no
tempo apds a alimentacdo, por exemplo, de 2 a 48 horas apds
a adicédo do acido graxo exdgeno, para andlise da composicdo
de 4cido graxo. Os controles foram incluidos onde o &acido
graxo exbdgeno foi omitido, ou onde a cepa de Agrobacterium
usada para a infiltracdo ndo continha o gene de interesse.

Andlise de cromatografia a gds (GC) de preparacdo de
dcidos graxos

[00421] Onde uma amostra continha uma grande
quantidade de agua, incluindo todas as amostras de folha de
Nicotiana benthamiana e outros tecidos de ndo semente, o
total de lipidios foi extraido com o uso do método descrito
por Bligh e Dyer (1959) antes da metilacdo. Os metil
ésteres de acido graxo (FAME) foram formados por
transesterificacdo dos grdos de levedura centrifugados,

sementes de Arabidopsis, o total de lipidios de Nicotiana
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benthamiana ou outras amostras de lipidios totais por
aquecimento com MeOH a CHCls a HC1l (10:1:1, v/v/v) em 90 a
100°C por 2 horas em um tubo de teste de vidro adaptado com
um parafuso alinhado de remate. Os FAME foram extraidos
formando hexano e diclorometano (4:1, v/v) e analisados por
GC e GC a MS.

[00422] O comprimento total de uma sequéncia de
aminoadcido encodificado pelo gene estd presente como SEQ ID
NO:2. A andlise BLAST da sequéncia de proteina revelou dque
o cDNA isolado encodificou tanto um A5- gquanto um A6-
elongase. Estes dois tipos de elongases sdo similares no
nivel do aminodcido e foi incerto a partir da sequéncia de
aminodcido individualmente, cuja atividade foi
encodificado. Quando usada como uma sequéncia de duvida no
banco de dados da sequéncia do Genbank com o uso de BLASTP,
0 grau maximo de identidade entre os Micromonas CS-0170
elongase e outras elongases foi de 65% com o Acesso no
CAL55414 que é na sequéncia para o acido graxo elongase 2
poliinsaturado Ostreococcus tauri. O dominio familiar
GNS1/SUR4 conservado (pfamOl151 de dominio conservado NCBI)
é representado nesta sequéncia nos aminodcidos 49 a 274,
que indica tipicamente que a proteina estd envolvida em
sistemas de acido graxo elongase de cadeia longa.

[00423] Uma relacdo de sequéncia baseada em &arvore
no alinhamento multiplo de sequéncias similar a Micromonas
CS-0170 elongase, incluindo aquelas usadas no projeto dos
iniciadores originais de degeneracdo, ¢é apresentada na
Figura 3.

Caracterizacdo funcional do A6-elongase Micromonas CS-

0170 em levedura
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[00424] Toda a regido de codificacdo deste clone,
contida dentro de um fragmento Sal/I/Sphl em pGEM-T Easy
foi inserida no pYES2 nos sitios de Xhol/Sphl, gerando o
vetor pYES2+MicElol para introducdo e caracterizacédo
funcional em levedura. As células de cepa de Ilevedura
INVSC1 foram transformadas por PYES2+MicElol e 0s
transformantes foram selecionados no meio sem uracila. As
células de levedura que continham pYES2+MicElol se
proliferaram em cultura e o promotor GAL promoter foi
induzido por galactose para expressdo do gene MicElol. Apds
adicdo de ALA, SDA ou EPA (0,5 mM) ao meio de cultura e 48
horas de cultura adicional a 30°C, os &cidos graxos em
lipideos celulares totais foram analisados. Quando ALA foi
adicionado ao meio, a presenca de ETrA no lipideo celular
dos transformantes de levedura foi detectada a 0,2% do
total de &cidos graxos, representando uma eficiéncia de
conversdo Dbaixa porém mensuravel a 0,4%. Similarmente,
quando SDA foi adicionado ao meio, a presenca de ETA na
lipideo celular dos transformantes de levedura foi
detectada a 0,2%, representando 0,4% de eficacia de
conversdo, o que indica um nivel baixo de atividade A6-
elongase. Entretanto, quando o EPA foi adicionado ao meio,
a presenca de DPA no lipideo celular dos transformantes de
levedura ndo foi detectada, indicando uma auséncia de
atividade A5-elongase nas células de levedura (Tabela 5).

Tabela 5. Conversdo de &cidos graxos em células de
levedura transformadas por construcdes genéticos
expressando elongases isoladas de Micromonas CS-0170 e

Pyramimonas CS-0140.

Precursor de acido Acido graxo Taxa de
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Clone graxo/% do FA total formado/% de FA | converséo
total

pYES2+Mic-Elol ALA, 18:3w3/52,2% ETrA, 20:3w3/0,2% 0,4%
pYES2+Mic-Elol DAS, 18:4w3/54,3% ETA, 20:4 w3/0,2% 0,4%
PYES2+Mic-Elol EPA, 20:5w3/2,0% DPA, 22:5w3/0% 0%

PYES2+Pyrco-Elol ALA, 18:3w3/51,4% ETrA, 20:3w3/5,3% 9,3%
pYES2+Pyrco-Elol DAS, 18:4w3/17,9% ETA, 20:4w3/34,1% 65, 6%
PYES2+Pyrco-Elol EPA, 20:5w3/2,1% DPA, 22:5w3/traco -

pPYES2+Pyrco-Elo2 ALA, 18:3w3/56,4% ETraA, 20:3w3/0,3% 0,5%
PYES2+Pyrco-Elo2 DAS, 18:4w3/51,7% ETA, 20:4w3/0,7% 1,3%
PYES2+Pyrco-Elo2 EPA, 20:50w3/0,6% DPA, 22:5w3/1,8% 75,0%

Isolamento e caracterizacdo de um Pyramimonas CS-0140

A6-elongase

Isolamento de um fragmento genético Pyramimonas CS-
0140 A6-elongase

[00425] A partir de um alinhamento das sequéncias de
aminodcido elongase a partir dos numeros de acesso do
GenBank AB094747, CAI58897, CAJ30869, CAL23339 e AAV67797,
identificaram-se 0s blocos-consenso de sequéncia de
aminoadcido KIYEFVDT (SEQ ID NO:33) e VHVCMYT (SEQ ID NO:34)
correspondendo as posic¢cdes de aminodcido 143 a 150 e 199 a
205, respectivamente, de AAV67797. O0Os iniciadores de
degeneracdo 5'-AARATMTAYGAGTTYGTIGATAC-3' (SEQ ID NO:50) e
5'"-T-AIGTGTACATGCACACRTGWACCC-3" (SEQ ID NO:51)
(abreviacdes conforme acima) foram sintetizados com base
nas sequéncias destes dois blocos. Uma amplificacdo RT-PCR
foi realizada com o uso do sistema Superscript III One-Step
RT-PCR com 100 ng RNA total de Pyramimonas CS-0140. Um

amplicon de 191 bp foi gerado, ligado a pGEM-T Easy e
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seqgiienciado.

Isolamento de um gene Aé-elongase Pyramimonas CS-0140
de comprimento total

[00426] Os iniciadores foram projetados para
estenderem o fragmento 191 bp por 5'- e 3'-RACE. A
extremidade 3' do gene foi isolada com o uso do iniciador
de avanco especifico de gene 5'-TTCGTGGATACGTTCATCATGC-3'
(SEQ ID NO:52), conforme descreve o Exemplo 1. Um amplicon
de 45 bp foil gerado, ligado no pGEM-T Easy e sequenciado. A
extremidade 5' do gene foi isolada a partir de 1lug de
Pyramimonas CS-0140 RNA total com o uso do kit GeneRacer,
junto a uma incubacdo de transcricdo reversa de 55°C por 1
hora a fim de gerar cDNA 5'-adaptado, conforme descrito no
manual anexado. O 1iniciador GeneRacer 5' Primer e o
iniciador reverso especifico de gene 5'-
AGTTGAGCGCCGCCGAGAAGTAC-3" (SEQ ID NO:53) foram usados em
uma amplificacdo de PCR com o uso de polimerase de DNA PFU
Ultra II Fusion. Este produto foi em seguida diluido de
1:10 e 1pl utilizado como molde em uma segunda rodada de
PCR com o uso do iniciador GeneRacer 5' Nested, 5'-
GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA-3"'" (SEQ 1ID NO:47) e iniciador
reverso especifico de gene 5'-ACCTGGTTGACGTTGCCCTTCA-3'
(SEQ ID NO:54) com o uso das mesmas condicgcdes utilizadas na
primeira rodada da amplificacdo. Um amplicon de 743 bp foi
gerado, ligado em pGEM-T Easy e sequenciado. As trés
sequéncias parciais foram entdo montadas formando uma
sequéncia predita de comprimento total.

[00427] A regido de codificacdo <com comprimento
total com uma regido curta de 5' UTR foi entdo amplificada

a partir do RNA total por um RT-PCR. O iniciador de avango
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5'"-GCTATGGAGTTCGCTCAGCCT-3"'" (SEQ ID NO:55) e o iniciador
reverso 5'-TTACTACTGCTTCTTGCTGGCCAGCT-3" (SEQ ID NO:50)
foram usados com 100 ng de Pyramimonas CS-0140 total de
RNA. Um amplicon de 900 bp foi gerado, ligado a pGEM-T Easy
e sequenciado. A sequéncia de nucleotideo da frase aberta
de leitura do amplicon é dada como SEQ ID NO: 3 e a
sequéncia de aminodcido da proteina encodificada é dada
como SEQ ID NO:4.

[00428] Andlise do BLAST indicou que o comprimento
total da sequéncia aminoadcida fornecida como ID de SEQ
N°:4) possui similaridades com outros A5 e A6 elongases. O
grau maximo de identidade entre a Pyramimonas CS-0140
elongase e outras proteinas (BLASTX) foi 54% com AAV67797,
o &acido graxo poli-insaturado Ostreococcus tauri elongase
1. Uma &rvore de relacdo sequencial baseada em alinhamentos
miltiplos de sequéncias similares a elongase de Pyramimonas
Cs-0140, incluindo aquelas usadas para desenhar os
iniciadores degenerados originais, é fornecida na Figura 4.
O dominio familiar GNS1/SUR4 conservado (NCBI dominio
conservado pfamOl 151) é representado nessa sequéncia nos
aminoadcidos 52 a 297, o que tipicamente indica que a
proteina estd envolvida em &acido graxo de cadeia longa em
sistemas de alongamento.

Caracterizacdo de funcdo da A6 elongase de Pyramimonas
CS-0140 em levedura

[00429] A regido codificante da proteina deste clone
por inteiro, contida em um fragmento EcoKl em pGEM-T Easy
foi inserida em pYES2 no sitio EcoRI, gerando o vetor
PpYES2+Pyrco-Elol para introducdo e caracterizagdo funcional

na levedura. Células de cepa de levedura INVSCl foram
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transformadas com pYES2+Pyrco-Elol e transformantes foram
selecionados em meio sem uracil. As células de levedura que
continham pYES2+Pyrco-Elol foram cultivadas em cultura e
entdo induzidas por galactose para expressar o Pyrco-Elol
cDNA. Acidos graxos foram adicionados ao meio de cultura
para uma concentracdo final de 0,5 mM e adicionalmente
cultivados em 30°C por 48 horas, quando entdo os acidos
graxos foram analisados em lipidios celulares totais.
Quando ALA foi adicionado ao meio, a presenca de ETrA nos
transformantes do lipidio celular da levedura foi detectada

em 5.3

o\°

dos &cidos graxos totais, representando uma
eficiéncia de conversdo (atividade A9-elongase) de 9.3%.
Quando SDA foi adicionado ao meio, a presenca de ETA nos
transformantes do lipidio celular da levedura foi detectada
em 34.1%, representando 65.6% de eficiéncia de conversao,
um alto nivel de atividade A6-elongase. Entretanto, quando
EPA foi adicionado ao meio, a presenca de DPA nos
transformantes do lipidio celular da levedura ndo foi
detectada (Tabela 5), indicando a atividade A6-elongase
codificado em cDNA com alguma atividade A9-elongase, mas
nenhuma atividade Ab5-elongase nas células de levedura.

[00430] Os dados descritos acima para os dols genes
A6-elongase mostra que o gene proveniente de Pyramimonas
codificou uma enzima que era muito mais ativa que o gene
proveniente de  Micromonas. Isso foi inesperado. As
possibilidades de a regido codificada amplificada do DNA
genbmico Micromonas conter uma mutacdo ou de a regido
codificada estar incompleta ndo foram excluidas.

Exemplo 3. Isolamento e caracterizagédo das

codificacdes de cDNAs A5-elongase provenientes de microalga
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Isolamento de um fragmento de gene A5-elongase de uma
Pyramimonas CS-0140

[00431] A cepa Pyramimonas CS-0140 na Colecdo Viva
de Microalga CSIRO foi identificada como wuma cepa de
microalga que teve alto nivel nativo de alongamento de A5 e
A6 (Tabela 4).

[00432] Um alinhamento foi posto em préatica a partir
de sequéncias de aminocadcidos elongase provenientes dos
numeros de acesso AAV67798 e AB098084 de GenBank. A partir
de numerosas sequéncias semelhantes, foram escolhidos por
consenso 0s blocos aminoacidos sequenciais YLELLDT (ID de
SEQ N°:35) e MYSYY (ID de SEQ N°:36) correspondentes as

posic¢des de aminodcidos 136-142 e 198-202, respectivamente,

de AAV67798. Os iniciadores degenerados 5'-
ARTAYYTSGARYTRYTGGAYAC-3' (ID de SEQ N°:57) e 5'-
CATKARRTARTASGAGTACAT-3' (ID de SEQ N°:58) (abreviacdes

acima) foram sintetizados tendo como base as sequéncias
desses dois blocos. Uma amplificacdo RT-PCR foi realizada
utilizando o sistema Superscript III One-Etapa RT-PCR
conforme descrito no Exemplo 1. 0,5 pl desta reacdo foi
entdo usada como modelo em uma segunda série de PCR usando
polimerase Tag DNA (NEB) com o0s mesmos 1iniciadores. Um
amplicon de 200 bp foi gerado, ligado em um pGEM-T Easy e
sequenciado.

Isolamento de comprimento total de um gene Pyramimonas
CS-0140 A5-elongase

[00433] Iniciadores foram projetados para estender
os 200 fragmentos bp por 5'- e 3'-RACE. A ponta do gene 3'
foi isolada usando o gene especifico iniciador dianteiro

5'- CATCATACCCTGTTGATCTGGTC-3' (ID de SEQ N°:59) e um
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iniciador oligo-dT reverso como no Exemplo 1. Um amplicon
de 408 bp foi gerado, ligado em um pGEM-T Easy (Promega) e
sequenciado. A ponta do gene 5' foi isolada de 1 pg de um
total de RNA de Pyramimonas CS-0140 com wuso do Kit
GeneRacer com uma incubacdo por transcricdo-reversa de 55°C
por 1 hora a fim de gerar 5'-adaptado cDNA conforme
descrito no manual associado. O gene especifico iniciador
reverso 5'-CCAGATCAACAGGGTATGATGGT-3' (ID de SEQ N°:60) foi
usado na amplificacdo PCR com uso de PFU Ultra II Fusion
DNA polimerase conforme especificado pelo fabricante. Tal
produto foi entdo diluido a 1:10 e 1 pl usado como modelo

em uma segunda série de PCR com uso do GeneRacer 5' Nested

Iniciador 5'- GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA-3' (ID de SEQ
N°:47) e o) gene especifico iniciador reverso 5'-
CGAAAGCTGGTCAAACTTCTTGCGCAT-3"' (ID de SEQ N°:61). Um

amplicon de 514 bp foi gerado, ligado em um pGEM-T Easy
(Promega) e sequenciado. A sequéncia em seu comprimento
completo foil montada a partir de trés sequéncias parciais.
[00434] A regido codificante de comprimento completo
com uma regido curta de 5' UTR foi entdo amplificada a
partir do RNA total por RT-PCR. O iniciador dianteiro 5'-
AACATGGCGTCTATTGCGATTCCGGCT-3" (ID de SEQ N°:62) e o
iniciador reverso 5'-TTATTACTGCTTCTTGGCACCCTTGCT-3' (ID de
SEQ N°:63) foram usados em uma amplificacdo RT-PCR conforme
descrito no Exemplo 1. Um amplicon de 810 bp foi gerado,
ligado em um pGEM-T Easy e sequenciado. A sequéncia de
nucleotideo da estrutura de leitura aberta do suplemento
conforme fornecido como ID de SEQ N°:5 e a sequéncia de
aminoacido codificado prevista pelo cDNA sdo mostradas como

ID de SEQ N°:6.
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[00435] A andlise BLAST indicou que a sequéncia de
aminoadcido de comprimento completo teve homologia com
outras A5 e A6 elongases. A andlise BLASTP mostrou que o
grau maximo de identidade entre a elongase (CS-0140
Pyramimonas e outras proteinas na base de dados Genbank foi
de 46%, com o N° de Acesso ABR67690 correspondente a uma
elongase Pavliova viridis C20. Uma Aarvore de relacdo de
sequéncia baseada em multiplos alinhamentos de sequéncias
similares a elongase Pyramimonas CS-0140, incluindo aquelas
usadas para projetar os iniciadores degenerados originais,
é fornecida na Figura 5.

Caracterizacdo Funcional da A5 elongase de Pyramimonas
CS5-0140 em levedura

[00436] Toda a regido codificante de proteina deste
clone, contido dentro de um fragmento EcoKl do cDNA em
PGEM-T Easy foi inserido em pYES2 no local EcoRI, gerando
pYES2+Pyrco-Elo2 para introducdo e caracterizacgdo funcional
em levedura. As células da cepa de levedura INVSCl foram
transformadas com pYES2+Pyrco-Elo2 e os transformantes
foram selecionados em meio sem uracil. As células de
levedura que continham pYES2+Pyrco-Elo2 foram cultivadas em
cultura e entdo induzidas por galactose para expressar O
cDNA. Apds a adicdo de &acidos graxos ao meio de cultura e
48 horas de mais cultivo a 30°C, os A&cidos graxos em
lipidios celulares foram analisados. Quando ALA foi
adicionado ao meio, a presenca de ETrA no lipidio celular
dos transformantes de levedura foli detectada em 0,3% do
total de &cidos graxos, representando uma eficiéncia de
conversdo de 0,5% (atividade de A9 elongase). Quando SDA

foi adicionado ao meio, a presenca de ETA no lipidio
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celular dos transformantes de levedura foi detectada a
0,7%, representando uma eficiéncia de conversdo de 1.3%
(atividade de A6 elongase). Quando EPA foi adicionado ao
meio, a presenga de DPA no lipidio celular dos
transformantes de levedura foi detectada a 1,8%,
representando uma eficiéncia de converséao
surpreendentemente alta de 75%, indicando forte atividade
de A5 elongase nas células de levedura (Tabela 6).

[00437] Os presentes inventores acreditam que tal
conversédo eficiente de EPA a DPA em uma célula recombinante
ndo tenha sido reportada anteriormente. Prevé-se que a
eficiéncia de conversdo em planta para esta enzima sera
similarmente alta. O dominio de familia GNS1/SUR4
conservado (dominio conservado NCBI pfam01151) é
representado nesta sequéncia nos aminoacidos 50 a 267, o
que tipicamente indica que a proteina estd envolvida em
sistemas de alongamento de &cido graxo de cadeia longa.

Tabela 6. Conversdo de acidos graxos em células de
levedura transformadas com construcdes genéticos que
expressam elongases isoladas a partir de Micromonas CS-0170

e Pyramimonas CS-0140.

Clone Precursor de Acido graxo formado/$% Taxa de
dcido graxo/% de de FA total conversé&o
FA total
pYES2+Mic-Elol ALA, 18:3w3/52,2% ETrA, 20:3w3/0,2% 0,4%
pYES2+Mic-Elol SDA, 18:4w3/54,3% ETA, 20:4w3/0,2% 0,4%
PYES2+Mic-Elol EPA, 20:5w3/2,0% DPA, 22:503/0% 0%
PYES2+Pyrco-Elol ALA, 18:3w3/51,4% ETrA, 20:3w3/5,3% 9,3%
PYES2+Pyrco-Elol SDA,18:4w3/17,9% ETA, 20:4w3/34,1% 65,6%
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pPYES2+Pyrco-Elol EPA, 20:5w3/2,1% DPA, 22:5w3/residual -

PYES2+Pyrco-Elol ALA, 18:3w3/56,4% ETrA, 20:3w3/0,3% 0,5%
PYES2+Pyrco-Elol SDA, 18:4w3/51,7% ETA, 20:4w03/0,7% 1,3%
PYES2+Pyrco-Elol EPA, 20:503/0,6% DPA, 22:5w3/1,8% 75,0%

Exemplo 4. Isolamento e caracterizacdo de genes que

codificam A6 dessaturase a partir de microalga

[00438] A sintese de um gene de A6 dessaturase de
Micromonas CCMP 1545 de comprimento completo

[00439] A sequéncia de genoma de modelos de proteina
filtrada de Micromonas CCMP 1545 ©produzida pelo US
Department of Energy Joint Genome Institute (http ://www .]
gi.doe.gov/) foi analisada com o programa BLASTP com uso da
sequéncia de aminodcido A6 dessaturase de Ostreococcus
tauri, N° de Acesso de Genbank AAW70159, como a sequéncia
de consulta. Esta analise revelou a presenca de uma
proteina ©prevista em Micromonas CCMP 1545 que tinha
homologia com AAW70159. A sequéncia de proteina prevista de
Micromonas CCMP 1545 foi usada para projetar e sintetizar
uma sequéncia de nucleotideo otimizada por cdbdédon que foi a
mais adequada para expressdo em plantas dicotileddneas tais
como Brassica napus. A sequéncia de nucleotideo da regiéo
codificante de proteina é dada no ID de SEQ N°:7. A
construcdo plasmidica foi designada pGA4. A sequéncia de
aminoadcido é mostrada como ID de SEQ N°:8.

[00440] A anadlise BLASTP com uso da sequéncia de
aminoacido de dessaturase de Micromonas CCMP 1545 ID de SEQ
N°: 8 como consulta para outras proteinas na base de dados
Genbank mostrou que a proteina tinha homologia com A6

dessaturases. O mais alto grau de identidade foi 66% ao
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longo do comprimento completo com a sequéncia de aminoéacido
de N° de Acesso AAW70159, a sequéncia de uma A6 dessaturase
de Ostreococcus tauri. Uma Aarvore de relacdo de sequéncia
baseada em multiplos alinhamentos de sequéncias similares a
dessaturase de Micromonas CCMP 1545 é fornecida na Figura
6. Esta dessaturase front-end contém um dominio b5 de
citocromo (dominio conservado de NCBI pfam00173) nos
aminodcidos 54 a 104 e o dominio conservado do tipo A6-FADS
(dominio conservado de NCBI ¢d03506) nos aminoacidos 172 a
428. Os trés indicativos de  histidina-boxes de uma
dessaturase front-end estdo presentes nesta sequéncia em
190 a 195, 227 a 232 e 401 a 405, respectivamente. As
proteinas que contém ambos destes dominios sdo tipicamente
dessaturases front-end necessdrias para a sintese de &acidos
graxos altamente insaturados. De forma interessante, esta
dessaturase se agrupa proximamente com AAW70159, a tUnica
dessaturase acil-CoA do tipo planta bioquimicamente
confirmada publicada até hoje.

Caracterizagcdo de funcdo da A6 dessaturase de
Micromonas CCMP 1545 em células de levedura

[00441] Toda a regido codificante da dessaturase de
Micromonas, contida dentro de um fragmento Kpnl-Sacl a
partir de plasmideo pGA4 foi inserida em vetor de levedura
pYES2 no local Kpnl-Sacl, gerando pYES2+Micd6D para
introducdo e caracterizacdo funcional em levedura. As
células de cepa de levedura INVSCl foram transformadas com
PYES2+Micd6éD e transformantes foram selecionados em meio
sem uracil. As células de levedura que continham
PYES2+Micd6éD foram cultivadas em cultura e entdo induzidas

por galactose. Apdés a adicdo de 0,5 mM de LA, ALA, ETrA,
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DGLA ou ETA ao meio de cultura e 48 horas de mais cultura a
30°C, os &cidos graxos em total de lipidios celulares foram
analisados. Quando LA foi adicionado ao meio, a presenca de
GLA no lipidio celular dos transformantes de levedura foi
detectada em 3,9% do total de acidos graxos, representando
uma eficiéncia de conversdo de dessaturacdo A6 de 11,4%.
Quando ALA foi adicionado ao meio, a presenca de SDA no
lipidio celular dos transformantes de levedura foi
detectada em 13,9% do total de &cidos graxos, representando
uma eficiéncia de conversdo de dessaturacdo A6 de 39,0%.
Isto é, a eficiéncia de conversdo para substratos de &cido
graxo w3 foi 3,5 vezes maior que para o substrato de acido
graxo w6 correspondente. Quando ETrA foi adicionado ao
meio, a presenca de ETA no lipidio celular dos
transformantes de levedura foi detectada em 0,21% do total
de &cidos graxos, representando uma eficiéncia de conversio
de dessaturacdo A8 de 8,0%. No entanto, quando ou DGLA ou
ETA foram adicionados ao meio, a presenca de ARA ou EPA,
respectivamente, ndo foi detectada. Isto indicou a auséncia
de qualquer atividade de dessaturacdo A5 (Tabela 7).

Tabela 7. Conversdo de &cidos graxos em células de
levedura transformadas com construgdes genéticos que
expressam dessaturases isoladas a partir de Micromonas CCMP

1545, Ostreococcus lucimarinus e Pyramimonas CS-0140.

Clone Precursor de acido Acido graxo Taxa de
graxo/% de FA total formado/% de FA conversao
total
PYES2+Mic-d6éD LA, 18:20w6/30,3% GLA, 18:3w6/3,9% 11,4%
PYES2+Mic-d6D ALA, 18:3w3/21,7% SDA, 18:4w3/13,9% 39,0%
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PYES2+Mic-d6D ETrA, 20:3w3/2,4% ETA, 20:4w3/0,21% 8,0%

PYES2+Mic-d6D DGLA, 20:3w6/2,6% ARA, 20:406/0% -

PYES2+Mic-d6D ETA, 20:403/6,2% EPA, 20:503/0% -
PYES2+0stlu-déD LA, 18:2w6/29,5% GLA, 18:3w6/2,1% 6,6%
PYES2+0stlu-déD ALA, 18:3w3/21,8% SDA, 18:4w3/13,8% 38,8%
PYES2+0stlu-de6D EtrA, 20:3w3/2,2% ETA, 20:4w3/0% -
PYES2+0stlu-d6D GLA, 18:3w6/29,2% 18:406/0% -
PYES2+0stlu-d6D SDA, 18:4w3/41,7% 18:5w3/0% -
PYES2+0stlu-d6D DGLA, 20:3w6/2,3% ARA, 20:4w6/0% -
PYES2+0stlu-d6D ETA, 20:4w3/4,9% EPA, 20:503/0% -
PYES2+Pyrco-d5D LA,18:2w6/35,1% GLA, 18:3w6/0% -
PYES2+Pyrco-d5D ALA, 18:3w3/40,9% SDA, 18:4w3/0% -
PYES2+Pyrco-d5D DGLA, 20:3w6/2,9% ARA, 20:4w6/0,12% 4,0%
PYES2+Pyrco-d5D ETA, 20:4w3/7,2% EPA, 20:5w3/0,26% 3,5%

Caracterizagcdo de funcdo da A6 dessaturase de
Micromonas CCMP 1545 em células vegetais

[00442] As atividades de enzima da A6 dessaturase de
Micromonas CCMP1545 (Micl545- d6D) e uma A6 dessaturase de
Echium plantagineum (Echpl-d6D; Zhou et al., 2006), usadas
aqui como uma amostra de controle positivo, foram
demostradas em planta com uso de um sistema de expresséo
transiente de Nicotiana benthamiana melhorado conforme
descrito no Exemplo 1. Um vetor designado 35S-pORE04 foi
feito inserindo-se um fragmento Pstl que contém um promotor
35 S no local Sfol de vetor pORE0O4 apds tratamento de
polimerase de DNA T4 para despontar as extremidades (Coutu
et al., 2007). Uma construcdo genética 35S:Micl545-d6D foi
feito 1inserindo-se toda a regido codificante de pGA4,

contida dentro de um fragmento Swal, em 35S-pORE0O4 no local

Peticao 870210120168, de 23/12/2021, pég. 172/281



159/263

Smal-EcoRV, gerando pJP2064. Esses vetores quiméricos foram
introduzidos em cepa AGL1 de Agrobacterium tumefaciens e
células de culturas desses infiltradas em tecido de folha
de plantas Nicotiana benthamiana na estufa. As plantas
foram cultivadas por mais cinco dias apds a infiltracéo
antes de discos de folha serem tomados para analise GC que
revelou que ambos o0s genes estavam funcionando como A6
dessaturases em Nicotiana benthamiana.

[00443] O tecido de folha transformado com a A6
dessaturase de FEchium plantagineum continha GLA (0.4%) e
SDA (1.2%), que representou eficiéncias de conversdo de
3,8% e 4,4%, respectivamente. o) tecido de folha
transformada com a A6 dessaturase de Micromonas CCMP 1545
continha SDA (2,2%) que representou uma eficiéncia de
conversdo de 6,9% mas nenhum GLA detectavel. A auséncia de
GLA no tecido de folha poderia ser devida a uma preferéncia
extrema na planta pelo substrato w3 ALA comparado com o
substrato w6 LA, ou em parte a presenca de atividade de w3
dessaturase de Nicotiana benthamiana nativa que poderia
convertes parte do GLA produzido por dessaturacdo A6 em
SDA. Tais efeitos foram notados como provaveis em
experimentos anteriores que descrevem A6 dessaturases acil-
PC com preferéncia de substrato w3 (Sayanova et al., 2006),
embora a extensdo em que 1isto ocorre ndo tenha sido
quantificada naquele estudo.

Preferéncia de substrato Omega 3 de A6 dessaturase de
Micromonas

[00444] A A6 dessaturase isolada a partir de
Micromonas teve uma preferéncia surpreendentemente forte

por substratos w3 em planta assim como em levedura. A
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enzima expressa em células de levedura foi observada tendo
3,5 vezes mails atividade em substratos de &cido graxo
dessaturado de w3 que os substratos de 4acido graxo
dessaturado de w6 correspondentes. A preferéncia observada
por substratos w3 fol inteiramente surpreendente e
inesperada com base na falta de preferéncia relatada pela
enzima O. tauri (Domergue et al., 2005). Os relatoérios
sobre expressdo da A6 dessaturase de 0. tauri em levedura
ou em semente vegetal indicam atividade similar sobre LA e
ALA.

[00445] O uso deste gene ou outros genes com tal
alta especificidade por substratos de acido graxo
dessaturado de w3 Jjuntamente com outras dessaturases de
dcido graxo e elongases como parte de uma via VLC-PUFA
recombinante em plantas foil entdo previsto para aumentar os
niveis de EPA, DPA e DHA relativos ao uso de dessaturases
sem preferéncia por substratos dessaturados de 3. Tal
aumento foi previsto que ocorresse como resultado da
reducdo da conversdo de LA a GLA e os subsequentes w6 PUFAs
DGLA e ARA gue nédo sédo eficientemente convertidos em planta
para suas contrapartes w3 por Al7 dessaturases de fungo ou
levedura. Enquanto uma A6 dessaturase com uma preferéncia
por substratos de &cido graxo w3 foi isolada (Sayanova et
al., 2003), teve atividade em cadeias de acilo ligadas por
fosfolipidio. Em contraste, ¢é previsto que a dessaturase
obtida a partir de Micromonas tenha atividade em substratos
de acil-CoA.

Funcdo A6/A8 dupla de A6 dessaturase de Micromonas
CCMP 1545

[004406] Foi interessante notar que a A6 dessaturase
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de Micromonas CCMP 1545 exibiu um nivel significante de
atividade de A8 dessaturase e assim teve atividades duplas
significantes, em contraste a enzima de Ostreococcus
lucimarinus dque ndo teve atividade de A8 dessaturase
detectéavel (abaixo). A atividade dupla de dessaturase &
prevista como sendo Util na construcdo de caminhos duplos
de A6/A8 dessaturase em planta, ou onde a elongase que é
usada na construcdo de tais caminhos tem ambas as
atividades de A9 elongase e A6 elongase. O uso de tal gene
poderia ajudar a reduzir a acumulacdo de ETrA convertendo-o
em ETA, que poderia entdo ser dessaturado de A5 a EPA.

Sintese de um gene de A6 dessaturase de Ostreococcus
lucimarinus de comprimento completo

[00447] A Dbase de dados GenBank de sequéncias de
proteina ndo redundante foi analisada por BLASTX com uso da
sequéncia de nucleotideo de A6 dessaturase de Ostreococcus
tauri (N° de Acesso AY746357) como a sequéncia de consulta.
A partir desta andlise, um gene de Ostreococcus lucimarinus
foi identificado, o qual codificou uma proteina de
comprimento parcial com sequéncia de aminodcido de N° de
Acesso XP 0O 1421073. As sequéncias de DNA gendmico dque
divisam a regido codificante para XP 00 1421073 foram entdo
examinadas para identificar cdédons de inicio e parada de
translacdo supostos para definir a regido codificante de
proteina de comprimento completo, a sequéncia de
nucleotideo da qual é dada como a ID de SEQ N°:9. A regido
codificante foi entdo transladada em uma sequéncia de
proteina, dada como ID de SEQ N°: 10. Esta sequéncia de
aminoacido foi usada ©para projetar e sintetizar uma

sequéncia de nucleotideo otimizada por cddon que foi a mais
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adequada para expressdo em Brassica napus e outras plantas
dicotileddbneas, que tém a sequéncia de nucleotideo mostrada
no ID de SEQ N°: 11.

[00448] Andlise BLASTP com wuso da sequéncia de
aminoacido de dessaturase de Ostreococcus lucimarinus cComo
consulta para outras proteinas na base de dados Genbank que
mostrou que a ID de SEQ N°: 10 tinha homologia com A6
dessaturases. O maior grau de identidade ao 1longo da
sequéncia de comprimento completo foi 76% com a sequéncia
de aminodcido de N° de Acesso AAW70159, a sequéncia para a
A6 dessaturase de Ostreococcus tauri. Uma arvore de relacéo
de sequéncia com base em multiplos alinhamentos de
sequéncias similares a dessaturase de Ostreococcus
lucimarinus é fornecida na Figura 7. Esta dessaturase de
front-end continha um dominio b5 conservado (dominio
conservado de NCBI pfam00173) nos aminodcidos 55 a 108 e o
dominio conservado do tipo A6 FADS (dominio conservado de
NCBI c¢d03506) nos aminoadcidos 198 a 444. As trés histidina-
boxes indicativas de uma dessaturase front-end estéo
presentes nesta sequéncia nos aminoacidos 207 a 212, 244 a
249 e 417 a 421. As proteinas gque contém ambos estes
dominios sdo tipicamente dessaturases front-end necesséarias
para a sintese de A&acidos graxos altamente insaturados. De
forma interessante, esta dessaturase se agrupa proximamente
com AAW70159, a uUnica dessaturase acil-CoA guimicamente
confirmada do tipo planta publicada até hoje.

Caracterizacdo funcional da A6 dessaturase de
Ostreococcus lucimarinus em células de levedura

[00449] Toda a regido codificante do gene de

Ostreococcus (ID de SEQ N°: 11), que continha dentro um
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fragmento Notl em pGEM-T Easy foi inserida em pYES2 no
local Notl, gerando o vetor qgquimérico pYES2+Ostlud6D, por
introducdo e caracterizacdo funcional em levedura. Células
da cepa INVSCl de levedura foram transformadas com
PYES2+0stlud6D e os transformantes foram selecionados em
meio sem uracil. As células de levedura que continham
pYES2+0Ostlud6D forma cultivadas em cultura e entdo
induzidas por galactose. Apdés a adicdo de LA, ALA, SDA ou
EPA, cada um a uma final concentracdo de 0,5 mM no meio de
cultura, e 48 horas de mais cultura a 30°C, os A&cidos
graxos em lipidios celulares foram analisados. Quando
substrato LA foi adicionado ao meio, a presenca de produto
GLA no lipidio celular dos transformantes de levedura foi
detectada em 2,1% do total de &cidos graxos, representando
uma eficiéncia de conversdo dessaturacdo A6 de 6,6%. Quando
substrato ALA foi adicionado ao meio, a presenca de produto
SDA foi detectada em 13,8% do total &cidos graxos no
lipidio celular dos transformantes de levedura,
representando uma eficiéncia de conversdo de dessaturacgdao
A6 de 38,8%. No entanto, quando qualquer um dentre ETrA,
DGLA ou ETA foram adicionados ao meio, a presenca de ETA,
ARA ou EPA, respectivamente, ndo foi detectado. Isto
indicou a auséncia que qualquer atividade de dessaturacdao
A5 ou A8 (Tabela 7), e também uma preferéncia pelo
substrato de 4cido graxo w3 relativo ao &cido graxo w6
correspondente do mesmo comprimento e padrao de
insaturacéo.

Especificidade de substrato de Acil-CoA de
dessaturases

[00450] As dessaturases descritas neste Exemplo
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estavam mais proximamente relacionadas a A6 dessaturase
previamente isolada a partir de Ostreococcus tauri do que a
outras A6 dessaturases (Figura 9). Esta similaridade foi
ainda mais acentuada quando uma arvore filogenética desses
genes ao lado de outros membros da familia dessaturase foi
produzida (Figura 10). A A6 dessaturase de Ostreococcus
tauri foli reportada como sendo ativa em substratos de acil-
CoA (Domergue et al, 2005). Com base nessas observacdes,
foi previsto que as A6 dessaturases codificadas pelos genes
descritos acima poderia também ser ativa em substratos de
acil-CoA ao 1invés de substratos de acil-PC. De forma
interessante, a A5 dessaturase Pavliova salina também se
agrupou com a A6 dessaturase de O. tauri e a A8 dessaturase
formada em uma ramificacdo separada.

[00451] Para estabelecer se a A6 dessaturase de M.
pusilla (Micromonas CCMP 1545) é capaz de ser usada em
acidos graxos acil-CoA como substratos e assim produzir
dcidos graxos acil-CoA dessaturado de A6, S. cerevisiae foi
transformada com uma construcdo de gene que codifica a
dessaturase sozinho e culturas triplicadas das linhagens de
células transformantes crescem na presenca de 250 uM
exbgenos 18:3%9.12,15, O total de lipidios foi entdo extraido
a partir das culturas e fracionado em classes de lipidios
neutros (NL) , fosfatidilcolina (PC), fosfatidilinositol
(PI), fosfatidilserina (PS) e fosfatidiletanolamina (PE)
por cromatografia de camada fina (TLC), apds a qual FAME
foi produzido a partir de cada classe e analisado por GC.
Os dados sdo mostrados na Tabela 8.

Tabela 8. Composicdo de &cido graxo (percentagem de

adcidos graxos totais) do total de lipidios e 1lipidios
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(NL) ,

de S.

com a A6 dessaturase de M. pusilla

fosfatidilcolina

fosfatidilserina

clonada em pYESZ2.

(PC),

(PS) e

cerevisiae transformados

Acido graxo Total NL PC PI PS PE
16:0 24,4+1,5 | 24,5+4,3 | 36,8+3,4 | 45,6+2,4 | 45,8+3,9 | 37,0+3,9
16:143t 14,7+0,4 | 12,1+0,9 | 15,7+0,5 | 8,1+0,7 | 19,4+1,0 | 21,5+3,5
18:0 8,1+0,7 | 11,5+1,4 | 11,7+0,7 | 17,4+3,1| 0,9+41,3 | 3,6+3,8
18:149 11,0+1,3 | 10,0+2,0 | 7,0+1,2 | 14,6+0,9 | 26,3+1,8 | 18,6+2,5
18:309,12,15 12,1+0,7 | 12,2+2,4 | 7,1+0,8 | 5,6+0,1 | 2,3+2,0 | 6,9+2,3
18:46:912,15 | 19,4+0,9 | 29,4+1,9 | 21,040,2 | 7,7+0,7 | 4,1+0,3 | 9,9+1,9
Qutros 0,3 0,3 0,8 1,1 1,2 2,5
Total 100 100 100 100 100 100
[00452] No total de 1lipidios, 71% de 18:329/12/15 foji

dessaturado de A6 para 18:4486,9,12,15  Nenhum enrigquecimento

do produto na fragcdo PC foi detectado quando comparado com

o total de extrato de 1lipidio. De fato, houve uma
percentagem substancialmente inferior de 18:426,9/12,15 png
fracdo PC do gque no total de lipidios (21,0% wvs. 29,4%), o

que indica que a dessaturase estava produzindo 18:446,9,12,15

como um tioéster acil-CoA (Domergue et al., 2003).

[00453] O gene que codifica a A6 dessaturase de M.

pusilla foi também introduzido em plantas Arabidopsis por

transformacdo. Uma construgcdo genético Linin:Micpu-de6eD foi

gerada inserindo-se toda a <regido codificante da A6

dessaturase de vM. pusilla, contida dentro de um fragmento

Swal, em Linin-pWVEC8 no local Smal, gerando linP-miclb545-

d6eD-1inT. O promotor para esta construcdo foi o promotor de

linina especifica por semente a partir de linhaca. Esta
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construcdo foi transformada em A. thaliana ecotipo Columbia
e a composicdo de 4&cido graxo nas sementes T2 dos vegetais
analisados por GC (Figura 11).

[00454] Estudos bioquimicos tanto em levedura e N.
benthamiana forneceram evidéncias de que a A6 dessaturase a
partir de M. pusilla é uma dessaturase acil-CoA. A analise
da cinética de uma etapa de alongamento posterior foi usada
em outros estudos como um método indireto para determinar a
habilidade de um dessaturase render um produto acil-CoA: a
disponibilidade do produto dessaturado de A6 (SDA) para a
subsequente etapa de alongamento de A6, que ocorre no
agrupamento metabdlico acil-CoA, é afetada pela
especificidade de substrato da A6 dessaturase (Domergue et
al, 2003, 2005; Hoffmann et al, 2008). Taxas similares de
alongamento de A6 foram obtidas quando as A6 dessaturases a
partir de O. tauri e M. pusilla foram usadas, em contraste
com o nivel significantemente inferior de alongamento
observado quando a A6 dessaturase acil-PC de E.
plantagineum foi usada (Figura 12a). Ainda mais evidéncias
foram observadas quando a distribuicdo do SDA de produto de
A6 dessaturase nas classes de lipidio de levedura foi
analisada (Tabela 8). Nenhum enriquecimento na fracdo PC
foi observado quando comparado com a fragcdo total de
lipidio embora tal enriquecimento pudesse ser esperado se e
quando o SDA fosse produzido por uma dessaturase acil-PC
(Domergue et al., 2005). Os niveis relativamente baixos de
dessaturacdo de A6 observados em nosso estudo (Figura 12)
eram esperados Jj& que a maior parte dos substratos LA e ALA
em folhas de N. benthamiana est&o localizados no plastideo

e ndo estdo disponiveis para dessaturacdo. No entanto, como
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esses dcidos graxos sdo também isolados durante a
preparacdo de FAME, sua presenca efetivamente reduz a
eficiéncia de conversdo geral calculada. As eficiéncias de
conversdo especificas por semente poderiam ser entéo
esperadas como sendo muito mais altar com os mesmos genes.
Comparacdo entre Aédessaturases acil-CoA e acil-PC
[00455] Comparacdes adicionais foram feitas entre a
A6 dessaturase de Micromonas CCMP 1545, A6 dessaturase de
Echium plantagineum e A6 dessaturase de Ostreococcus tauri
(Domergue et al., 2005) em células vegetais. As Construcdes
genéticas 355:Micl545-d6D e 35S:Echpl-d6D conforme
descritas no Exemplo 4 foram comparadas com uma construcédo
genético 35S:0stta-d6D que foi feita inserindo-se toda a
regido codificante da A6 dessaturase de Ostreococcus tauri,
contida dentro de um fragmento Swal, em 35S-pORE0O4 no local
Smal-EcoRV, gerando pJP3065. Comparacdes diretas entre o E.
plantagineum e ambos os caminhos de O. tauri e M. pusilla
EPA mostraram que os caminhos de dessaturase acil-CoA
renderam de longe niveis mais altos de EPA devido a ambas a
dessaturacdo de A6 mais eficiente e o alongamento de A6
subsequente mais eficiente (Figura 12a). A A6 dessaturase

de E. plantagineum catalisou a conversdo de 14% do

substrato co3 (18:329,12,15  para 18:446,9,12,15) e 30% do
substrato w6 (18:24%,12 para 18:326,9/12) = O wuso da A6

dessaturase de O. tauri resultou em 24% de conversdo de 3
e 40% de conversdo de w6 enquanto o uso da A6 dessaturase
de M. pusilla resultou em 27% de conversdo de w3 e 15% de
conversdo de w6. Essas conversdes resultaram na producdo de

1,3% de 20:4458,11,14 o 3,4% de 20:5%5811,1417 para o caminho

o°

de E. plantagineum, 1,2% de 20:445811,14 e 9,6 de
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20:5458,11,14,17 para o caminho de O. tauri e 0,6% de
20:4458,11,14 o 10,7% de 20:5458,11,14,17 para o caminho de M
pusilla.

[00456] O alongamento de A6 foi de longe mais alto
quando ambas as A6 dessaturases de O. tauri ou de M.
pusilla produziram o substrato 18:4%6,9,12,15 comparado a
quando a dessaturase de E. plantagineum foi usada (Figura
12a). Em adicdo a especificidade do substrato 3 mostrada
pela A6 dessaturase de M. pusilla, a A6 elongase de P.
cordata (vide Exemplo 2) provou ser altamente especifica e
converteu o 18:426,9,12,15 substrato ©3 em uma taxa muito mais
alta do que o 18:326,9/12 (89% e 21%, respectivamente, para o
caminho EPA de M. pusilla).

Uso de caminhos duplos de A6 dessaturase

[00457] Comparacdes foram feitas em gue a
possibilidade de aumentar a dessaturacdo de A6 usando um
caminho que contém duas A6 dessaturases foram exploradas.
Primeiro, a combinacdo da dessaturase acil-PC de E.
plantagineum e a dessaturase acil-CoA de M. pusilla ndao
aumentou significantemente as eficiéncias de conversdao
acima daquelas vistas em um caminho gque contém somente a
dessaturase de M. pusilla (Figura 12b) . Resultados
similares foram obtidos quando as A6 dessaturases de E.
plantagineum e de O. tauri foram combinadas. Um caminho
duplo de A6 dessaturase acil-CoA em que ambas as
dessaturases de 0. tauri e M. pusilla foram combinadas
também ndo resultou em eficiéncias de conversdao de 3
aumentadas quando comparadas com ambos os caminhos de O.
tauri ou de M. pusilla (Figura 12c).

[00458] O efeito de wusar A6 dessaturases duplas
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caminho que produz EPA foi também testado. O primeiro teste
foi combinar a dessaturase acil-PC a partir de E.
plantagineum com  ambas as dessaturases acil-CoA em
experimentos separados. Foli criada a hipdtese de que a
adicdo de uma dessaturase ligada por lipidio pudesse
aumentar a conversdo de qualquer LA ou ALA de substrato
acil-PC para GLA ou SDA, respectivamente. Similarmente,
testou-se também se o uso de duas dessaturases acil-CoA
poderia aumentar a acumulacdo de EPA. Nenhum desses
cenarios foli provado verdadeiro nos ensaios transitdérios em
N. benthamiana.

Exemplo 5. Isolamento e caracterizagdo de genes que

codificam A5-dessaturase a partir de microalga

Isolamento de um fragmento de gene de A5 dessaturase
de Pyramimonas CS-0140

[00459] Um alinhamento de sequéncias de aminoéacido
de dessaturase a partir dos nuUmeros de acesso do GenBank
ABL96295, ABP49078, XP 001421073, AAM09687, AAT85661,
AAW70159 e AAX 14505 identificou os blocos de sequéncia de
aminodcido em consenso WKNMHNKHHA (ID de SEQ N°:37) e
HHLFPSMP (ID de SEQ N°:38) que correspondem as posicdes de
aminoacido 197-206 e 368-375, respectivamente, de ABL96295.
Os iniciadores degenerados 5"~
GGTGGAAGAACAAGCACAACrdncaycaygc-3' (ID de SEQ N°:64) e S'-
GGGCATCGTGGGGwanarrtgrtg-3" (ID de SEQ N°:65) foram
designados com uso do programa CODEHOP (Rose et al, 1998)
com base nas sequéncias desses dois blocos. Uma
amplificacdo de touchdown PCR foil executada com uso de uma
Tag DNA polimerase (NEB) em um volume de 20 pL com uso de

10 pmol de cada iniciador, 50 ng de DNA gendmico de
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Pyramimonas CS-0140 com componentes de tampdo e nucleotideo
conforme especificado no manual associado. As condigdes
ciclicas foram: 1 ciclo de 94°C por 3 minutos; 20 ciclos de
94°C por 1 minuto, 70°C por 2 minutos (-1°C por ciclo),
72°C por 1 minuto; 20 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C por
1 minuto, 72°C por 1 minuto; 1 ciclo de 72°C por 5 minutos;
4°C mantido. Um amplicon de 551 bp foi gerado, ligado em
PGEM-T Easy (Promega) e sequenciado.

Isolamento de um gene de A5 dessaturase de Pyramimonas
CS-0140 com comprimento completo

[00460] Iniciadores foram designados para estender o
fragmento 551 bp por 5'- e 3'-RACE e usado conforme
descrito no Exemplo 1. A extremidade 3' do cDNA para o gene
que codifica a A5 dessaturase foi isolada com wuso do
iniciador direto especifico de gene 5"-
AGCGAGTACCTGCATTGGGT-3"' (ID de SEQ N°:66) e o iniciador
reverso 0ligo-dT modificado como no Exemplo 1. Um amplicon
477 bp foi gerado, ligado em pGEM- T Easy e sequenciado. A
extremidade 5' do gene foi isolada pelo método de
transferase por terminal modificado como no Exemplo 1. O
iniciador reverso especifico de gene foi o) 5"-
ATAGTGCTTGGTGCGCAAGCTGTGCCT-3"' (ID de SEQ N°:67). Apds duas
rodadas de amplificacdo PCR, um amplicon 317 bp foi gerado,
ligado em pGEM-T Easy (Promega) e sequenciado. As trés
sequéncias parciais foram montadas formando a sequéncia
prevista do gene de comprimento completo.

[00461] A regido codificante de proteina de
comprimento completo com uma regido curta de 5' UTR foi
entdo amplificada a partir de DNA gendmico. O iniciador

direto 5'- CACCATGGGAAAGGGAGGCAATGCT-3' (ID de SEQ N°:68) e
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o0 1lniciador reverso 5'-TTACTAGTGCGCCTTGGAGTGAGAT-3' (ID de
SEQ N°:69) foram usados em uma amplificacdo PCR com uso de
PFU Ultra II Fusion DNA polimerase (Stratagene) em um
volume de 20 pL com uso de 4 pmol de cada iniciador e 50 ng
de DNA gendmico de Pyramimonas CS-0140 com componentes de
tampdo conforme especificado no manual associado de PFU
Ultra II Fusion. Um amplicon 1336 bp representando o cDNA
de comprimento completo foi gerado, ligado em pGEM-T Easy e
sequenciado. A sequéncia de nucleotideo da estrutura de
leitura aberta do cDNA é dada na ID de SEQ N°: 12.

[00462] A analise BLAST mostrou que a sequéncia de
aminoacido de comprimento completo codificada pelo gene,
dada como a ID de SEQ N°: 13, codificou uma proteina com
similaridade a A5 ou A6 dessaturases conhecidas. Esses dois
tipos de dessaturases s&o similares ao nivel de aminoacido
e foi incerto a partir da sequéncia de aminodcido sozinha
que a atividade foi codificada. A andlise de atividade de
enzima foi executada conforme descrito a seguir, mostrando
que a proteina codificada teve atividade de A5 dessaturase.
O mais alto grau de identidade entre a dessaturase de
Pyramimonas CS-0140 e outras dessaturases na base de dados
Genbank conforme determinado pelo BLASTP foi de 52%, para o
N° de Acesso EDQ92231, que foi a sequéncia de aminodcido de
uma proteina com atividade de enzima ndo identificada a
partir de Monosiga brevicollis MX1l. Uma arvore de relacédo
de sequéncia com base em multiplos alinhamentos de
sequéncias similares a dessaturase de Pyramimonas CS-0140,
incluindo aquelas wusadas para projetar os iniciadores
degenerados originais, é fornecida na Figura 8. Esta front-

end dessaturase contém um dominio de citocromo b5 (dominio
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conservado NCBI pfam00173) nos aminoadcidos 16 a 67 e o
dominio conservado do tipo A6-FADS (dominio conservado NCBI
cd03506) nos aminodcidos 159 a 411. As trés de histidina-
boxes indicativas de wuma front-end dessaturase estéo
presentes na sequéncia dos aminoacidos 175 a 180, 212 a 217
e 384 a 388. As proteinas que contém esses dominios sdao
tipicamente front-end dessaturases necessidrias para a
sintese de multiplos &acidos graxos insaturados.

Caracterizacdo de funcdao da Ab-dessaturase de
Pyramimonas CS-0140 em levedura

[00463] Toda a regido codificante deste clone,
contida dentro de um fragmento Notl em pGEM-T Easy foi
inserida em pYES2 (Invitrogen) no local ©Notl, gerando
PYES2+Pyrco-des?2 para introducdo e caracterizagdo funcional
em levedura. As células da cepa INVSCl de levedura
(Invitrogen) foram transformadas com pYES2+Pyrco-des2 e o0s
transformantes foram selecionados em meio sem uracil. As
células de levedura que continham pYES2+Pyrco-des2 foram
cultivadas em cultura e entdo induzidas por galactose. Apéds
a adicdo de 0,5 mM de LA, ALA, DGLA ou ETA ao meio de
cultura e 48 horas do cultivo adicional a 30°C, os &cidos
graxos em lipidios celulares foram analisados. Quando DGLA
foi adicionado ao meio, ARA foi detectado no 1lipidio
celular dos transformantes de levedura a 0,12% do total de
acidos graxos, representando uma eficiéncia de conversédo de
dessaturacdo de A5 de 4,0%. Quando ETA foi adicionado ao
meio, EPA foi detectado no lipidio celular dos
transformantes de levedura a 0,26% do total de &cidos
graxos, representando uma eficiéncia de <conversdao de

dessaturacdo de A6 de 3,5%. No entanto, gquando tanto LA
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como ALA foram adicionados ao meio, GAL ou SDA,
respectivamente, nédo foram produzidos nos transformantes de
levedura. Isto indicou que a proteina nédo teve qualquer
atividade de dessaturacdo de A6 nas células de Ilevedura
(Tabela 7).

Expressdo da A5 dessaturase cordata de Pyramimonas em
células vegetais

[00464] As atividades de enzima da A6 dessaturase de
Micromonas CCMP 1545 (ID de SEQ N°:8 codificada pela ID de
SEQ N°:7), A6 elongase de Pyramimonas CS-0140 (ID de SEQ
N°:4 codificada pela ID de SEQ N°:3) e A5 dessaturase de
Pyramimonas CS-0140 (ID de SEQ N°: 13 codificada pela ID de
SEQ N°: 12) juntamente com a Arabidopsis thaliana DGAT1 (ID
de SEQ N°:74 codificada pela ID de SEQ N°:75) foram
demonstradas em vegetal com uso de um sistema de expresséo
transiente de Nicotiana benthamiana intensificado conforme
descrito no Exemplo 1.

[00465] Uma construgdo genético 35S:Pyrco-d5D que
codifica a A5 dessaturase sob o controle do promotor
constitutivo 35 S foi feita inserindo-se toda a regiéo
codificante da A5 dessaturase Pyramimonas CS-0140, contida
dentro de um fragmento EcoKl, em 35S-pORE(O4 (Exemplo 4,
acima) no local EcoRl, gerando 35S:Pyrco-d5D. Os vetores
quiméricos 35S:Micl545-d6D (Exemplo 10), 35S:Pyrco-d6E
(Exemplo 10) e 35S:Pyrco-d5D foram introduzidos
individualmente na cepa AGLl1 de Agrobacterium tumefaciens e
células transgénicas de culturas dessa foram misturadas e a
mistura se infiltrou na tecido de folha de vegetais
Nicotiana benthamiana na estufa. Esses vegetais foram

cultivados por mais cinco dias apds a infiltracgdo antes de
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discos de folha serem tomados para andlise GC, que revelou
que esses genes estavam funcionando para produzir EPA na
Nicotiana benthamiana. O tecido de folha transformado com
esses genes continha SDA (1,0%), ETA (0,1%), EPA (10,0%). O
tecido de folha também continha niveis residuais de GLA,
ETA e ARA. A eficiéncia de conversdo de A5 dessaturase foi
calculada como sendo de 98, 8%.

[00466] Este experimento demonstrou que as Ab
dessaturases de microalga sdo capazes de converter ETA em
EPA com uma eficiéncia de ao menos 90% ou ao menos 95% em
células vegetais.

Exemplo 6. Isolamento e caracterizagdo de genes que

codificam w3 dessaturase a partir de microalga

Isolamento de um fragmento de gene de w3 dessaturase
de Micromonas CS-0170

[00467] Em uma tentativa de determinar se uma
microalga tal como a Micromonas tem genes que codificam 3
dessaturases e talvez identificar tal gene, uma pesquisa
foi feita sobre a sequéncia gendbmica da cepa RCC299 de
Micromonas em busca de genes gque mostram homologia a FAD3.
No entanto, essa pesquisa falhou em identificar quaisquer
genes candidatos. Os inventores entdo consideraram se uma
w3 dessaturase poderia ser representada em outros tipos de
dessaturases em Micromonas. Esta hipdtese foi suportada
pela descoberta (Exemplo 4) de que a A6 dessaturase na
mesma cepa foi do tipo front-end, dependente de acil-CoA.
No entanto, quando examinado, o genoma da Micromonas RCC299
pareceu conter genes para ao menos 30 dessaturases de acido
graxo putativo e ndo havia informac¢des sobre qual desses,

se de fato algum, poderia codificar uma w3 dessaturase.
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[00468] Em um experimento, um alinhamento de
sequéncias de aminocdcidos de dessaturase a partir dos
nimeros de acesso do Genbank BAD91495, ABL63813, BADl 1952
e AAR20444 identificou os blocos de sequéncia de aminoéacido
em consenso WCIGHDCG (ID de SEQ N°:39) e TFLQHHDEDM (ID de
SEQ N°:40) que correspondem as posicdes de aminodcido 106 a
113 e 296 a 305, respectivamente, de BAD91495. Os
iniciadores degenerados 5'- TGTGGTGCATCGGCCAYGANKSNGG-3'
(ID de SEQ N°:70) e 5'- TGTCCTCGTCGTTGTGCTGNARRWANGT-3' (ID
de SEQ N°:71) foram designados com uso do programa CODEHOP
com Dbase nas sequéncias desses dois blocos. Uma
amplificacdo de touchdown PCR foi executada com uso de Taq
DNA polimerase (NEB) em um volume de 20 pL com uso de 10
pmol de cada iniciador, 50 ng de DNA genbmico de Micromonas
CS-0170 com componentes de tampdo e nucleotideo conforme
especificado no manual associado. As condig¢des de ciclagem
foram: 1 ciclo de 94°C por 3 minutos; 20 ciclos de 94°C por
1 minuto, 70°C por 2 minutos (-1°C por ciclo), 72°C por 1
minuto; 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 56°C por 1 minuto,
72°C por 1 minuto; 1 ciclo de 72°C por 5 minutos; 4°C
mantido. Um amplicon 528 bp foi gerado, ligado em pGEM-T
Easy (Promega) e sequenciado. A sequéncia de nucleotideo
deste amplicon é fornecida como o ID de SEQ N°: 14, e a
sequéncia de proteina parcial codificada é fornecido como
ID de SEQ N°:15.

Sintese de um gene de w3 dessaturase de Micromonas
RCC299 de comprimento completo

[00469] O fragmento 528 bp gerado por PCR degenerado
foi comparado com os modelos de sequéncia de genoma de

proteina filtrada de Micromonas RCC299 (produzidos pelo US
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Department of Energy Joint Genome Institute http ://www.]
gj,doe.gov/). A andlise BLAST revelou regides de alta
homologia entre uma regido de cromossomo 13 de Micromonas
RCC299 e a ID de SEQ N°: 14. Com base na identidade prdxima
das duas sequéncias era provavel que as cepas de Micromonas
CS-0170 e RCC299 fossem muito proximamente relacionadas
(sequéncia de nucleotideo de Micromonas RCC299 fornecido
como ID de SEQ N°: 16). A sequéncia de proteina prevista de
Micromonas RCC299 (ID de SEQ N°: 17) foi wusada para
projetar e sintetizar uma sequéncia de nucleotideo
otimizada por cdédon que foi a mais adequada para expressao
em Brassica napus ou outras plantas dicotileddéneas (ID de
SEQ N°: 18). Uma versdo mais curda deste gene que se inicia
no nucleotideo 164 do ID de SEQ N°: 18 foi testada em
levedura, mas nenhuma atividade de w3 dessaturase foi
detectada.

[00470] A analise BLAST indicou que a sequéncia de
aminoacido de comprimento completo (ID de SEQ N°: 17) tinha
homologia com FAT-I, FAT-2 e w3 dessaturases. Nao foi
possivel prever na sequéncia sozinha que atividade foi
codificada. O grau maximo de identidade entre a dessaturase
de Micromonas CS-0170 e outras proteinas na base de dados
Genbank por BLASTX foi de 35% com XP OO 1899085.1, gque foi
uma proteina de Brugia malayi na familia da dessaturase de
adcido graxo. Esta front-end dessaturase continha um dominio
conservado do tipo Al2 FADS (dominio conservado NCBI
cd03507) . As proteinas que contém ambos estes dominios sé&o
tipicamente front-end dessaturases necessdrias ©para a
sintese de &cidos graxos, incluindo a familia da ®3

dessaturase.
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Caracterizacdo funcional da coS—-dessaturase de
Micromonas RCC299 em vegetal

[00471] A funcéao enzimdtica da w3 dessaturase
putativa codificada pelo gene isolado de cadeia completa a
partir de Micromonas RCC299 (Mic299-w3D, conforme descrito
acima) e a Al7 dessaturase Phytophthora infestans (Phyin-
dl7D, N° de Acesso do GenBank CAM55882), usadas aqui como
uma amostra de controle positivo, foram testadas em vegetal
com uso do sistema de expressdo transiente de Nicotiana
benthamiana intensificado conforme descrito acima.

[00472] A construcdo 35S5:Mic299-w3D foi construido
por clonagem de toda a regid&o codificante de proteina da ID
de SEQ N°: 18, contida dentro de um fragmento EcoRI, no
vetor 35S- pOREO4 (Exemplo 4) no local EcoRI, gerando a
construcédo genético designada pJdP2073. A construcédo
35S:Phyin-dl17D foi feito por clonagem de toda a regido
codificante da Al7 dessaturase de Phytophthora infestans,
contida dentro de um fragmento EcoRI, em 35S-pORE0O4 no
local EcoRI, gerando pJdP2074. Similarmente, uma construgdo
355:Arath-DGAT1 foi construido por clonagem de toda a
regiéo codificante da Arabidopsis thaliana DGAT1
(AF051849), contida dentro do fragmento EcoRI, em 35S-
POREO4 no local EcoRI, gerando pJdP2078.

[00473] A cepa AGL1 de Agrobacterium tumefaciens foi
cultivada a 28°C em caldo LB suplementado com 50 mg/mL de
canamicina e 50 mg/mL de rifampicina para a fase
estacionaria. As bactérias foram entdo comprimidas por
centrifugacdo a 5000 g por 15 min a temperatura ambiente
antes serem resuspensas a OD600 = 1,0 em um tampdo de

infiltracdo que continha 10 mM de MES com pH 5,7, 10 mM de
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MgCl2 e 100 pM de acetoseringona. As células foram entéo
incubadas a 28°C com agitacdo por 3 horas antes de volumes
iguais de células de Agrobacterium que continham 35S:pl9,
35S:Arath-DGAT1 e ou culturas de 35S:Phyin- dl7D ou de
358:Mic299-w3D serem misturados antes da infiltracdo no
tecido de folha. Um sal acido araquiddnico foi preparado e
alimentado ao tecido de folha transformado conforme
descrito acima com discos de folha sendo tomados para
andlise tanto em 5 horas como em 24 horas apdés a
alimentacdo de substrato. Pontos da folha infiltrados com a
construgcdo 35S:Phyin-dl7D ou, separadamente, a construcgdo
358:Mic299-w3D, todos demonstraram a conversdo de ARA
(20:4co6) em EPA, (20:5w3) a 37% e 50% de eficiéncia,
respectivamente (Figura 13), o gque indica que a proteina
teve atividade de Al7-dessaturase.

Discussdo: Caracterizagcdo da primeira coS-dessaturase
de microalga com atividade de Al7 dessaturase

[00474] A ©3 dessaturase de Micromonas RCC299
descrita neste estudo é a primeira de Al7 dessaturase
microalga, isto ¢é, similar a planta, descrita que tem
atividade em um substrato de &dcido graxo C20 ou mais longo.
Plantas terrestres ndo sdo conhecidas por ter w3
dessaturases do tipo front-end dessaturase, mas, ao invés
deste, do tipo FAD3. Foil entdo surpreendente descobrir que
uma cepa de microalga, que é mais relacionada as plantas do
que aos fungos, possuia uma w3 dessaturase do tipo front-
end dessaturase.

[00475] Foi considerado provavel, com base em
homologia a outras dessaturases, que a dessaturase fungosa

de Phytophthora infestans usada como um gene de controle
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nos experimentos descritos acima fosse ativa em substratos
acil-PC enquanto a dessaturase de Micromonas RCC299 fosse
ativa em substratos acil-CoA. Outras dessaturases fungosas
sdo conhecidas por serem ativas em substratos acil-PC. Esta
conclusdo se com relagcdo ao gene de Micromonas gene foi
consistente com sua similaridades observada ao gene de A6
dessaturase a partir da mesma cepa (Exemplo 4). Esta
preferéncia de substrato pode ser ademais examinada por
estudos de alimentacdo de substrato onde substratos, tal
como ARA, alimentados ao tecido transformado estarédo
imediatamente disponiveis para o agrupamento acil-CoA, mas
disponiveis para o agrupamento acil-PC somente apds a
conversdo por aciltransferases de planta nativa (por
exemplo, Nicotiana benthamiana) .

[00476] O gene w3 dessaturase de Micromonas RCC299
serd muito Util na construcdo de caminhos recombinantes
designados para render EPA e acidos graxos DPA e DHA a
Jjusante, e outro w3 VLC-PUFA em vegetais, em particular por
causa de sua capacidade de converter substratos w6, tal
como ARA, em produtos w3. A atividade em substratos acil-
CoA intensifica esta wutilidade gquando combinada com
elongases, tal como A5 elongases, que também operam no
agrupamento acil-CoA. Além disso, o perfil de &cido graxo
de cepas de Micromonas indicou que a enzima de Micromonas
enzima pode ter também a capacidade de converter acidos
graxos w6 C 18, tal como GLA ou LA, em suas contrapartes
w3, tal como SDA ou ALA, respectivamente. A conversdo de
GLA em SDA pode ser demonstrada tanto em células de
levedura com em planta por alimentagdo de substrato

conforme descrito acima para o substrato ARA, enquanto a
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conversdo de LA em ALA é melhor demonstrada em células de
levedura ©por causa da presenca de Al5 dessaturases
endbégenas em plantas.

Identificacdo de outras w3 dessaturases

[00477] A sequéncia de genoma de modelos de proteina
filtrada de Micromonas CCMP 1545 produzida ©pelo US
Department of Energy Joint Genome Institute (http ://www.]
gi .doe. gov/) foi analisada com o programa BLASTP com uso
da ID de SEQ N°: 17 como a query sequéncia de consulta.
Esta analise revelou a presenca de um gene em Micromonas
CCMP 1545 (EuGene.0000150179) que tinha homologia com a ID
de SEQ N°: 17. A sequéncia de estrutura de leitura aberta é
fornecida na ID de SEQ N°: 19 e a sequéncia de proteina é
fornecido na ID de SEQ N°:20.

[00478] A andlise BLAST indicou que a sequéncia de
aminoacido de comprimento completo ID de SEQ N°:20 tem
homologia com FAT-I, FAT-2 e 3 dessaturases. O grau maximo
de identidade entre a dessaturase de Micromonas CCMP 1545 e
outras proteinas na base de dados do Genbank (BLASTP) foi
de 59% juntamente com o comprimento completo com ID de SEQ
N°: 17. Esta front-end dessaturase continha um dominio
conservado do tipo Al2-FADS (dominio conservado NCBI
cd03507) . As proteinas que contém ambos esses dominios sé&o
tipicamente front-end dessaturases necessdrias ©para a
sintese de 4&cidos graxos, incluindo a familia de 3
dessaturase. Previu-se que esta proteina também funcionaria
como uma w3 dessaturase com atividade de Al7 dessaturase em
planta.

Exemplo 7. Isolamento e caracterizagdo de mais genes

que codificam A9 elongase a partir de microalga
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Isolamento e caracterizacdo da A9 elongase de
Emiliania huxleyi CCMP 1516

[00479] A sequéncia de genoma de modelos de proteina
filtrada de Emiliania huxleyi CCMP 1516 produzida pelo US
Department of Energy Joint Genome Institute (http ://www.]
gi.doe. gov/) foi analisada com o programa BLASTP com uso
da sequéncia de aminodcido de N° de Acesso no GenBank
AF390174 como a sequéncia de consulta. Esta andlise revelou
a presenca de um gene previsto em Emiliania huxleyi CCMP1
516 gque tinha homologia com AF390174. A sequéncia de
proteina é fornecida na ID de SEQ N°:28 e a sequéncia de
nucleotideo codificante como a ID de SEQ N°:27. A andlise
BLAST indicou que a sequéncia de aminodcido de comprimento
completo tem homologia com PUFA elongases. O grau maximo de
identidade entre a elongase de Emiliania huxleyi CCMP1l 516
e outras proteinas (BLASTP) foi de 80% com AF390174. O
dominio da familia GNS1/SUR4 conservado (NCBI dominio
conservado pfamOl 151) foi representado nesta sequéncia,
que tipicamente indicou que a proteina estava envolvida em
sistema de alongamento de &cido graxo de cadeia longa.

[00480] A sequéncia de proteina prevista de
Emiliania huxleyi CCMPl1 516 foi usada para projetar e
sintetizar uma sequéncia de nucleotideo otimizada por cdbédon
que foi a mais adequada para expressdo em plantas
dicotileddébneas, tal como Brassica napus (ID de SEQ N°:29).
A construcdo plasmideo foi designado 0835668 Emihu-d9E pMA.

Isolamento e caracterizacdo das A9-elongases de P.
pinguis e P. salina

[00481] Para identificar possiveis regides

conservadas dentro das A9 elongases de P. pinguis e P.
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salina, um alinhamento foi executado de sequéncias de
aminoadcidos deduzidas de elongase a partir da A9 elongase
de E. huxleyi, PLL00000665 (a sequéncia EST de P. lutheri a
partir de TBestDB identificado por analise BLAST com uso
das sequéncias de elongase de E. huxleyi como consulta) e
acesso a Genbank AAL37626 (A9 elongase de I. galbana). Isto
revelou os blocos de sequéncia de aminodcido em consenso
VDTRKGAYR (ID de SEQ N°: 76) e FIHTIMYTY (ID de SEQ N°: 77)
que correspondem as posicdes de aminocdcido 40-48 e 170-
178, respectivamente, de Emihu-d9E. os iniciadores
degenerados 5'- TGGTGGAC ACAAGGAAGGGNGCNTAYMG-3' (ID de SEQ
N°:78) e 5'- GTAGGTGT ACATGATGGTRTGDATRAA-3' (ID de SEQ
N°:79) foram sintetizado com base nas sequéncias desses
dois blocos e amplificacgdes RT-PCR e PCR com uso de RNA a
partir de P. pinguis e uma biblioteca de cDNA a partir de
P. salina (Zhou et al., 2007) foi executada com uso do
sistema Superscript III(TM) Platinum® One-Etapa RT-PCR ou
Tag DNA polimerase (NEB, Ipswich, MA, EUA).

[00482] Um amplicon de 641 pares de base foil gerado
a partir de P. pinguis por RT-PCR, ligado em pGEM-T Easy® e
sequenciado. Os iniciadores foram designados para estender
o fragmento de 641 pares de base por 5' e 3' RACE, a

extremidade 3' do gene sendo isolada por RT-PCR com uso do

iniciador direto especifico de gene 5 ' -
GTCCTTGCTCCAGGGCTTCCACCA-3'" (ID de SEQ N°: 80) e o
iniciador reverso 0ligo-dT-SP6 5"-

ATTTAGGTGACACTATAGTTTTTTTTTTTTTTTTTT-3' (ID de SEQ N°:81).
Este produto foi diluido a 1:10 e 1,0 pl foi usado como
modelo em uma segunda série de PCR com uso de Tag DNA

polimerase (NEB) com o iniciador direto especifico de gene
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5'- TTCCAGAACGAGGGCATCT ACGT-3' (ID de SEQ N°:82) e o mesmo
iniciador reverso. Um amplicon de 1079 pares de base foi
gerado, ligado em pGEM- T® Easy e seqguenciado. A
extremidade 5' do gene foi isolada a partir de 1,0 npg de
cDNA de P. pinguis gerado com o iniciador reverso
especifico de gene 5'- TTGGGTGATCTGCATGAGCGTGATG-3' (ID de
SEQ N°:83) e A-caudado por transferase terminal. Este cDNA
foi entdo usado como modelo para uma reagdo PCR com uso do
iniciador 0ligo-dT-SP6 e o iniciador especifico de gene 5'-
CGAAT ACTTGAAGAGCTTGTTGGAGA-3' (ID de SEQ N°:84). Este
produto foi diluido a 1:10 e 1,0 pl foi usado como modelo
em uma segunda série de PCR com uso do iniciador oligo-dT-
SP6 e o) iniciador especifico de gene 5'-GGGCT
ACGAGCTGGCAGATGAAGC A-3' (ID de SEQ N°: 85). Um amplicon de
323 pares de base foi gerado, ligado em pGEM-T® Easy e
sequenciado. A sequéncia de comprimento completo foi
montada a partir das trés sequéncias parciais. A regiéo
codificante de comprimento completo com uma regido curta de
5'" UTR foi amplificada a partir de RNA total por RT-PCR com
uso do iniciador direto 5 '-GAAAAAATGGTTGCGCCACCCATCA-3'
(ID de SEQ N°:86) e do iniciador reverso 5 ' -
TCACTACTTCTTCTTCTTGCCCGCGGC-3"' (ID de SEQ N°: 87). Um
amplicon de 828 pares de base, Pavpi-Elol, foi gerado e
este foli ligado em pGEM- T® Easy e sequenciado (ID de SEQ
N°:93). A sequéncia de aminodcido deduzida da A9 elongase
de P. pinguis é fornecida como ID de SEQ N°: 94.

[00483] Similarmente, um amplicon de 425 pares de
base foi gerado a partir de P. salina por PCR com uso dos
iniciadores degenerados, ligado em  pGEM-T Easy® e

sequenciado. Os iniciadores foram designados para
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estenderem o fragmento de 425 pares de base por 5' e 3
RACE, sendo a extremidade 3' do gene isolada por RT-PCR com
uso do iniciador direto especifico de gene 5'- TTCCGGTACTC
AGCGGTGGCG-3' (ID de SEQ N°:88) e o iniciador reverso
0ligo-dT-SP6. Um amplicon 776 de pares de base foi gerado,
ligado em pGEM- T® Easy e sequenciado. A extremidade 5' do
gene foi isolada por PCR a partir da biblioteca de cDNA de
P. salina com uso do iniciador MI13R 5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3'
(ID de SEQ N°:89) e um iniciador reverso especifico de gene
5'-ACGTAGATGCCCTCGTTCTG-3"' (ID de SEQ N°: 90) com PfuUltra
II® Fusion DNA polimerase conforme especificado pelo
fabricante. Um amplicon 710 de pares de base foi gerado,
ligado em pGEM-T® Easy e sequenciado. A sequéncia de
comprimento completo foi montada a partir das trés
sequéncias parciais. A regido codificante de comprimento
completo com uma regido curta de 5' UTR foi amplificada a
partir do RNA total por RT-PCR com uso do iniciador direto
5 '-CACCGAATGGCGACTGAAGGGATGCC-3' (ID de SEQ N°:91) e o
iniciador reverso 5 '-CTACTCGGTTTTCATGCGGTTGCTGGA-3' (ID de
SEQ N°:92). Um amplicon de 846 pares de base, Pavsa-Elo3,
foi gerado e este foi ligado em pGEM-T® Easy e sequenciado
(ID de SEQ N°:95). A sequéncia de aminodcido deduzida da A9
elongase de P. salina é fornecida como a ID de SEQ N°:96.

Caracterizacdo de funcdo da A9-elongases em células
vegetais

[00484] Todas as regides codificantes da elongase de
Emiliania (Emihu-d9E), da elongase de Pavliova pinguis
(Pavpi-d9E) e da elongase de Pavliova salina (Pavsa-d9E),
contidas dentro de fragmentos EcoRI, a partir dos

plasmideos 0835668 Emihu-d9E pMA, PGEMT+Pavpi-doE e
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PGEMT+Pavsa-d9E, respectivamente, foram inseridas em 35S-
POREO4 no local EcoRl para gerar 35S:Emihu-d9E (designado
pJdP3027), 35S:Pavpi-d9E (designado pJP3103), 35S:Pavsa-doE
(designado pJdP3081) e 35S:Isoga-d9E (designado pJP2062). As
atividades de enzima de Emihu-d9E, Pavpi-dS9E e Pavsa-d9E
juntamente com Isoga-d9E (Qi et al., 2002), wusadas aqui
como uma amostra de controle positivo, foram demonstradas
em planta com uso de um sistema de expressdo transiente de
Nicotiana benthamiana intensificado conforme descrito no
Exemplo 1.

[00485] Esses vetores quiméricos foram introduzidos
na cepa AGLl1 de Agrobacterium tumefaciens e células de
culturas dessas infiltradas em tecido de folha de plantas
Nicotiana benthamiana na estufa. As plantas foram
cultivadas por mais cinco dias apdés a infiltracgdo antes de
discos de folha serem tomados para andlise GC, que revelou,
pela presenca do produto de acido graxo, que ambos 0S genes
estavam funcionando como A9 elongases em células vegetais,
tal como da Nicotiana benthamiana.

[00486] O tecido de folha transformado a A9 elongase
de Emiliania huxleyi CCMPl 516 continha 20:2211,14 (6,6%) e
20:3811,14,17 (6,4%), que representou eficiéncias de converséao
de LA e ALA de 39,9% e 12,4%, respectivamente. O tecido de
folha transformado com a A9 elongase de Pavlova pinguis
continha 20:2411,14 (10,1%) e 20:3411,14,17 (6,6%) que
representou eficiéncias de conversdo de 56,0% e 13,3%,
respectivamente. O tecido de folha transformado com a A9
elongase de Pavlova salina continha 20:281L,14 (7,7%) e
20:3811,14,17 (4,6%), que representou eficiéncias de converséao

de 45,0% e 9,2%, respectivamente. O tecido de folha
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transformado com a A9 elongase de Isochrysis galbana

20 :2511,14 20 :3411,14,17

continha (9,2%) e (7,5%), que

representou eficiéncias de conversdo de 48,9% e 15,4%,

respectivamente (Tabela 9).

Tabela 9. Composigcdo de acido graxo (percentual de

total de &cidos graxos) de tecido de folha de Nicotiana
benthamiana transientemente transformada com A9 elongases.

Os desvios padrdo entre infiltracdes separadas realizadas

em triplicata sdo mostradas.

Acido graxo Controle Emihu- Pavsa- Pavpi- Isoga-
ASE ASE ASE ASE
FA Usual
16:0 15,740,6 14,6+40,1 15,240,6 14,540,8 14,240
16:183¢ 1,540 1,440 1,340,1 1,340 1,340,1
16:309/12,15 6,8+0,7 6,540,8 6,1+40,8 6,1+1,4 7,440,5
18:0 3,040,1 3,4+0,2 4,2+40,2 3,4+40,5 3,1+0,2
18:1%° 2,240 2,9+0,2 3,240,2 3,6+0,7 3,2+0,1
18:209/12 11,8+0,4 9,9+40,1 9,4+0,2 7,9+0,5 9,740,4
18:329,12,15 56,0+1,4 45,3+42,2 46,041, 4 43,4+1,8 41,5+1,3
Outros menores 3,040 3,0+0 2,340 3,140 2,940
Total 100 87,0 87,7 83,3 83,3
Novo PUFA w6
20:208,11 - 6,6+1,0 7,7+0,7 10,1+40,7 9,2+40,8
20:3A8,1l,14 - — - - -
20 4h5,8,11,14 _ _ _ _ _
292 :4A7,10,13,16 _ _ _ _ _
22 .504,7,10,13,16 _ _ _ _ _
Total 0 6,6 7,7 10,1 9,2
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Novo PUFA w3

20:3811,14,17 - 6,4+1,5 | 4,6+0,7 | 6,6+0,4 | 7,5+0,2

20 :448,11,14,17 _ _ _ _ _

20 :555,8,11,14,17 _ _ _ _ _

22 :547,10,13,16,19 _ _ _ _ _

20 604,7,10,13,16,19 _ _ _ _ _

Total 0 6,4 4,6 6,6 7,5

Total novo FA 0 13,0 12,3 16,7 16,7

Total FA 100 100 100 100 100
[00487] A aparentemente alta preferéncia pelo ALA de

substrato w3 no tecido de folha era esperado j& gque a maior
parte do substrato de ALA em folhas de N. benthamiana esté
localizada no plastideo e assim indisponivel para
alongamento extra plastidico e J& que ambos os ALA
plastidico e citoplasmico foram isolados da folha durante a
metilacdo direta, a taxa de conversdo w3 se reduziu
artificialmente. As A9 elongases de E. huxleyi e I. galbana
exibiram preferéncias de substrato idénticas em N.
benthamiana com taxa de conversdo de w3 em w6 de 0,31. A
conversdo mais eficiente no agrupamento w6 foi vista com a
A9 elongase de P. salina com 56,0% de substrato sendo
convertido. Em contraste, 13,3% do substrato w3 foram
convertidos, a uma taxa de 0,24. A enzima de P. pinguis
exibiu a preferéncia mais alta por substratos w6 com uma
taxa de conversdo de 0,20, que resultou em 45,0% de
conversdo de w6, mas somente 9,2% de conversdo de w3.

Exemplo 8. Construgdo de um caminho biossintético,
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incluindo A9 elongase para render ARA

Construcdo de um caminho de delta 9 elongase
transgénico

[00488] Um vetor bindrio que contém a A9 elongase de
Isochrysis galbana (N° de Acesso de sequéncia de aminoacido
no GenBank AF390174 - estrutura de leitura aberta fornecida
como ID de SEQ N°:21, sequéncia de aminodcido como ID de
SEQ N°:22), A8 dessaturase de Pavlova salina (N° de Acesso
ABL96296 - estrutura de leitura aberta fornecida como ID de
SEQ N°:23, sequéncia de aminodcido como ID de SEQ N°:24) e
A5 dessaturase de Pavlova salina (N° de Acesso ABL96295 -
estrutura de leitura aberta fornecida como ID de SEQ N°:25,
sequéncia de aminodcido como ID de SEQ N°:26) foi
construido a partir do vetor bindrio pJPlOlacg. O projeto
deste vetor sem o0s acréscimos de gene é mostrado
esquematicamente na Figura 14.

[00489] Primeiro, o fragmento Smal-EcoBN de um clone
pBluescript gue continha a A9 elongase de Isochrysis
galbana foi ligado no local Smal de pJdPlOlacg para render
pJP105. O fragmento Xhol de um clone pBluescript que
continha a A5 dessaturase de Pavliova salina foi ligado no
local Xhol de pJdPl05 para render pJdPl06. O fragmento NotI
de um clone pBluescript que continha a A8 dessaturase de
Paviova salina foi ligado no local NotI de pJPl06 para
render pJdP107, o que é mostrado esquematicamente na Figura
15.

[00490] Diversos pontos devem ser notados sobre
projeto. Em primeiro lugar, dois dos trés genes foram
transcritos divergentemente no T-DNA, isto é, distantes um

do outro. Isto foi feito para prevenir a transcrigcdo de
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qualquer um dos genes sendo direcionada para, e
potencialmente interferindo com, a expressdo do outro gene
e assim maximizando a expressdo de ambos. Em segundo lugar,
o terceiro gene na construcdo genético, neste caso
codificando a A8 dessaturase, foi espacado em separado do
segundo gene orientado na mesma direcdo, codificando a A9
elongase, pela insercdo de um espacador. Foi através desta
distdncia de ao menos 1,0kb entre o cdédon de parada do gene
a montante e o cdédon de iniciacdo do gene a Jjusante que se
pode reduzir o «risco de transcricdo do formador que
interfere com o seguinte, ou que causa potencialmente o
silenciamento de gene. Em terceiro lugar, o 5'-UTR de cada
um dos trés genes foi modificado para incluir uma sequéncia
lider TMV que era conhecida por fornecer translacéo
eficiente. Qualgquer outra sequéncia 5'UTR que ¢é conhecida
por conferir alta eficiéncia de translacdo poderia ter sido
usada ao 1invés da sequéncia TMV. O pJdPl07 foi introduzido
na cepa AGLI de Agrobacterium por eletroporagdo e a cepa
transformada usada para introduzir a construcdc genético em
Arabidopsis thaliana, ecotipo MC49, que foi um mutante
fad3/fael com altos niveis de LA ao substrato de acido
graxo com inicio potencial para a A8 dessaturase. A analise
e transformacdo vegetal foram executadas com uso do método
de imersdo floral (Clough e Bent, 1998). As sementes
(sementes T1) das plantas tratadas (plantas TO) foram
plantadas em meio seletivo com higromicina (20 mg/L) e as
plantas transformadas foram selecionadas para solo para
estabelecer 24 plantas transgénicas Tl confirmadas.
Esperava-se que a maioria dessas plantas T1 fosse

heterozigdética pela construgdo genética introduzida. As
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sementes T2 das 24 plantas transgénicas foram coletadas em
maturidade e analisadas por composicdo de 4&cido graxo.
Essas 1linhas T2 dincluiram linhas que eram homozigbdticas
pela construgcdo genética assim como aquelas que eram
heterozigdbticas. As plantas T2 foram estabelecidas a partir
das sementes T2 para as 6 linhas que continham os mais
altos niveis de ARA, usando selecdo em meio MS que continha
higromicina (20 mg/mL) para determinar a presenca dos
transgenes. Por exemplo, as sementes T2 foram plantadas a
partir da planta T1 designada FW-IO, que continha 5,8% de
ARA e mostrava a 3:1 de taxa de segregacdo de resisténcia a
progénie no meio de higromicina, o 1indica que a FW-IO
continha a construcdo genético em um uUnico local genético
single. Os perfis de acido graxo de sementes T3 divididas a
partir da FW-10 foram analisadas e os dados Sao
apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Composicdo de 4&acido graxo de semente
transformada de Arabidopsis com a construcdo genético
pJP107 que contém os genes A9 elongase de Isochrysis
galbana, A8 dessaturase de Pavlova salina e A5 dessaturase

de Paylova salina.

FW10-23 Controle MC49

Amostra P1235 P1254

14:0 0,0 0,1

16:1w7 0,6 0,4

16:0 9,5 8,4

18:2w6 30,9 50,9
18:3w3 0,0 1,0

18:1w9 21,4 30,9
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18:1w7 3,3 3,5
18:0 4,3 3,4
20:4w6 21,0 0,0
20:5w3 1,3 0,0
20:3w6 1,1 0,0
20:403* 0,2 0,0
20:2w6 2,6 0,0
20:3w3 0,2 0,0
20:109/wl 1,6 0,2
20:0 0,7 0,5
22:4w06 0,8 0,0
22:503 0,0 0,0
22:0 0,0 0,2
24:1011/13 0,2 0,1
24:0 0,2 0,2
Soma 100 100
Soma PUFA w6 56 51
% de conversodes
A9E
LA - 20:2 w6 45 0
ALA - 20:3 w3 100 0
A8D
20:2 w6 - 20:3 w6 90 0
20:3 w3 - 20:4 w3 88 0
A5D
20:3 w6 - 20:4 w6 95 0
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20:4 w3 - 20:5 w3 90 0
[00491] Conforme sumarizado na Tabela 10, semente de
Arabidopsis formada ndo trans (ecotipo MC49) continha

quantidades significantes do LA de substrato w6 de
precursor, mas ndo continha qualquer ARA ou os &cidos
graxos intermedidrios que se esperava que ocorressem ao
longo do caminho de A9 elongase. Em contraste, a semente da
planta transformada FW 10-23 gque continha a construgédo
pJP107 continha niveis significantes de 20:2n-6, 20:3n-6 e
20:4n-6 (ARA), incluindo 21% de ARA, o produto das trés
etapas enzimadticas que se iniciou com LA. Além disso, o©
baixo nivel de ALA no 6leo de semente (1,0% em controle

MC49) foi muito eficientemente convertido em EPA, que

estava presente a um nivel de 1,3% na linha transformada FW

10-23.

Discussdo: Eficiéncias de conversdo e 1Implicacdes
bioquimicas

[00492] As eficiéncias relativas das etapas

enzimaticas individuais codificadas pela construcdo pJP107
poderiam ser avaliadas examinando-se a ©percentagem de
conversdo de substrato de &dcido graxo em produtos de acidos
graxo (incluindo subsequentes derivativos) em FW-IO- 23. No
agrupamento w6, a A9 elongase de Isochrysis galbana mostrou
45% de conversdo de LA em EDA e subsequentemente 4&cidos
graxos dessaturados. Na mesma semente, a A8 dessaturase e a
A5 dessaturase de Pavliova salina mostraram eficiéncias de
conversdo de 90% e 95%, respectivamente dos acidos graxos
w6 em seus produtos relevantes. Em comparacao, no
agrupamento w3, a A9 elongase de Isochrysis galbana mostrou

essencialmente 100% de conversdo de ALA em produtos
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alongados, enquanto a A8 dessaturase e a A5 dessaturase
Paviova salina mostraram eficiéncias de conversdo de 88% e
90%, respectivamente. Essas etapas enzimdticas resultaram
na sintese de 1,3% de EPA, mesmo que a Arabidopsis thaliana
MC49 antecedente contivesse somente baixos niveis de ALA.
No resultado mais dramdtico, foi notado que o ALA ndo foi
detectado no 6leo de semente, o que indica essencialmente
100% de conversdo de ALA em produtos alongados de ALA pela
A9 elongase.

[00493] E interessante notar que o0s niveis de acidos
graxos intermedidrios incomuns encontrados em FW- 10-23
foram Dbaixos (<0,4% no agrupamento w3) e comparaveis
aqueles encontrados na cadeia alimenticia em varios frutos
do mar (Tabela 11). Mesmo que Oleos de semente MC49
formados sem trans contivessem somente baixos niveis de ALA
e 1sto pudesse ter contribuido para os baixos niveis
observados, por exemplo, do adcido graxo intermedidrio ETrA,
era previsto que quando o mesmo caminho fosse montado em um
antecedente genético que tem niveis altos de ALA, o 6leo de
semente resultante poderia ainda ter niveis relativamente
baixos (<3%) de ETrA. A presenca de tais baixos niveis
desses intermedidrios foi provavel devido a dessaturacéo
bastante eficiente dos intermediarios de A9 alongada.

Tabela 11. Comparacdo dos 4&cidos graxos em semente
transformada de Arabidopsis com a construcdo genético
pJP107 que contém os genes A9 elongase de Isochrysis
galbana, A8 dessaturase de Pavlova salina e A5 dessaturase
de Pavliova salina e os éacidos graxos intermedidrios

encontrados em uma faixa de amostras de frutos do mar.

P1235 Frutos do Mar
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Amostra Média faixa - maximo
14:0 0,0 1,7 31,1
16:1 w7 0,6 2,9 8,2
16:0 9,5 18,7 53,6
18:2 w6 30,9 1,9 14,6
18:3 w3* 0,0 0 0
18:1 w9 21,4 13,9 59,5
18:1 w7 3,3 3 7,9
18:0 4,3 8,5 14,7
20:4 w6 21,0 6,7 19,1
20:5 w3 1,3 7,1 22,2
20:3 w6 1,1 0,3 1,5
20:4 w3 0,2 0,5 2,8
20:2 w6 2,6 0,4 1,8
20:3 w3* 0,2 0 0
20:1 0w9/wll 1,6 2,2 21,1
20:0 0,7 0,4 4,2
22:4 6 0,8 1 4,4
22:5 ®3 0,0 2,4 14,9
22:0 0,0 0,2 0,7
24:1 ©911/13* 0,2 0 0
24:0 0,2 0,2 1,6
Soma PUFA w6 56 10 41
% de converséo

A9E

LA - 20:2 w6 45 82

ALA - 20:3 w3 100 100
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A8D

20:2w6 - 20:3 w6 90 95

20:3w3 - 20:4 w3 88 100

A5D

20:3w6 - 20:4 w6 95 96

20:4w3 - 20:5 w3 90 95

[00494] Vale a pena notar que a A8 dessaturase de

Pavlova salina foi consideravelmente mais eficiente na
conversdo de ETrA em ETA do que outras A8 dessaturases
reportadas, em particular gquando co-expressa com a A9
elongase e a A5 dessaturase. Por exemplo, foi reportado que
quando a A8 dessaturase de FEuglena gracilis foi co-expressa
com qualquer uma dentre a A9 elongase de Fuglena gracilis
ou de Isochrysis galbana em embrides de soja, as
eficiéncias de conversdo de substratos w3 e w6 foram de 64%
e 73%, respectivamente. A eficiéncia de <cada etapa
observada no experimento descrito acima e a eficiéncia de
conversdo geral de ALA em EPA foi também muito mais alta
que a reportada por Qi et al. (2004) em folhas de
Arabidopsis, onde se observou somente 3,0% de EPA e niveis
substanciais dos intermedidrios ndo desejados incluindo
ETrA (4,6%).

[00495] As elongases sdo conhecidas por somente
acessarem substratos no agrupamento acil-CoA. O fato de que
as etapas subsequentes de A8 dessaturase e A5 dessaturase
terem sito observadas funcionando em eficiéncia

extremamente alta nas sementes transformadas mesmo que O
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produto de A9 alongada tenha sido produzido
indubitavelmente no agrupamento acil-CoA foi wuma forte
indicacdo de que ambas as dessaturases de Paviova salina
eram capazes de acessar substratos acil-CoA com altas
eficiéncias.

Biossintese de altos niveis de ARA e EPA com uso do
caminho de A9 elongase

[00496] A partir desses dados e das observacdes
sobre eficiéncia das etapas individuais, foi que seria
possivel gerar altos niveis de ARA e EPA e subsequentemente
DPA e DHA em plantas transgénicas, tal como a Arabidopsis,
canola, soja, linhaca ou algoddo com uso de um caminho de
A9 elongase modificado. Foi ademais previsto gque mesmo
niveis mais altos podem ser produzidos com mais adicdo de
qualquer uma das trés funcgdes enzimdticas, especialmente
uma fung¢do de Al2 dessaturase acil-CoA para aumentar a
quantidade de substrato de LA disponivel no agrupamento
acil-CoA para alongamento de A9, em segundo lugar, a adicgédo
de uma Al5 dessaturase para aumentar o nivel de ALA para
conversdo direta em EPA, e em terceiro lugar uma Al7
dessaturase que pode converter ARA em EPA tal como o
descrito no Exemplo 6. Mais preferencialmente, a adicdo de
ambas uma Al2 dessaturase acil-CoA e qualquer uma dentre a
Al5 dessaturase ou a Al7 dessaturase poderia fornecer
niveis maximos. Assim, espera-se que o uso de enzimas
capazes de acessar substratos no agrupamento acil-CoA

resulte em conversdo mais eficiente em EPA, DHA e DHA.

o\°

[00497] A sintese observada de 1,3 EPA foi
extraordinaria e inesperada considerando-se que o)

antecedente de Arabidopsis thaliana MC49 continha mutacéo
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afad3 que resultou em baixos niveis de acumulacdo de ALA (1
a 3%). Previu-se que quando estes, ou similares, caminhos
de A9 elongase (A9 elongase, A8 dessaturase e AS
dessaturase) fossem transformados em uma planta que contém
altos niveis de ALA, altos niveis de EPA resultariam. Por
exemplo, previu-se que a transformacdo deste caminho em uma
linha de Arabidopsis que expressam altamente a Alb
dessaturase de Perilla frutescens ou outros genes de Alb
dessaturase resultaria em niveis de EPA de ao menos 25% do
total de acido graxo em 6leo de semente.

Exemplo 9. Expressdo de genes de caminho PUFA em

células vegetais

[00498] Uma alternativa a transformacdo estavel de
plantas é a expressdo transiente de transgenes em folhas,
tal como aquela primeira introduzida por Kapila et al
(1997). Com esta técnica, nlucleos de células de folha
permissivas (Zipfel et al., 2006) sdo transformadas por
meio de infiltracdo de espacos de ar abaxiais com culturas
de Agrobacterium que abrigam construcdes de expressédo
dentro de fronteiras de TDNA. A expressdo de transgenes em
folhas é significantemente intensificado pela co-introducéo
de proteinas de supressdo viral, tal como P19 (Voinnet et
al., 2003) e HC-Pro (Johansen e Carrington, 2001; Kasschau
et al., 2003), que 1inibem o aparelho que silencia
transgenes das células hospedeiras e estendem a expressédo
por um periodo mais longo de tempo.

[00499] As folhas tém um metabolismo de lipidio
complexo que ¢é dominado pelos grandes agrupamentos de
galactolipidios plastidiais monogalactosil diacilglicerdis

(MGDG) e digalactosil diacilglicerdis (DGDG). Agrupamentos
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menores de &cidos graxos existem fora dos compartimentos
plastidiais incluindo aqueles esterificados em
fospatidilcolina (PC), coenzima A (CoA) e mono e
diacilglicerideos (MAG, DAG; Ohlrogge e Browse, 1995). As
enzimas de sintese de LC-PUFA usadas neste Exemplo residem
no reticulo endoplasmatico (ER; Napier, 2007) onde tém
acesso aos agrupamentos de lipidio relativamente menores
esterificados em PC e CoA. Os produtos metabdbdlicos de
reacdes ligadas de PC-CoA, tais como aquelas ativas no ER,
podem ser acumulados em triacilglicerideos (TAG) pela alta
expressdo de um diacilglicerideo-O-aciltrasferase (DGAT;
Bouvier-Nave et al., 2000). Comparados a MAG ou DAG, os
dcidos graxos que residem em TAG sdo mais metabolicamente
inertes e sdo menos propensos a reentrar em caminhos
biossintético de 1lipidio ou trafegar em plastideos. De
forma importante, o TAG pode ser facilmente separado das
classes de lipidio mais abundantes gque residem em
plastideos de folha com uso de técnicas de cromatografia de
camada fina padrdo (TLC). Sendo assim, uma combinacdo de
acumulacdo de TAG intensificada e purificacdo de classe de
TAG/lipidio poderiam ser Uteis para entender mais
completamente as reacgdes da enzima LC-PUFA no ER de folha.

[00500] Este sistema foil testado para producdo de
LC-PUFA com uso de genes que codificam dessaturases e
elongases neste Exemplo.

Construcdor plasmideos para expressdo transiente

[00501] Vetores binarios foram preparados clonando-
se a regido codificante do gene formando uma versao
modificada do vetor bindrio pOREO4 descrito por Coutu et al

(2007) em que o promotor de Virus do Mosaico de Couve-flor
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(CaMV) 35S foi clonado no local Sfol site para render 35S-
POREO4. A regido codificante do gene de A9 elongase de I.
galbana (Acesso do Genbank AAL37626) (ID de SEQ N°:21) foi
amplificada a partir do DNA gendmico clonado formando 35S-
POREO4 no 1local EcoRI. Versbes otimizadas por cdédon de
expressdo vegetal das trés dessaturases de P. salina
(acessos do Genbank ABL96296, ABL96295 e AAY15136 - cada
uma descrita na WO 2005/103253) foram clonadas nos locais
EcoRV-Smal do 35S-pORE04 como inserg¢des Swal. A A5 elongase
de P. salina ndo otimizada (acesso do Genbank AAY15135) foi
clonada como um fragmento Xhol-Xbal formando 35S- pOREO4
nos 1locais Xhol-Nhel. Uma versdo do 35S-driven CaMV do
supressor viral P19 foi gentilmente doada pelo Dr. Peter
Waterhouse. A regido codificante do gene de A. thaliana
DGAT1 (acesso do Genbank AAF 19262) (ID de SEQ N°: 74) foi
obtida por RT- PCR e foil clonada como um fragmento BamHI-
EcoRV nos locais correspondentes em 35S- pOREO4. O RNA
total foi isolado a partir de Phytophthora infestans com
uso de um mini kit RNeasy (QIAGEN) e Platinum Superscript
ITIT One-Etapa (QIAGEN) RT-PCR realizado. O amplicon
resultante que continha a regido codificante de proteina de
A1l7 dessaturase de P. 1infestans (WO 2005/012316) foi
clonado formando pGEMT-Easy (Promega) e sequenciado. O
fragmento EcoRI foi entdo clonado formando 35S-pORE04.

Infiltracbes de bactéria do solo e condigbes de
cultivo de N. benthamiana

[00502] A cepa AGL1 de Agrobacterium tumefaciens que
abriga cada vetor bindrio foi cultivada a 28°C in LB caldo
suplementado com os antibidéticos apropriados. As culturas

foram centrifugadas e suavemente <resuspensas em dois
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volumes de tampdo de infiltracdo (5 mM de MES, 5 mM de
MgS0O4, pH de 5,7, 100 uM acetosiringona) e cultivados por
mais 3 horas. As densidades o6ticas de cada cultura foram
medidas e uma combinacdo final de culturas foil preparada de
forma que cada construcdo de Agrobacterium se igualou a
ODgsoonm 0,2 ou conforme de outra forma indicado pela Figura
16. As células foram infiltradas, conforme descrito por
Voinnet et al. (2003), na parte de baixo de folhas de
plantas N. benthamiana de um més de vida que foram
abrigadas em um ambiente de cultivo 23°C com 10:14 de ciclo
claro/escuro. As areas infiltradas foram circuladas por um
marcador permanente. Seguindo-se a infiltracdo, as plantas
foram deixadas a 28°C por uma hora apds a qual foram
transferidas para um ambiente de cultivo de planta a 24°C
até a andlise. A ndo ser que de outra forma indicado, todas
as agroinfiltrag¢des de N. benthamiana foram realizadas na
presenca de uma construcdo bindrio que continha a proteina
de supressdo viral P19.

Andlise de lipidio

[00503] Os perfis de &4cido graxo de tecidos de folha
amostras de classe de lipidio foram analisadas neste
Exemplo por GC e GC-MS apds a transmetilagdo com uso de uma
solucdo de metanol/ HC1l/ diclorometano (DCM; 10/1/1 por
volume) a 80°C por 2 horas para produzir metilésteres de
adcido graxo (FAME). Os FAME foram extraidos em hexano:DCM

(4:1, v/v) e reconstituidos em DCM antes da andlise por GC

e GC-MS.
[00504] Para a anéadlise de classe de 1lipidio, os
lipidios totais foram extraidos duas vezes de

aproximadamente 50 mg de peso fresco de tecido de folha
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infiltrado com uso do método descrito por Bligh e Dyer
(1959). Lipidios neutros foram purificados por TLC em
placas de gel de silica pré-revestidas (Silica gel 60,
Merck) com hexano/ dietil éter/ &acido acético (70/30/1 por
vol.), enquanto lipidios polares foram fracionados com uso
de TLC bidimensional, cloroférmio/ metanol/ &agua (65/25/4
por vol.) para a primeira direcdo e clorofdérmio/ metanol/
NH40H/ etilpropilamina (130/70/10/1 por wvol.) para a
segunda direcdo (Khozin et al., 1997). Os pontos de lipidio
foram visualizados por vapor de iodo, coletados em frascos
e transmetilados para produzir FAME para anadlise GC
conforme descrito acima. O TAG foi quantificado como a
quantidade total de 4cidos graxos presentes, que foi
estimada por andlise GC conforme mencionado acima e de
acordo com a quantidade conhecida de padrdes externos
injetados para cada acido graxo.

[00505] A GC foi realizada com uso de um Agilent
Technologies 6890N GC (Palo Alto, Califédérnia, EUA) equipado
com uma coluna capilar de silica fundida Equity™-1 né&o
polar (15 m x 0,1 mm i.d., 0,1 pm de espessura de filme),
um FID, um injetor com/sem divisor e um amostrador e
injetor automdtico Agilent Technologies 7683 Series com uso
de hélio como o géas portador. As amostram foram injetadas
em modo sem divisdo a uma temperatura de secagem de 120°C e
apbdés a 1injecdo, a temperatura de secagem foi elevada a
201°C em 10°C.min! e finalmente a 270°C e mantida por 20
min. Os picos foram quantificados com o software Agilent
Technologies ChemStation (Rev B.03.01 (317), Palo Alto,
Califérnia, EUA). As respostas de pico foram similares para

os &cidos graxos de padrdo-411 de GLC Nu-Check auténtico
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(Nu-Check Prep Inc, MN, EUA) que contém proporc¢des iguais
de 31 diferentes metil ésteres de &4cido graxo, na faixa de
octanoato a DHA e diversos outros LC-PUFAs. Variacdes leves
de respostas de pico dentre os picos foram equilibradas
multiplicando-se as areas de pico por fatores de
normalizacdo de cada pico. A proporgdo de cada &cido graxo
no total de &cidos graxos foi calculada com base em &reas
de pico individuais e totais dos graxos.

[00506] A GC-MS foi realizada para confirmar a
identidade de todos os novos acidos graxos formados e foi
executada em uma armadilha de ions (ion-trap) Finnigan GCQ
Plus GC-MS adaptado com conjunto de injecdo sobre coluna a
45°C. As amostras foram injetadas com uso de um amostrador
automatico AS2000 em uma lacuna de retencdo presa a uma
coluna de fase HP-5 Ultra 2 ndo polar (50 m x 0,32 mm i.d.
x 0,17 pm de espessura de filme). A temperatura inicial de
45°C foi mantida por 1 minuto, seguida por uma programacao
de temperatura com um aumento de 30°C.min"! a 140°C entdo a
3°C.min! a 310°C onde foi mantida por 12 minutos. Foi
usado hélio como o gas portador. As condigdes de operacédo
do espectrébmetro de massa foram: energia de impacto de
elétron de 70 eV; corrente de emissdo de 250 pamp, linha de
transferéncia de 310°C; temperatura de fonte de 240°C; taxa
de varredura de 0,8 scans.s! e faixa de massa de 40 a 650
Dalton. Os espectros de massa foram adquiridos e
processados com o software Xcalibur™,

[00507] Modificando o perfil de &cido graxo de N.
benthamiana com uma elongase de &acido graxo expressa
transientemente

[00508] Para estimar a concentracdo de Agrobacterium
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necessidria para gerar producdo maxima de uma enzima
transgénica funcional, um gene foi expresso, o qual
codifica a A9-elongase de Isochrysis galbana (IgASelo; Qi
et al., 2002), que era conhecida por agir obre o éacido
linoleico ligado (LA) por CoA e substratos os ALA eram
conhecidos por serem abundantes em folhas de N.
benthamiana. Seguindo-se a transferéncia deste gene em um
vetor bindrio a jusante do promotor 35S do Virus do Mosaico
de Couve-flor (CaMV), esta construcdo foi agroinfiltrado em
folhas de N. benthamiana na presenca da proteina de
supressdo viral P19 para suprimir silenciador de transgenes
mediado por hospedeiro e o nivel de A9-elongation avaliado.
Os produtos de alongamento de LA e ALA, EDA e ETrA,
respectivamente, foram detectados com atividade de gene
préxima ao maximo obtida com culturas de Agrobacterium que
tém OUgoo = 0,2 (Figura 16). Foi interessante notar, no
entanto, que as agroinfiltracdes de concentracdes bem
diluidas da cultura (tdo baixa quanto OUssw = 0,05) também
resultaram em niveis facilmente detectaveis de atividade de
enzima.

Efeito de expressdo de DGAT transiente em acumulagdo
de triacilglicerol

[00509] Foi em seguida investigado se o tamanho do
agrupamento TAG em folhas de N. benthamiana poderia ser
aumentado para fornecer um tanque maior no qual se
capturassem os produtos das enzimas biossintéticas de &acido
graxo 1introduzidas no ER. Uma construgdo que continha o
gene de Arabidopsis thaliana DGAT1 (AtDGAT1l) gque catalisa a
Ultima etapa na biossintese de TAG pelo caminho Kennedy foi

testado com o um possivel meio de aumentar o agrupamento
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TAG nas folhas, J& que as folhas naturalmente produzem
somente baixos niveis de TAGs. A construcdo foil introduzida
em folhas de N. benthamiana por agroinfiltracdo conforme
acima. Para testar a presenca de TAGs, segmentos de folhas
infiltradas de aproximadamente 1 cm de tamanho foram
submersas em uma pequena placa de Petri que continha 1% de
Nile Blue aquoso (BDH, Poole, UK), infiltrado a vacuo por 3
minutos, lavado brevemente em Agua, incubado em 1% de &acido
acético por 3 minutos e montado em &gua para observacdo. A
emissdo de fluorescéncia foi coletada em 570 a 670 nm com
uso de uma excitacdo de 488 nm em um microscdépio confocal
de varredura a laser Leica SP2 (Leica Microsystems, Sydney,
Austréalia). Os vetores ndo transformados das mesmas folhas
foram usados como controles. As quantidades relativas de
acumulacdo de TAG em cada ensaio foram estimadas com uso do
software Imaged.

[00510] A expressao transiente da Arabidopsis
thaliana DGAT1 (AtDGAT1) resultou na producgao de
significantemente mais corpos de lipidio que foram marcados
com Nile Blue e observados com uso de um microscdpio
confocal. O aumento em TAG foi quantificado fracionando-se
o total de lipidios em TAG, com uso de separacdo de TLC de
fase neutra neutral a partir de outras classes de lipidios
de folha, apdés a qual a quantidade de TAG foi medida como a
quantidade de &cidos graxos totais na fracdo de TAG. A
expressdo transiente de P19 ou P19 e AtDGAT1 juntamente
resultaram em um aumento em TAG de 46 pg.g™! de peso fresco
para 206 pg.gl! de peso fresco, respectivamente, o que
mostra que a adicdo do gene DGAT]1 aumentou os niveis de TAG

que se acumulou em tecido de folha. Sendo assim, este gene
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foi incluido em experimentos subsequentes, a ndo ser que de
outra forma indicado.

Disponibilidade de substratos de dcido graxo exdgeno
para genes transientemente expressos

[00511] Foi em seguida examinado se um substrato de
acido graxo exdgeno que ndo era nativo a N. benthamiana
poderia ser fornecido a folha e se tornar disponivel para
conversdo mediada por transgenes, permitindo assim que
etapas enzimaticas individuais sejam testadas em
isolamento. Para este teste, A1 dessaturase de
Phytophthora infestans que codifica gene (PiAl7des) que age
sobre o ARA, um substrato nao naturalmente presente em N.
benthamiana, foi agroinfiltrado para produzir EPA. Quatro
dias apdés a infiltracdo com PiAl7des, a folha foi
alimentada com um sal de ambnia ARA por 1injecdo de uma
maneira similar aquela realizada para transformar a folha
com culturas de Agrobacterium. Permitiu-se entdo que a
folha metabolizasse o substrato por quatro horas antes que
os lipidios totais fossem extraidos do tecido de folha. A
andlise GC e GC-MS desses lipidios totais mostrou que 37%
do ARA alimentado de forma exdégena foram convertidos por
dessaturacdo de Al7 em EPA, uma eficiéncia comparavel
aquela reportada em ensaios baseados em levedura (WO
2005/0123106) .

Montagem rdpida de caminhos de LC-PUFA em cinco etapas
a partir de vetores bindrios separados

[00512] Tendo sido estabelecido que o sistema de N.
benthamiana foi wuma ferramenta Util para determinar a
funcdo de um Gnico transgene e acumulacao de TAG

intensificada, a extensdo na qual o sistema poderia ser
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usado para montar todos os caminhos de LC-PUFA foi
investigada. Neste estudo, genes que codificam cinco
enzimas metabdélicas LC-PUFA foram testadas, gque produzem
dois caminhos de LC-PUFA lineares paralelos, principalmente
o caminho w6, que converte LA em DPA®, e o caminho w3, que
converte ALA em DHA (Figura 1). Os genes Dbiossintético
usados foram a A9 elongase de Isochrysis galbana (IgA9elo),
A8 dessaturase de Pavliova salina (PsA8des), A5 dessaturase
de P. salina (PsAbdes), A5 elongase de P. salina (PsAbelo)
e A4 dessaturase de P. salina (PsAddes; Qi et al., 2004;
Robert et al., 2009; Zhou et al., 2007). Cada gene foi
clonado separadamente em um vetor de expressdo binario a
jusante do promotor 35 S de CaMV conforme descrito acima e
uma mistura dessas construgdes, cada um presente a uma
concentracdo de ODsoorm = 0,2, foi agroinfiltrado nas
superficies abaxiais de folhas de N. benthamiana ao longo
de AtDGATl e P 19, fazendo um total de sete construcdes
individuais com um total de ODsoorm = 1 a 4.

[00513] Cindo dias apdés a infiltracdo, discos de
folha foram amostrados e metil ésteres de 4&acido graxo
(FAME) foram produzidos diretamente a partir do tecido
fresco e analisados e identificados por GC/MS (Tabela 12).
Ficou claro que todas as enzimas de caminho foram capazes
de aceitar tanto o PUFA w6 quanto w3 como substratos e que
sua acdo sequencial sobre LA ou ALA, levou a sintese do LC-
PUFA, ARA e DHA, respectivamente. Uma percentagem total de
LC-PUFA recentemente produzidos de 16,9% foi identificada,
incluindo 9,8% de LC-PUFA w6 e 7,1% de LC-PUFA w6. De todos
esses LC-PUFA recentemente formados, ARA, EPA e DHA sé&o

considerados nutricionalmente importantes e constituiram
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3,6%, 2,6% e 1,1%, respectivamente, do total de Aacidos
graxos nos tecidos de folha. As eficiéncias enzimaticas de
conversdo foram calculadas para cada grupo dos caminhos w6
e w3 e comparadas aquelas de relatdérios prévios (Figura
17). As trés primeiras etapas de ambos os caminhos em cinco
etapas de w6 e w3 foram similares em eficiéncia comparados
aqueles descritos por Qi et al. (Qi et al., 2004), enqgquanto
as eficiéncias das duas uUltimas etapas dos caminhos foram
as mesmas que aquelas usadas por Robert et al. (Robert et
al., 2005) . Esta comparacgao de genes expressos
transientemente indicou que ambos 0s métodos para
introduzir caminhos geram fluxos ou eficiéncias metabdlicas
similares. Essas eficiéncias de conversdao calculadas sobre
os perfis de total de A&cido graxo s&o provavelmente para
serem subestimadas, especialmente para a primeira etapa, um
alongamento A9, devido ao efeito de diluigdo de grandes
agrupamentos de LA e ALA no plastideo. Este problema foi
tratado por fracionamento de classes de lipidio conforme
segue.

Tabela 12. Perfis de &cido graxo de pontos de folha de
N. benthamiana que produzem ambos os LC-PUFAs w6 e 3. Cada
infiltracéo continha uma mistura de culturas de
Agrobacterium que abrigam construg¢des de expressdo ectdpica
do supressor viral P19 isolado a partir do Virus de Atrofia
do Tomateiro e o diacilglicerol O-aciltransferase de
Arabidopsis thaliana (AtDGKIX). As infiltracdes de caminho
de LC-PUFA incluem cinco genes extras, que sdo, A9 elongase
de Isochrysis galbana (IgA9elo), A8 dessaturase de Pavliova
salina (PsA8des), A5 dessaturase de P. salina (PsAb5des), A5

elongase de P. salina (PsAb5elo) e A4 dessaturase de P.
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salina (PsA4des) . Para esclarecimento, acidos graxos
saturados e menores ndo foram incluidos na tabela, mas
foram usados para calculo de percentagens. O simbolo (-)
indica quantidades ndo detectédveis de acido graxo. Os dados
foram gerados a partir de 3 réplicas e erros padrdo séo
mostrados.

Total FAME (%)

Acido graxo Controle 5 genes LC-PUFA
16:0 15,9+0,2 20,1+0,9
16:183¢ 1,7+0,1 1,5+0,2
16:3 29,12,15 6,3+0,3 5,240,3
18:0 3,6+0,3 3,7+0,2
18:1%° 2,840,1 3,1+40,7
18:249.12 (LA) 18,6+0,1 8,0+0,7
18:3%9,12,15 (ALA) 45,5+1,4 38,0+1,9
20:0 1,3+0,4 0,8+0
Outros menores 4,1 2,6
Total 100 83,1
Novo PUFA w6

20:2411,14 (EDA) 0 1,4+0,2
20:328,11,14 (DGLA) 0 0,3+0
20:425/8,11,14 (ARA) 0 3,6+40,4
22:447,10,13,16 (DTA) 0 1,5+0,1
22 :504,7,10,13,16 (DPA®E) 0 3,0+0,4
Total 0 9,8
Novo PUFA w3

20:3811,14,17 (ETrA) 0 2,340,1
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20:428,11,14,17 (ETA) 0 0,2+0
20:5%5,8,11,14,17 (EPA) 0 2,6+0,3
22 :547,10,13,16,15 (DPA®3) 0 0,940,1
22:654,7,10,13,16,19 (DHA) 0 1,1+0,1
Total 0 7,1
Total de novos &cidos graxos 0 16,9
Total de &cidos graxos 100 100

Particdo de Classes de Lipidio de LC-PUFA

[00514] A fim de avaliar a particdo do LC-PUFA
sintetizado recentemente entre fosfolipidios TAG e
galactolipidios plastidiais, os lipidios totais de folhas
de N. benthamiana que expressam transientemente os genes de
caminho LC-PUFA foram sujeitos a fracionamento de classe de
lipidio conforme descrito acima e seus perfis de &cido
graxo foram determinados (Tabela 13). Os lipidios da folha
de N. benthamiana contém classes de lipidios e perfis de
dcido graxo tépicos de folhas de plantas mais altas (Fraser
et al., 2004; Moreau et al., 1998). Ambos os LC-PUFA w6 e
w3 recentemente sintetizados foram predominantemente
confinados em classes de lipidio tipicamente encontradas

fora do plastideo enquanto os lipidios plastidiais foram

essencialmente esvaziados desses acidos graxos. Por
exemplo, TAG e fosfolipidios (PC, PE e PA) - os lipidios de
folha extraplastidiais dominantes - continham até 20,4% e

16,9% de LC-PUFA w6 e w3 recentemente sintetizados,
respectivamente. Extraordinariamente, as folhas que
expressam os caminhos completos de LC-PUFA, AtDGAT1l e P19

produziram TAG enriquecido com 37% de LC-PUFA. De
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particular interesse foi a acumulacdo dos acidos graxos of
nutricionalmente importantes ARA, EPA e DHA, presente a
7,2%, 5,9% e 3%, respectivamente, no TAG da folha. O
fracionamento revelou que as classes de lipidios
plastidiais dominantes, MGDG, DGDG e PG, continham somente
1,1% e 0,3% do LC-PUFA wb e w3 recentemente sintetizados,
respectivamente. Embora essas classes de lipidios
plastidiais representem os maiores agrupamentos de &acidos
graxos na folha, coletivamente, essas classes continham
somente uma pequena quantidade de LC-PUFA w6 e w3 comparada
ao TAG. De forma interessante, a classe de lipidio SQDG foi
totalmente esvaziada do LC-PUFA recentemente sintetizado.
[00515] Os fracionamentos de classes de 1lipidio
foram também usados para calcular as eficiéncias
enzimdticas em cada etapa dos caminhos de LC-PUFA que estédo
associados ao ER para os acidos graxos em TAG, que ndo tém
acesso aos lipidios plastidiais (Figura 17). A remocdo das
classes de lipidios plastidiais desses calculos teve o
efeito mais dréastico sobre a etapa de alongamento de A9
para ALA formando ETrA, o que aumenta as eficiéncias de
conversdo de 16% para 55%. Este aumento de trés vezes na
eficiéncia de conversdo de enzima nesta etapa se deve a
grandes agrupamentos de ALA 1in plastidios que estdo
indisponiveis para esta enzima ligada por ER (Tabela 13).
Tabela 13. Perfis de &cido graxo de classes de lipidio
de N. benthamiana que expressam P 19, AtDGAT]1l e os cinco
genes LC-PUFA conforme descrito na Tabela 12. Os dados para
TAG foram gerados a partir de separacdes de classe de
lipidio com uso de TLC unidimensional e as outras classes

de lipidio foram separadas em TLC bidimensional. Os
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experimentos foram conduzidos em triplicata e os erros

padrao sao mostrados.

Extra-Plastidial Plastidial
Acido Graxo TAG EC PE PA MEDG DGDG SQDG PG
16:0 22,6+0,6 | 24,3+0, | 23,0+0, | 22,5+2, | 4,7+0,5 | 20,9+0, | 52,7+2, | 31,9+1,
8 4 8 7 1 9
16:10% 0,2+0 0 0 0,8+0,7 0 0 0,5+0,5 | 21,6+1,
5
16:3%912,15 0,4+0 0,1+0,1 0 0 17,1+1, | 1,4+0,2 | 1,240,1 0
0
18:0 7,8+0,7 8,9+1,5 | 8,6+1,6 | 8,7+2,2 | 0,8+0,1 | 3,8+0,3 | 7,2+1,1 | 5,2+0,7
18:1% 3,240,9 6,7+2,3 | 1,8+0,6 | 5,6+2,2 | 0,9+0,1 | 1,3+0,1 | 2,3+0,3 | 11,840,
2
18:20912 9,240,2 16,6+1, | 21,2+1, | 18,1+0, | 2,7+0,1 | 3,9+0,1 | 5,3+0,1 | 12,940,
(a) 2 5 6 5
18:30912,15 13,8+1,6 | 12,7+1, | 13,6+1, | 14,4+1, | 70,5+1, | 66,80, | 30,7+2, | 15,1+1,
(ALA) 6 7 2 9 9 2 8
20:0 2,240,1 0,6+0 1,0+0,1 | 0,4+0,3 0 0 0 0
Outros 3,3 2,8 4,2 1,1 1,3 1,0 0,1 0,9
menores
Total 62,7 72,7 73,4 71,6 98 99,1 100 99,4
Novo PUFA
w6
203200114 4,240,3 3,240,2 | 1,9+0,1 | 2,8+0,1 0,240 0,1+0,1 0 0
(EDA)
20:3%/11,14 0,6+0 0,8+0 0,740 0,5+0 0 0 0 0
(DGLA)
20: 405,811, 14 7,240,7 5,3+0,3 | 8,4+0,3 | 7,3+0,2 | 0,5+0,1 0 0 0,5+0
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(AR)

22:487,10,13,16 1,7+0,5 5,8+0,1 | 3,7+0,3 | 5,6+0,2 0,2+0 0 0 0,1+0,2
(DIR)

22:5M4,7,10,13, 6,7+0,4 1,9+0,1 | 2,5+0,3 | 1,8+0,4 0,2+0 0,2+0 0 0
16 (DPAY)

Total de 20,4 17,0 17,2 18,0 1,1 0,3 0 0,6
novo IC-

PUFA w6

Novo  PUEA

w3

20: 304,17 6,7+0,6 3,3+0,2 | 2,2+0,1 | 3,0+0,2 | 0,5+0,1 0,6+0 0 0
(EtrA)

20:408,11,14,17 0,5+0 0,1+0,2 | 0,1+0,2 | 0,140,2 0 0 0 0
(Eta)

20:5%/8 11,14, 5,9+0,4 2,3+0,3 | 3,4+0,2 | 3,1+0,3 0,3+0 0 0 0
7 (EPR)

22:587/10,13,16 0,8+0 3,2+0,3 | 2,1+0,1 | 3,2+0,6 0,1+0 0 0 0
19 (DPAS)

22:6h4 710,13, 3,0+0,2 1,4+0,1 | 1,6+0,2 | 1,040,8 0 0 0 0
16,19 (DHA)

Total novo 16,9 10,3 9,4 10,4 0,9 0,6 0 0
LC-PUFA w3

Total novo 37,3 27,3 26,6 28,4 2,0 0,9 0 0,6
Total 100 100 100 100 100 100 100 100
acidos

graxos

Discusséao
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[00516] Esses experimentos mostraram que a expressédo
transiente de uma série de genes de caminho em N.
benthamiana ou outras folhas vegetais imitaram a expresséo
em plantas estavelmente transformadas e foi entdo bem
adequado e previsivel a expressdo dos caminhos em sementes
para producdo de O6leos de LC-PUFA. O sistema de expresséo
transiente forneceu uma plataforma de expressdo alternavel
que deu resultados rapidos e confidveis para todo o
caminho, onde componentes Unicos poderiam ser facilmente
trocados em caminhos recombinantes de multiplas etapas. A
montagem transiente de biossintese de LC-PUFA foi robusta e
reproduzivel. Os ensaios foram conduzidos em triplicata e
produziram pontos de dados estreitos, tipicamente com um
erro padrao menos que b5%.

[00517] A primeira etapa nos caminhos de LC-PUFA
montados, um alongamento de A9, mostraram uma taxa mais
alta de alongamento de LA do que de ALA, conforme observado
previamente em plantas estavelmente transformadas (Fraser
et al., 2004). Esta diferenca ndo pode ser contada por
preferéncias de substrato de acido graxo da enzima como a
expressdo em levedura mostrou a IgA9 elongase tendo
preferéncia igual por LA e ALA (Qi et al., 2002). E mais
provavel que a taxa mais alta de alongamento observada para
LA tenha sido um reflexo da existéncia de uma quantidade
mais alta de LA do que de ALA no agrupamento acil-CoA
extraplastidial da folha - o local de acdo da elongase
(Domergue et al., 2003; Fraser et al., 2004).

[00518] A andlise de classe de 1lipidio demonstrou
que todos 0s LC-PUFA recentemente formados foram

encontrados em taxas aproximadamente iguais em ambos o
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agrupamento PC e em TAG. Houve pequenas variacdes nesta
taxa para os produtos da segunda Ultima etapa dos caminhos,
um alongamento de A5 que produziu DTA e DPA, o qual foi
menos abundante em TAG comparado a PC. De modo contréario,
os produtos da dessaturacdo final de A4, DPA®® e DHA, foram
preferencialmente acumulados em TAG comparado a PC. Essas
variagcdes podem refletir uma influéncia sutil da membrana
que edita enzimas ou o AtDGAT]l para esses produtos. Vale a
pena notar que ambos os alongamentos de A5 e atividades de
DGAT ocorrem em agrupamentos CoA, e a competigdo entre
essas enzimas pelo substrato pode alterar a presenca de
acidos graxos nesses agrupamentos PC e TAG.

[00519] H4& diversas implicacgdes que surgem a partir
deste estudo. Primeiro, o ensaio Dbaseado em folha
transiente mostrou ser adequado para avaliar enzimas de
adcido graxo, tanto unicamente quanto em combinac¢des
complexas. Isto é particularmente apropriado para enzimas
que produzem acidos graxos que sdo facilmente distintos do
perfil de &cido graxo endbgeno de N. benthamiana, tal como
o LC-PUFA neste estudo. A demonstracdo de ensaios de
alimentacdo por Aacido graxo a enzimas isoladas e a réapida
montagem de LC-PUFA em 6leos indicou que o ensaio de folha
transiente foi bem adequado para dessaturacdo associada por
ER, alongamento e montagem de TAG. Segundo, embora os &leos
de LC-PUFA sejam um alvo atual de tecnologias de
transformacdao vegetal, células de folha fornecem uma
variedade de vantagens para outras plataformas de expresséo
heterdlagas. As células de folha fornecem uma ampla
variedade de metabdlitos ndo disponiveis em outros

hospedeiros de expressdo, e esses podem agora tornarem-se
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alvos para modificacdo que requer caminhos recombinantes.
Além disso, as plantas processam de forma mais confidvel
transgenes eucaridticos, incluindo edicéo de RNA,
modificacdes pds-modificacdo e localizagdo de organelas.

[00520] Finalmente, o ensaio de N. benthamiana
poderia ser adequado para ensaios de varredura de
biblioteca de cDNA. Esta sugestdo se baseia na deteccdo de
atividade proéxima ao méximo para sete diferentes genes em
uma uUnica zona de infiltracdo na folha, sugerindo gue,
nesta configuracgdo, bibliotecas de cDNA clonadas dentro de
um vetor de expressdo bindria poderiam ser sistematicamente
infiltradas em folhas. Os calculos sugerem gque ao menos 7/
clones diferentes, incluindo P19 em ODsoonm0O, 2, poderiam ser
expressos em um uUnico ponto. Alternativamente, os genes que
formam caminhos incompletos ou parciais poderiam ser
adicionados a cada infiltracdo e assim clones de biblioteca
agrupados poderiam ser repetidamente testados por novas
etapas ou fluxos melhorados.

Exemplo 10. Biossintese eficiente de DHA em células

vegetais

[00521] As atividades de enzima para a AG
dessaturase de Micromonas CCMP 1545 (ID de SEQ N°:8
codificado por ID de SEQ N°:7), A6 elongase de Pyramimonas
CS-0140 (ID de SEQ N°:4 codificado por ID de SEQ N°:3), A5
dessaturase de Pavlova salina (ID de SEQ N°:26 codificado
por ID de SEQ N°:25), A5 elongase Pyramimonas CS-0140 (ID
de SEQ N°:6 codificado por ID de SEQ N°:5) e A4 dessaturase
de Pavlova salina (ID de SEQ N°:73 codificado por ID de SEQ
N°:72) juntamente com a Arabidopsis thaliana DGAT1 (ID de

SEQ N°:74 codificado por ID de SEQ N°:75) foram
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demonstradas em planta com uso de um sistema de expresséo
transiente de Nicotiana benthamiana intensificado conforme
descrito no Exemplo 1.

[00522] Uma construcdo genética 35S:Micl545-d6D que
codifica a A6 dessaturase sob o controle do promotor
constitutivo 35 S foi feito inserindo-se toda a regido
codificante de pGA4, contido dentro de um fragmento Swal,
em 35S-pORE0O4 (Exemplo 4, acima) no local Smal-EcoKV,
gerando pJP2064. Uma construcdo genético 35S:Pyrco-d6E que
codifica a A6 elongase foil feito inserindo-se toda a regido
codificante of 0804673 Pyrco-elol pGAl8, contida dentro de
um fragmento Swal, em 35S-pORE(O4 no local Smal-EcoBN,
gerando pJdP2060. Uma construcdo genético 35S:Pavsa-d5D que
codifica a A5 dessaturase foi feito inserindo-se toda a
regido codificante de 0804674 Pavsa-d5D pGAl5, contida
dentro de um fragmento Swal, em 35S-pOREO4 no local Smal-
EcoKV, gerando pJdP2067. Uma construgdo genético 35S:Pyrco-
d5E que codifica a A5 elongase foi feito inserindo-se toda
a regido codificante de 0804675 Pyrco-elo2 pGA4, contida
dentro de um fragmento Swal, em 35S-pORE(O4 no local Smal-
EcoRV, gerando pJP2061. Uma construgcdo genético 35S5:Pavsa-
d4D que codifica a A4 dessaturase foil feito inserindo-se
toda a regido codificante de 0804676 Pavsa-d4D pGAlS5,
contida dentro de um fragmento Swal, em 35S-pORE0O4 no local
Smal-EcoRV, gerando pJP2068. Uma construcdo genético
35S:Arath-DGAT1 que <codifica a enzima DGAT1 foi feito
inserindo-se toda a regido codificante de pXZP513E, contida
dentro de um fragmento BamHl-EcoRV, em 35S-pORE(O4 no local
BamH1-EcoRY, gerando pJdP2078.

[00523] Esses vetores quiméricos foram introduzidos
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individualmente na cepa AGLl1 de Agrobacterium tumefaciens e
células transgénicas de culturas desta foram misturadas e a
mistura foi infiltrada no tecido de folha de plantas
Nicotiana  benthamiana na estufa. As plantas foram
cultivadas por mais cinco minutos apds a infiltracgdo antes
que discos de folha fossem tomados para analise GC que
revelou que esses genes estavam funcionando para produzir
DHA em Nicotiana benthamiana. 0 tecido de folha
transformado com esses genes continha SDA (2,3%), ETA
(0,7%), EPA (0,8%), DPA (2,8%) e DHA (4,4%) (Tabela 14). O
tecido de folha também continha niveis residuais de GLA,
ETA e ARA. As eficiéncias de conversdo foram conforme se
seque: 17,4% no ALA produzido na foi convertido a EPA
(incluindo EPA subsequentemente convertido em DPA ou DHA);
15,5% de ALA foi convertido em DPA ou DHA; 9,6% do ALA
produzido na célula foi convertido em DHA; enquanto 40% do
ALA produzido na célula que foi dessaturado de A6 foi
subsequentemente convertido em DHA. Devido a expresséo
transiente dos transgenes neste experimento, eficiéncias
mais altas que as acima poderiam ser esperadas em células
transformadas estavelmente.

[00524] Quando o total de lipidio extraido do tecido
de folha foi fracionado por TLC para separar as classes de
lipidio, e as fracdes de TAG e lipidio polar foram
analisadas por composicdo de &cido graxo por FAME, foi
observado que o nivel de DHA no TAG foi de 7% como uma
percentagem do total de acido graxo, e no lipidio polar o
nivel de DHA foi de 2,8%. Pensou-se que o nivel mais baixo
na classe de lipidio polar fosse devido a relativa

contribuicédo de lipidios cloroplastos nas folhas,
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favorecendo lipidios polares, e a expressdo transiente dos
genes ao invés de insercdo estavel dos transgenes no genoma
das células do hospedeiro.

Tabela 14. Composicdo de &cido graxo de lipidio de

folhas transformadas com uma combinacdo de dessaturases e

elongases.
Acido graxo Acido graxo Células néao células
transformadas transformadas

16:0 palmitico 17,1 20,4
16:1d7 0,1 0,4
16:1d9 0,2 0,2
C6:1d? 0,5 0,4
16:1d? 0,5 0,4
17:1d9 0,9 0,7
16:2 0,9 0,9
16:3 6,6 5,4
18:0 estearico 2,1 3,6
18:1d7 0,0 0,0
18:1d9 oléico 0,8 2,6
18:1d11 0,0 0,0
18:1d12 0,3 0,6
18:1d13 0,2 0,2
18:2n6 LA 5,1 10,8
18:3n6 GLA 0,7 1,9
18:3n3 ALA 57,8 35,0
20:0 0,4 0,7
20:1d5 0,4 0,3
18:4n3 SDA 0,4 2,3
20:1d8 0,0 0,0
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20:1d11 0,0 0,0
20:2n6 EDA 0,1 0,2
20:3n6 DGLA 0,3 0,4
20:4n6 ARA 0,4 0,5
20:3n3 ETrA 0,2 0,2
22:0 0,2 0,2
20:4n3 ETA 0,0 0,7
22:1d9 0,0 0,9
20:5n3 EPA 0,8 0,8
22:2n6 0,1 0,2
22:4n6 0,1 0,1
22:3n3 1,1 1,2
24:0 0,4 0,4
22:5n6 0,4 0,2
24:1d9 0,8 0,1
22:5n3 DPA 0,2 2,8
22:6n3 DHA 0,1 4,4
[00525] Este experimento demonstrou que a A6

dessaturase de Micromonas CCMP 1545 isolada tinha uma
preferéncia substancial pelo ALA de substrato w3 comparado
ao LA de substrato w6. O experimento também demonstrou que
a expressao de genes adequados pode resultar na acumulacdo
de percentagens substanciais de LC-PUFA na folha, de forma
mais notadvel EPA, DPA e DHA.

[005206] Este experimento também mostrou que o uso do
sistema de ensaio transiente de Nicotiana benthamiana para
a testagem rapida de varios caminhos de Dbiossintese de
adcido graxo e para selecionar combinacdes ideais de genes.

Este sistema poderia ser wusado para comparar de forma
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rapida as atividades —relativas de genes com funcédo
homéloga, assim como a comparacdo de todos os caminhos
biossintéticos.

Discussdo: Sintese eficiente de DHA em tecido de folha
e semente

[00527] Com base nestes dados, foi previsto que os
mesmos niveis de EPA, DPA e DHA, ou mesmo niveis mais
altos, poderiam ser produzidos em sementes quando
promotores especificos de semente sdo usados para expressar
esta combinacdo de genes, ou um conjunto similar. O fluxo
eficiente observado de &cidos graxos a partir de ALA para
EPA e direto para DPA e DHA pensou-se ser devido a
combinacdo de elongases eficientes com dessaturases acil-
CoA, assim operando sobre &cidos graxos predominantemente
no agrupamento acil-CoA. Além disso, foi previsto que a
producao de EPA, DPA, DHA e outros LC-PUFA em ambas as
folha e semente de uma planta transgénica, ou em semente e
outro tecido que ndo as folhas, poderia ser alcancada pelo
uso de promotores com a especificidade de tecido apropriada
ou combinac¢des de promotores. Promotores fundidos poderiam
ser capazes de acionar a produgdo das enzimas em ambos o0s
tipos de tecido. A planta resultante poderia ser
provavelmente Gtil para ambos a extracdo de O6leo,
particularmente de semente, e matéria-prima com minimo
processamento.

Exemplo 11. Biossintese mais eficiente de DHA em

células vegetais

[00528] As atividades de enzima da A6 dessaturase de
Micromonas CCMP 1545 (ID de SEQ N°:8 codificado por ID de

SEQ N°:7), A6 elongase de Pyramimonas CS-0140 (ID de SEQ
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N°:4 codificado por ID de SEQ N°:3), A5 dessaturase de
Pavlova salina (ID de SEQ N°:26 codificado por ID de SEQ
N°:25), A5 elongase de Pyramimonas CS-0140 (ID de SEQ N°:6
codificado por ID de SEQ N°:5) e A4 dessaturase de Pavlova
salina (ID de SEQ N°:73 codificado por ID de SEQ N°:72)
juntamente com a Arabidopsis thaliana DGAT1 (ID de SEQ
N°:74 codificado por ID de SEQ N°:75) foram demonstradas em
planta com uso de um sistema de expressdo transiente de
Nicotiana benthamiana intensificado conforme descrito no
Exemplo 1 e Exemplo 10. Este experimento foi optimizado
pelo uso de plantas N. benthamiana mais Jjovens e mais
saudaveis.

[00529] Esses vetores quiméricos descritos no
Exemplo 10 foram introduzidos individualmente na cepa AGL1
de Agrobacterium tumefaciens e células transgénicas de
culturas dessas foram misturadas e a mistura foi infiltrada
no tecido de folha de plantas Nicotiana benthamiana na
estufa. As plantas foram cultivadas por mais cinco dias
apés a infiltracdo antes que discos de folha fossem tomados
para andlise GC, que revelou dgue esses genes estavam
funcionando para produzir DHA em Nicotiana benthamiana
(Tabelas 15 e 16). O tecido de folha transformado com esses
genes continha SDA (2,0%), ETA (0,4%), EPA (0,7%), DPA
(4,3%) e DHA (4,4%). O tecido de folha também continha
niveis residuais de GLA, ETA e ARA. As eficiéncias de
conversdo foram conforme segue: 23,4% do ALA produzido na
célula foram convertidos em EPA (incluindo EPA
subsequentemente convertido em DPA ou DHA); 21,6% de ALA
foram convertidos em DPA ou DHA; 10,9% do ALA produzido na

célula foram convertidos em DHA; enquanto 37,2% do ALA
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produzido na célula dessaturado de A6 foi subsequentemente
convertido em DHA. Devido a expressdo transiente dos
transgenes neste experimento, eficiéncias mais altas que as
acima poderiam ser esperadas em células transformadas
estavelmente.

[00530] Quando o total de lipidio extraido do tecido
de folha foi fracionado por TLC para separar as classes de
lipidios, e as fracgdes de TAG e lipidio polar foram
analisadas por composicdo de &cido graxo por FAME, foi
observado que o nivel de DHA no TAG foi de 15,9% como uma
percentagem do total de &acido graxo, e no lipidio polar o
nivel de DHA foi de 4,4%. O nivel mais baixo na classe de
lipidio polar pensou-se ser devido a relativa contribuicéo
de cloroplasto lipidios de cloroplasto nas folhas,
favorecendo lipidios polares, e a expressdo transiente dos
genes ao invés de insercdo estdvel dos transgenes no genoma
das células do hospedeiro.

Tabela 15. Composicdo de &cido graxo de lipidio de

folhas transformadas com uma combinacdo de dessaturases e

elongases.
Controle Caminho DHA Pavsa- Caminho DHA Pyrco-
D5SE D5E
Acido Graxo Total de Total de TAG Total de TAG
Lipidio Lipidio Lipidio
FA Usual
16:0 15,940,2 17,040,1 20,2 16,640,1 21,6
16:183¢ 1,740,1 1,5+0,2 0,3 1,5+0,1 0,3
16:359,12,15 6,3+0,3 5,240,1 0,4 5,6+0,1 0,6
18:0 3,6+0,3 3,540,1 5,9 3,340,1 6,5
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18:109 2,840,1 3,4+0,1 5,1 2,840,2 5,6
18: 149,12 18,740,1 14,140,4 15,2 13,040,1 17,3
18:349,12,15 45,6+1,4 39,140,4 6,9 40,240, 5 6,7
20:0 1,340,4 0,740 1,8 0,640 2,0
Outros menores 4,1 2,5 6,3 2,3 6,2
Total 100 87,0 62,1 85,9 66,8
Novo PUFA wb6
18:306,9,12 - 1,6+0,1 3,3 2,1+0,2 4,3
20:3A8,11,14 - - - - —
20:365,8,11,14 - 0,340,1 0,5 0,240 -
Total 0 1,9 3,8 2,3 4,3
Novo PUFA 3
18:456,9,12,15 - 1,5+40,1 3,8 2,040 6,4
(22% D6D) (23%D6D)
20:448,11,14,17 - 0,540 1,5 0,440 1,6
(86% D6E) (83% D6E)
20:545,8,11,14,17 - 4,140,2 14,2 0,740 1,5
(95% D5D) (96% D5D)
22:507,10,13,16,19 - 2,4+0,1 1,6 4,3+0 3,5
(55% D5E) (93% D5SE)
22:644,7,10,13,16,19 - 2,6+0,1 13,0 4,4+0,1 15,9
(52% D4D) (51% D4D)
Total 0 11,1 34,1 11,8 28,9
Total Novo FA 0 13,0 37,9 14,0 33,2
Total FA 100 100 100 100 100
Tabela 16. Eficiéncias de conversdo de folhas
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transformadas com uma combinacéo de dessaturases e
elongases.
Acido Graxo Total Enzima Eficiéncia de Converséo
LA 13
GLA 2,1 15,0% d6D
DGLA 0 8,7% d6E
AA 0,2 100,00% d5D
ALA 40,2
SDA 2 22,7% deD 18,1% | d6D em EPA+DPA+DHA
ETA 0,4 83,1% d6E 16,7% | d6D em DPA+DHA
EPA 0,7 95, 9% d5D 8,5% ALA em DHA
DPA 4,3 92,6% dRE 46,8% EPA em DHA
DHA 4,4 50,6% d4D
TAG
LA 17,3
GLA 4,3 19, 9% d6D
DGLA 0 0,0% d6E
AA 0 0,0 d5D
ALA 6,7
SDA 6,4 81,2% deD 58,7% | d6D EM EPA+DPA+DHA
ETA 1,6 77, 9% d6E 54,5% | d6D EM DPA+DHA
EPA 1,5 92, 9% d5D 44,7% | ALA EM DHA
DPA 3,5 92,8% d5E 76,1% EPA EM DHA
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DHA 15,9 82,0% d4bp

Discussdo: A sintese mais eficiente de DHA em tecido
de folha e semente

[00531] Este resultado provavelmente abrird caminho
para avangos similares em rendimento em TAG de semente
devido a conservacdo substancial de mecanismos de sintese
de lipidio extra-plastidial entre tecidos de folha e
semente (Ohlrogge e Browse, 2004; Bates et al, 2007).
Postulou-se que diversos elementos sdo provavelmente
responsaveis por este grande aumento na producdo: 1. o uso
de uma A6 dessaturase acil-CoA especifica para ©3 aumenta o
fluxo abaixo do caminho w3 e diminui a competicdo com
substratos w6 paralelos para etapas metabdlicas
subsequentes; 2. uma A5 elongase altamente eficiente
claramente aumenta a quantidade de DPA disponivel para
dessaturacdo A4 em DHA; 3. a reducdo de silenciamento de
gene pelo uso de unidades transcripcionais independentes e
o uso de uma proteina de supressdo viral (P 19).

[00532] A forte preferéncia por w3 exibida pela A6
dessaturase é claramente desejadvel quando se tenta projetar
uma planta terrestre que acumule o EPA e DHA de LC-PUFA 3
Jj& que a atividade de Al7 dessaturase adicional necesséaria
para converter AA (20:4DP58,11,14) em EPA ndo é necesséaria,
assim simplificando ambos a engenharia metabdlica e
desafios regulatédrios.

[00533] Em adicdo a etapa acima otimizada, o uso da
A5 elongase altamente eficiente de P. cordata resultou em
um perfil de &cido graxo da fracdo de TAG (béleo) dque
remontam proximamente &éleo de atum, um &leo de peixe

notadvel pelo alto teor de DHA e baixo teor intermediario
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(Figura 18). Além disso, a atividade exibida pela A5
elongase de P. cordata em N. benthamiana é de longe o
alongamento de Abby mais eficiente que se tem experimentado
e 0 uso deste gene efetivamente sobrepde o estrangulamento
de alongamento de A5 que foi experimentado em outras
tentativas na produgdo de DHA transgénico.

[00534] Finalmente, enquanto o uso de genes ideais é
claramente necessario, considera-se provavel que o método
pelo qual esses transgenes foram introduzidos (isto &, como
cassetes de expressdo independente e na presenca de um
supressor de silenciamento de gene) que exerce um papel
chave nos altos niveis de DHA alcancados neste estudo. A
engenharia metabdélica para producdo de LC-PUFA tem assim em
alto grau contado com relativamente grandes construgdes de
miltiplos genes sendo aleatoriamente inseridos no genoma
hospedeiro e enquanto muitos grupos tém tido bons
resultados com este método, ha indicacdes de que é dificil
obter eventos que emitam expressdo igual de todos os
transgenes (WO 2004/017467). Em adicdo, os efeitos de
silenciamento podem reduzir a eficiéncia por geracdes
(Matzke et al., 2001). E possivel que abordagens de
transformacdo alternativas tal como cromossomos artificiais
que envolvem de novo formacdo de centrdmero em uma unidade
independentemente montada e mini-cromossomos projetados
podem em Ultimo caso serem requeridos para engenharia
metabdlica de LC-PUFA estavel bem-sucedida (Yu et al.,
2007) .

Exemplo 12. Montagem transgénica de um ALA inteiro

para caminho de DHA com uso de genes a partir de um unico

organismo
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[00535] O ALA inteiro para caminho de DHA foi
reconstituido com uso de genes que codificam as enzimas de
P. salina, que consistem da A9 elongase, A8 dessaturase, Ab
dessaturase, A5 elongase e A4 dessaturase, e montado em N.
benthamiana. A anadlise GC do total de tecido de folha cinco
dias apds a agroinfiltracdo demonstrou a producdo de 0,7%
de DHA (Tabela 17). Esta é a primeira vez que um caminho
transgénico de ALA para DHA que consiste de genes de um
tinico organismo foi reportado.

Tabela 17. Composicdo de &cido graxo (percentual de
adcidos graxos totais) de tecido de folha de Nicotiana
benthamiana transientemente transformado com construcdes
bindrios de CaMV 35 S de uUnico gene. O caminho de DHA
consiste da A9 elongase, A8 dessaturase, A5 dessaturase, A5
elongase e A4 dessaturase de P. salina. Os desvios padréo

entre infiltracdes separadas realizadas em triplicata sao

indicados.

Acido Graxo Controle Pavpi-A9E DHA
FA Usual

16:0 15,740, 6 15,9+0,2
16:183¢ 1,540 1,4+40,1
16:329/12,15 6,8+0,7 5,9+40,3
18:0 3,040,1 3,7+40,2
18:159 2,240 2,740,3
18:259/12 11,840,4 8,610,6
18:359,12,15 56,0+1,4 49,0+1,4
Outros menores 3,040 2,840
Total 100 90,0

Peticao 870210120168, de 23/12/2021, pég. 241/281



228/263

Novo PUFA w6

20:208,11 - 1,740,2
20:388,11,14 - 0,5+0
20:445,8,11,14 - 2,4+0,1
22:447,10,13,16 - 1,240

22 .:504,7,10,13,16 _ _

Total 0 5,8

Novo PUFA 3

20: 3411, 14,17 - 1,5+40,2
20:408,11,14,17 - 0,240
20 :505,8,11,14,17 — 1,2+0,1
22 :5A7,10,13,16,19 — 0,6+0
22:654,7,10,13,16,19 - 0,7+0,1
Total 0 4,1
Total novo FA 0 10,0
Total FA 100 100

Exemplo 13. Expressdo especifico de VSPs em sementes

em desenvolvimento de plantas

[005306] As regides de codificacdo de proteina de
cinco proteinas de supressé&o viral (VSP), que sdo P 19, V2,
P38, PePo e RPV-PO, foram inicialmente inseridas em um
vetor bindrio pART27 (Gleave, 1992) sob o controle do
promotor 35 S promoter para expressdo constitutiva forte em
tecidos de planta. Essas proteinas foram caracterizadas
como VSPs conforme segue. P19 é& uma proteina supressora de
Virus de Atrofia do Tomateiro (TBSV) que se liga a siRNAs
longos de nucleotideo antes de guiarem a clivagem guiada

por Argonaute de RNA hombdélogo (Voinnet et al., 2003). V2,
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uma proteina supressora de Virus de Enrolamento de Folha
amarela do Tomateiro (TYLRV), se liga a proteina de planta
SGS3 (Glick et al., 2008), pensou-se ser necessaria uma
proteina para a producgdo de intermedidrios de RNA de cadeia
dupla a partir de substratos de ssRNA (Beclin et al.,
2002) . P38 é& uma proteina supressora de Virus do Mosaico do
Nabo (TCV) e inibe a atividade de polimerase dependente de
RNA (RdRP) critica para a producdo de siRNA e se une a
proteina Dicer DCL4 (Ding e Voinnet, 2007). As proteinas PO
tal como PePo e RPV-PO, de polerovirus, proteinas Argonaut
alvo para degradacdo intensificada (Baumberger et al.,
2007; Bortolamiol et al., 2007). A fim de estabelecer a
funcdo dessas proteinas para aumentar a expressdo de
transgene como supressores de silenciamento, as cinco
construgdes VSP acionadas por 35 S em Agrobacterium foram
co-infiltradas com uma construcdo GFP acionado por 35S em
folhas de Nicotiana benthamiana. Em todos os casos, a
presenca do VSP aumentou e estendeu a expressdo do GFP,
conferindo niveis aumentados de atividade do gene GFP
particularmente apds 4 dias pds-inoculacdoc com as cepas de
Agrobacterium, conformando a funcdo das proteinas como
supressoras de silenciamento neste formato de ensaio.
[00537] As cinco regides de codificacdo de VSP
foram, cada uma, inseridas em um segundo vetor binario,
PXRZ393, com base em um vetor principal pART27, de forma
que a expressdo dos VSPs foi sob o controle de um promotor
FP1 especifico por semente (Ellerstrom et al., 1996) que
fornece a expressao dos VSPs em cotileddneas de
desenvolvimento de sementes em plantas dicotileddneas. As

construgdes foram wusadas para gerar plantas Arabidopsis
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transformadas de acordo com os métodos descritos no Exemplo
1. Ao menos 20 plantas transformadas foram obtidas para
cada gene qguimérico gque codifica VSP. As plantas eram
viadveis e fenotipicamente normal em sua maioria conforme
indicado por seu crescimento em meio de selecdo e no solo,
crescendo normalmente em plantas adultas férteis que criam
sementes viadveis. O Unico fendétipo morfoldgico que pareceu
ser alterado nas mudas foil nas cotiledbdneas gque emergiram
de algumas das sementes apds a germinacdo por P19, PePo e
RPV-PO. Pladntulas transformadas com a construgcdo que
codifica especificamente por semente P19 tiveram
cotileddneas em forma de clave achatada com sem enrolamento
para baixo distintivo de plantulas do tipo selvagem. As
pladntulas transformadas com a construcdo que codifica PePo
produziram um fendétipo 'bailarina', onde as cotilédones
estavam apontando para cima com um enrolamento para dentro
ou cbncavo. As folhas verdadeiras nessas plantas foram
normalmente desenvolvidas. As pléntulas que expressaram
RPV-PO eram frondosas e tendiam a reter um hébito de
crescimento frondoso durante todo o crescimento vegetativo.
As pléntulas de V2 e P38 nédo exibiram nenhum fendtipo
significante aparente.

[00538] Outro desenvolvimento que o cotilédones, as
plantulas transformadas com os construgcdes P19 e PoPe
cresceram normalmente e eram indistinguiveis de plantas de
controle em crescimento de desenvolvimento subsequente. O
promotor gue expressa o0s VSPs neste experimento, FPl, é bem
caracterizado com uma expressao limitada, mas em
cotilédones em desenvolvimento de Arabidopsis durante o

desenvolvimento da semente (Ellerstrom et al., 1996). Com
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base nos fendétipos de cotilédone emergentes, sugeriu-se que
a expressdo acionada por FPl de P 19, PePo ou RPV-PO em
sementes em desenvolvimento poderia sobrepor com pequena
biogénese de RNA necessaria para o desenvolvimento normal
de cotilédone. Essas alteracbdes relacionadas a VSP no
desenvolvimento de cotilédone néo impactou o)
desenvolvimento geral das plantas transgénicas, e o
subsequente crescimento e desenvolvimento normal das
plantas indicou que qualquer expressdo infiltrada de VSPs a
partir do promotor FPl em tecidos outros que ndo o da
semente em desenvolvimento foi menor e insignificante. Isto
foi um contraste com relacdo a estudos prévios onde a
expressdo constitutiva de muitos VSPs em tecidos vegetais
foi altamente deletéria (Mallory et al., 2002; Chapman et
al., 2004; Chen et al., 2004; Dunoyer et al., 2004; Zhang
et al., 2006; Lewsey et al., 2007: Meng et al., 2008).

[00539] A falta de um fendtipo para os VSPs V2 e P38
pode refletir em gue esses VSPs se direcionarem a
metabolismos de pequeno RNA de forma gque ndo afetam a
biogénese ou recognicdo de pequeno RNA desenvolvido. A
funcionalidade de cada VSP foi verificada com uso de um
ensaio GFP em Nicotiana benthamiana.

Exemplo 14. Desenvolvimento de um marcador visual

especifico por semente para encontrar e acessar sementes

transformadas Tl com construcdes VSP

[00540] Os dados descritos no Exemplo 13 indicaram
que as sementes, e as plantas de progénie subsequente,
poderiam tolerar a expressdo de VSPs a partir de promotores
especificos por semente sem efeitos deletérios

significantes. Os inventores também consideraram se as
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plantas transformadas geradas, conforme descrito acima,
estavam expressando somente baixos niveis dos VSPs, assim
permitindo que a semente sobrevivesse, efetivamente
selecionando contra sementes transformadas gue expressam
potencialmente quantidades letais de VSP que ndo poderia
entdo ser recuperadas sob as condigdes usadas.

[00541] Para estimar mais precisamente a expressdo
de transgenes em sementes T1, um marcador visual de
transformacdo e expressdo foi desenvolvido para uso em
sementes. As sementes de Arabidopsis, como outras sementes
de dicotiledbneas contém um embrido paternal e endosperma
cercado por um revestimento de semente maternal. Durante a
transformacdo mediada por Agrobacterium de Arabidopsis, ©O
tecido paternal se torna transformado pelo T-DNA enquanto o
tecido maternal permanece ndo transformado. O tecido
maternal transformado n&o ¢é obtido até a producdo de
semente T2 da prdéxima geracdo. Para fornecer um sistema de
varredura Util, um gene que codifica proteina fluorescente
verde (GFP) foi modificado para promover secrecdo forte da
proteina fora da célula. Tal localizacdo de GFP tem disso
mostrada para permitir reconhecimento visual de sementes T1
transformadas (Nishizawa et al., 2003) por deteccgdo do GFP
secretado produzido no embrido e endosperma de Tl
transformada, através do fino, mas nao transformado
revestimento de semente (Fuji et al., 2007).

[00542] Um gene quimérico que codifica um GFP foi
secretado construido conforme segue. O gene continha dois
introns, um na regido ndo transladada 5' (5'UTR) e um
segundo na regido codificante de proteina de GFP. Esses

introns foram incluidos para intensificar a expressdo do
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gene quimérico (Chung et al., 2006) e para garantir que
qualquer sinal de GFP detectado nas sementes poderia
somente resultar da expressdo do gene em células vegetais
ao invés de expressao infiltrada das células de
Agrobacterium. Uma versdo interrompida por intron de GFP
humanizado (Clontech) que codifica uma proteina GFP que
poderia estar 1localizada no citoplasma (Brosnan et al.,
2007) foi modificada para promover secrecdo para o
apoplasto por meio do reticulo endoplasmatico (ER) de
acordo com o relatério de Nishizawa et al. (2003). A
construcdo GFP modificado para secrecdo apoplastica incluiu
um peptideo de secrecdo de conglicinina adicionado como uma
fusdo translacional em estrutura no N-terminal de GFP e
quatro residuos de glicina adicionados no C-terminal para
facilitar a secrecdo a partir do ER. Essas adic¢des ao gene
GFP qguimérico foram realizadas por sintese de gene pela
regido 5' e modificagdes de sequéncia mediadas por PCR
pelas adicdes de glicina do C-terminal. A  regiao
codificante para este GFP secretado foi inserida a jusante
de um promotor FPl que tinha um intron de um gene catalase
na 5'UTR. Toda sequéncia GFP secretada por FP1l foi inserida
a montante de um sinal de poliadenilacdo de nos3' dentro de
um vetor bindrio de série pORE. A construcdo que continha o
gene quimérico que codifica o GFP secretado foi designado
pCW141.

[00543] Para confirmar a expressdo e secrecdo da
proteina GFP, a regido do gene que codifica a sequéncia de
GFP secretado, mas sem o promotor FPl ou o 5'UTR de pCwWl4l
foi subclonada em um cassete de expressdo pCaMvV35S-0CS3',

para produzir pCW228, e foi introduzida por transformacdo

Peticao 870210120168, de 23/12/2021, pég. 247/281



234/263

mediada por Agrobacterium em folhas de N. benthamiana. A
expressdo do gene e secrecdo de proteina GFP foi confirmada
com uso de um microscédépio confocal (Leica).

[00544] Com base em que a construcgdo foi correta,
pCW141l foi introduzido em plantas Arabidopsis ecotipo CoI-O
por meio de métodos mediados por Agrobactéria conforme
descrito no Exemplo 1. As sementes de plantas Arabidopsis
submersas com pCWl4l, a construcdo GFP secretado acionado
por FPl, foram coletados e classificados por semente GFP
positivas com uso de um microscdépio de dessecamento
equipado para deteccdo de fluorescéncia (Leica MFZIII). As
sementes que tiveram fluorescéncia verde foram facilmente
identificadas mesmo que a vasta maioria das sementes Tl nas
populacdes nao fossem transformadas. Essas sementes GFP
positivas foram selecionadas e cultivadas em meio seletivo
para confirmar a presenca do gene marcador selecionavel
resistente a canamicina ligado aa construgcdo de gene
quimérico no T-DNA. Mais 20 sementes positivas foram
agrupadas e a expressdo de proteina GFP foi confirmada por
Western Blotting com uso de um GFP contra anticorpo.

Selecdo da expressdo VSP n em sementes T1 usando
marcador secretado GFP

[00545] Cada um dos quatro genes quiméricos
codificando os VSPs: P19, P38, V2 e P38, cada um sob o
controle do promotor FPl para desenvolver uma expressao
especifica para cotilédone, foram inseridos no vetor de
selegcdo GPF pCWl4l descrito acima para produzir pCWlé6l,
pCW1l62, pCWle3 e pCWle4, respectivamente. Estes vetores
bindrios cada um tinham genes quiméricos ligados para a

expressao de um VSP e o GPF secretado, e, portanto,
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permitiram que a semente transgénica transformada com as
construcdes fosse identificada, selecionada e analisada
pelo fendétipo GPF sem crescimento na midia seletiva. Era
esperado qgue na maioria dos transformantes, O gene
codificando o VSP seria integrado e, portanto, ligado com o
gene codificando GFP.

[005406] Sementes obtidas de plantas arabidopsis
thaliana que foram inoculadas com Agrobactéria contendo a
combinacdo de construcdes VSP-GFP, de acordo com o método
do Exemplo 1, foram coletadas e selecionadas por
fluorescéncia GFP como descrito acima. Sementes que
fluoresceram verdes foram coletadas a mdo e germinadas em
midias seletivas para determinar se elas também foram
transformadas com o gene marcador seleciondvel. Em todos os
acasos a semente GFP-positiva cresceu na midia de selecéo,
e exibiu os mesmos fendétipos de cotilédone de plantas que
foram transformadas com 0s genes VSP sem o gene GFP como
descrito acima. Em nenhum caso sementes GFP positivas foram
observadas gque ndo cresceram na midia seletiva. Tais
sementes poderiam ser esperadas se alguns eventos de
transformacdo dessem origem a células nas sementes em
desenvolvimento nas gquais os niveis de expressdo de VSP
fossem muito altos e causasse letalidade. A auséncia de
tais sementes nas populacdes transformadas indicou que a
expressdo VSP foi tolerada em sementes quando expressara do
promotor FPl. A auséncia de tais efeitos deletérios foi em
contraste com relatos de efeitos deletérios gquando muitos
VSPs foram expressos constitutivamente (Mallory et al.,
2002; Chapman et al., 2004; Chen et al., 2004; Dunoyer et

al., 2004; Zhang et al., 2006; Lewsey et al., 2007: Meng et
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al., 2008). Assim, o uso de um mercador visualmente
detectédvel como um GFP provou ser uma maneira ponderosa e
eficiente de se identificar, selecionar e analisar eventos
transgénicos incorporando genes ligados como aqueles VSPs
codificantes, dessaturase, elongases ou outras enzimas
modificadoras de &cidos graxos.

Quantificacdo da expressdo GFP em sementes expressando
VSP pds—-embrionicamente

[00547] A expressdo GFP foi quantificada em sementes
Tl e T2 expressando VSP do promotor FP1l usando microscopia
fluorescente e andlise digital de imagens. Estas analises
claramente mostraram que a expressdo GFP ndo foi afetada
pela co-introducdo de um VSP codificador de gene sob o
controle de um promotor especifico para cotilédone em
desenvolvimento. Extensos estudos sobre o desempenho de
constru¢gdes GFP-VSP sobre geracdes subsequentes e em
eventos de transformacdo independentes serdo analisados. E
previsto que a presenca do VSP ird resultar em niveis de
expressdo médios mais altos e mais estaveis em geracgdes
sucessivas de sementes.

Exemplo 15. Co-expressdo de VSPs com genes para

sintese LC-PUFA em sementes

[00548] Para estabelecer que VSPs sejam capazes de
proteger ou melhorar o desempenho transgénico em sementes,
alguns vetores de expressdo foram projetados que foram
considerados como sendo mais suscetiveis a supresséo
mediada pelo hospedeiro (silenciamento) gque um vetor com
apenas um Unico gene, para aumentar a efetividade relativa
dos VSPs. Uma série de vetores cada um contendo cinco genes

de destaurase ou elongase para sintese DHA em sementes
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foram construidas, usando a mesma configuracdo dos genes em
cada. Um fator que foi pensado como responsavel por fazer
estas construcdes mais suscetivas ao silenciamento
(expressdo reduzida) foi o uso do mesmo promotor (FPl) para
acionar cada gene. O promotor FPl1 foi wusado por ser
relativamente pequeno e reduzia o tamanho de vetor geral e
o espacamento entre cada regido codificante. Além do mais,
cada cassete de gene tinha a mesma orientacdo, que foi
considerada que iria melhorar a probabilidade de
silenciamento. Trés genes da via LC-PUFA tinham regides
codificantes que tinham tido otimizacdo cdéddon (A-B-C) para
expressdo oOtima da planta enquanto dois (E-D) eram
seqiiéncias nativas como obtidas das microalgas. A mesma
suite de cinco genes tinha sido expressada previamente em
folhas para montar uma via biossintética LC-PUFA completa
(Exemplo 11). Um gene adicional codificando o VSP P19 foi
incluido no primeiro vetor da série, uma codificacdo de
gene V2 foi incluida no segundo vetor, enquanto o terceiro
vetor na série ndo tinha VSP.

[00549] Estes vetores pJdP3057 (Figura 19), pJdP3059
(Figura 20) e (Figura 21) foram construidos e transformados
em paralelo como segue. Genes de dessaturase ou elongase ou
genes supressores virails foram primeiro clonados entre um
Promotor FPl e terminador nos contido dentro de um vetor de
clonagem. Os cassetes promotores-gene-terminadores foram
entdo clonados sequéncialmente e na mesma orientacgdo para
dentro de uma espinha dorsal de vetor bindrio. pJdP3057
continha toda a wvia DHA enquanto pJdP3059 e pJdP3060
diferenciavam-se apenas pela adigcdo de um casette FP1-P19-

NOS ou FP1-V2-NOS, respectivamente. As etapas de construcgdo
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foram como segue. Primeiro, um fragmento Ascl-Pacl contendo
a Micromonas pusilla foi clonado para dentro do sitio Ascl-
Pacl do pJdP2015 antes de um fragmento Swal deste vetor
contendo a totalidade do cassete promotor-gene-terminador
foi «clonada para o sitio EcoRV do pORE02 para gerar
pJdP3050. Em seguida, um fragmento Ascl-Pacl contendo a
Pyramimonas cordata A6-elongase foi clonanda para o sitio
Ascl-Pacl do pJP2015TMV (uma versdo levemente modificada do
pJP2015 onde o 1lider TMV estava presente a Jjuzante do
promotor e a montante do gene) antes de um fragmento Swal
deste vetor contendo a totalidade do cassete promotor-gene-
terminador foi clonada para o sitio Sad tratado com
polimeriase T4 DNA de pJP3050 para gerar pJP3051. A seguir,
um fragmento Ascl-Pacl contendo a Pavliova salina A5 -
dessaturase foi clonada para dentro do sitio Ascl-Pacl de
pJdP2015TMV antes de um fragmento Swal deste vetor contendo
a totalidade do cassete promotor-gene-terminador a ser
clonado para dentro do sitio Sfol de pJP3051 para gerar
pJdP3052. A seguir, um fragmento Ascl-Pacl contendo a
Paviova salina A5-dessaturase foi clonada para dentro do
sitio Ascl-Pacl de pJdP2015TMV antes de um Fragmento Swal
deste vetor contendo a totalidade do cassete promotor-gene-
terminador foi clonada para dentro do sitio Sfol de pOREO2
para gerar pJdP3054. A seguir, um Fragmento Ascl-Pacl
contendo a Pyramimonas cordata A5-elongase foi clonada para
dentro do sitio Ascl-Pacl de pJP2015TMV antes de um
fragmento Swal deste vetor contendo a totalidade do casette
promotor- gene-terminador foi clonada para dentro do sitio
Stul de pJdP3054 para gerar pJdP3055. A seguir, um fragmento

Ascl-Pacl contendo a Paviova salina A4d-dessaturase foi
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clonado para dentro do Sitio Ascl-Pacl of pJP2015TMV ante
de um fragmento Swal deste vetor contendo a totalidade do
cassete promotor-gene-terminador foi clonada para dentro do
sitio Sfol de pJdP3056 para gerar pJdP3056. O fragmento Pmel-
Notl do pJP3056 foi entdo clonado para dentro do sitio
Pmel-Notl do pJP3051 para gerar pJdP3057, um vetor binario
contendo os cinco genes para a producdo de DHA do ALA. A
seguir, um fragmento Ascl-Pacl contendo o gene quimérico
codificando o supressor viral P19 foi clonado para dentro
do sitio Ascl-Pacl do pJP2015TMV antes de um fragmento Swal
deste vetor contendo a totalidade do cassete promotor-gene-
terminador ser clonada para dentro do sitio Zral do pJP3057
para gerar pJdP3059. Semelhantemente, um Fragmento Ascl-Pacl
contendo o gene quimérico codificando o supressor viral V2
foi clonado para dentro do sitio Ascl-Pacl do pJP2015TMV
antes de um fragmento Swal deste vetor contendo a
totalidade do cassete promotor-gene-terminador ser clonada
para dentro do sitio Zral do pdP3057 para gerar pJP3060.

[00550] Todas as trés construcdes foram
transformadas em Arabidopsis (ecotipo Columbia). Plantas
arabidopsis thaliana (ecotipo CoI-0) foram transformadas
com cada uma das construgdes e pJP3057 fol wusado para
transformar canola. Sementes Tl serdo coletadas, analisadas
em midia contend herbicida, e a resultante semente T2
analisada para verificar mudancas morfoldgicas gerais e
sintese de LC-PUFA.

[00551] As plantas transformadas (Arabidopsis
thaliana, ecotipo Columbia) geradas com as trés construcdes
pdP3057, pJdP3059 e pJdP3060 foram auto-fertilizadas e

sementes Tl foram coletadas. Estas foram semeadas em midia
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contendo canamicina para determinar a
heterozigosidade/homozigosidade das plantas T1, e a
resultante semente T2 de cada uma das plantas Tl foram
analisadas para verificar mudancas morfoldgicas gerais e
sintese de LC-PUFA (Tabela 18).

[00552] A semente representativa T2 de plantas
transformadas com pJP3057 continham, no total de &cidos
graxos no 6leo das sementes, SDA (0.4%), ETA (0.6%), EPA
(0.2%), DPA (0.3%) e DHA (2.4%). O oleo de semente das
plantas T2 também continha GLA (1.4%) e niveis residuais de
ETrA e ARA. As eficiéncias de conversdo na semente foram as
seguintes: 18.4% do ALA produzido na célula era Ab6-
dessaturado; 89.7% do SDA produzido na célula era AG-
alongado; 82.9% do ETA dentro da célula era A5-dessaturado;
93.1% do EPA dentro da célula era AS5-alongado; 88.9% do DPA
dentro da célula era A4d-dessaturado para produzir DHA
(Tabela 18).

[00553] Sementes representativas T2 de plantas
transformadas com pJP3059 continham SDA (0.7%), ETA (0.3%),
EPA (0.2%), DPA (0.9%) e DHA (1.3%). O oleo de semente
também continha GLA (0.8%) e niveis residuais de ETrA e
ARA. As eficiéncias de conversdo foram as seguintes: 15.7%
do ALA produzido na célula era A6-dessaturado; 79.4% do SDA
produzido na célula era A6-alongado; 88.9% do ETA dentro da
célula era A5- dessaturado; 91.7% do EPA dentro da célula
era A5-alongado; 59.1% do DPA dentro da célula era A4d-
dessaturado para produzir DHA (Tabela 18).

Tabela 18. Perfis de &cidos graxos representativos de
sementes T2 de Arabidopsis transformadas com pJP3057,

pJdP3059, JP3060.
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Amostra | Columbia | pJP3057 | pdJP3059 | pdP3060
16:0 7,7 7,6 8,3 7,4
16:1d9 |0,3 0,3 0,3 0,3
18:0 3,1 3,7 3,8 3,4
20:0 2,1 1,8 1,8 1,9
22:0 0,3 0,3 0,3 0,3
24:0 0,2 0,2 0,2 0,2
18:1d9 |12,9 12,8 12,2 13,6
18:1d11 1,5 1,8 1,9 1,6
20:1d11 | 18,3 16,3 14,7 16,0
20:1d13 | 1,7 1,5 2,0 1,9
22:1d13 | 1,6 1,2 1,2 1,3
24:1d151|0,2 0,2 0,2 0,2
Outros 2,5 2,3 2,6 2,5
18:2n6 | 27,8 27,2 28,2 27,9
18:3n6 | 0,0 1,4 0,8 0,4
20:3n6 | 0,0 0,0 0,0 0,0
20:4n6 | 0,0 0,0 0,0 0,0
18:3n3 | 19,7 17,3 18,2 18,2
18:4n3 0,0 0,4 0,7 0,6
20:4n3 | 0,0 0,06 0,3 0,7
20:5n3 | 0,0 0,2 0,2 0,3
22:5n3 | 0,0 0,3 0,9 0,2
22:6n3 | 0,0 2,4 1,3 1,0
100,0 100,0 100,0 100,0
[00554] Sementes representativas T2 de
transformadas com pJdP3060 continham SDA (0.6%), ETA

EPA (0.3%),

DPA
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também continha niveils residuais de GLA, ETrA e ARA. As
eficiéncias de conversdo foram as seguintes: 13.3% do ALA
produzido na célula era Ab-dessaturado; 78.6% do SDA
produzido na célula era A6-alongado; 68.2% do ETA dentro da
célula era Ab5-dessaturado; 80.0% do EPA dentro da célula
era Ab-alongado; 83.3% do DPA dentro da célula era A4-
dessaturado para produzir DHA (Tabela 18).

Resultados

[00555] Todos 0s genes na construcéo pJP3057
mostraram alta atividade/alta eficiéncia da conversdo com a
excecgdo do A6-dessaturase. Isto indica que as A6-, AS5-e A4d-
dessaturases estdo provavelmente agindo em substratos de
acil-CoA ja& que o substrato nativo ALA é produzido pou um
acil-PC dessaturase, resultando numa A6-desaturacdo mais
baixa, e os substratos transgénicos de dessaturase ETA e
DPA sdo produzidos por elongases gque sdo conhecidos por
agir no grupo acil-CoA. Além do mais, a alta eficiéncia das
etapas A6- e Ab-elongase (>80% eficiéncia) indicou que as
dessaturases imediatamente precedentes (AG6— e A5-
dessaturases, respectivamente) estavam agindo sobre
substratos acil-CoA. E razoavelmente esperado que a
atividade destes genes ira aumentar em geragdes
subsequentes de plantas transgénicas quendo a
homozigosidade for alcancada, e que niveis dos produtos LC-
PUFA irdo aumentar como consequéncia.

[00556] A presenca do supressor de silenciamento nas
construcdes pJdP3057 e pJdP3059 aumentaram tanto o nivel
total dos novos &cidos graxos no 6leo de semente, e o nivel
final do produto da wvia, DHA.

Discussdo
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[00557] Com relacdo aos Exemplos 13 a 15, é&cidos
nucléicos exogenous introduzidos podem sser detectados por
plantas como DNA ou RNA estranho levando a uma expressao
reduzida devido a mecanismos de supressdo de transgenes
mediados pelo hospedeiro. Estes mecanismos de supressdao
podem ter como alvo transgenes via a biogénise de pequenas
populacdes de RNA, e estes pequenos RNAs guiam o aparato de
supressdo para limitar a expressdo do transgene (Matzke et
al., 2001). A expressdo do transgene pode ser limitada de
diversas maneiras incluindo modificacdes diretas ao DNA no
sitio da insercdo no chromosomo, como por metilagdo, ou por
silenciamento pds transcricional no RNA (Hamilton and
Baulcombe, 1999; Voinnet et al., 2003) ou nivel de proteina
(Brodersen et al., 2008). As caracteristicas do DNA ou RNA
estranhos que desencadeiam tal mecanismo de supressdo néo
sdo bem compreendidos (Lindbo et al., 1993; Lechtenberg et
al., 2003). Porém, tal supressédo mediada pelo hospedeiro da
expressdo do transgene é mais provavel para tragos que
requerem alta expressdo, transgenes multiplos e transgenes
com regides de similaridade uns com os outros ou com O
genoma hospedeiro (Schubert et al., 2004). Além do mais o
desempenho transgénico pode degradar progressivamente com
cada geracdo subsequente, mais provavelmente devido a DNA-
metilacdo do promotor e regides codificantes de transgenes
(Hagan et al., 2003).

[00558] Aqui noés demonstramos que proteinas
supressoras virais (VSP) expressadas de post- embriogénise
promotor especifico para sementes sao
desenvolvimenticamente tolerados em Arabidopsis. Co-

expressdo de diversos VSP com um traco quantificéavel, GFP,
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indicou que tracos recombinantes também eram tolerados na
semente expressando VSP (Exemplo 14). Como os VSP sao
conhecidos por blogquear pequenos metabolismos de RNA que
constituem o aparato de supressdo de transgene, nés
sugerimos que a co-expressdo de um VSP com tracgos
recombinantes em sementes ird assegurar que estes tragos
desempenhem a um nivel alto e constante ©por muitas
geracdes.

[00559] Como as plantas toleraram a expressdao VSP
como P19 e PePo apds embriogénise, isto sugeriu que sinais
de desenvolvimento enddgenos, pelo menos aqueles usando
pequenos RNAs, sdo menores ou menos criticos neste estagio
avancado do desenvolvimento da planta. Os quatro VSPs
escolhidos para este estudo irdo provavelmente atuar sobre
diferentes partes da biogénise de RNA pequeno e, portanto,
funcionar em extensdes diferentes e, portanto, funcionar
até diferentes extensdes. Ao reduzir o efeito silenciador
nos casettes transgénicos multi-gene via o uso de um VSP
co-introduzido, um numero de mudancas nas estratégias de
expressdo transgénica pode ser vislumbrado. Primeiro, os
mesmos casettes de expressdo podem ser usados repetidamente
com um menor requerimento de se evitar a repeticdo de
seqliiéncias entre regulatdrias ou regides codificantes. Esta
caracteristica, portanto, pode permitir que grandes vetores
de expressdo multi-gene sejam construidos usando 0S mesmos
sinais de poliadenilagdo promotores. Alternativamente,
miltiplas coépias de um uUnico gene podem ser usadas para
aumentar os niveis de expressdo com uma probabilidade de
ocorréncia ou menor extensdo dos efeitos silenciadores, ou

com maior estabilidade de expressdo sobre geracgdes de
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plantas.

Exemplo 16. Expressdo transiente de genes em células

de folha de planta usando um promotor especifico para

sementes

[00560] As atividades de enzima de proteinas
codificadas pelos genes de Micromonas CCMP 1545 A6-
dessaturase (SEQ ID NO:8 codificado por SEQ ID NO:7),
Pyramimonas CS-0140 A6- elongase (SEQ ID NO:4 codificado
por SEQ ID NO:3), Paviova salina AS5-dessaturase (SEQ 1ID
NO:26 codificado por SEQ ID NO:25), Pyramimonas CS-0140 A5-
elongase (SEQ ID NO:6 codificado por SEQ ID NO:5) e Pavliova
salina A4-dessaturase (SEQ ID NO:73 codificado por SEQ ID
NO:72), cada um sob o controle de um promotor especifico
para sementes, foram demonstrados no tecido da folha, na
planta, usando uma expressdo melhorada de Nicotiana
benthamiana expressdo transiente sycaule, como a seguir.

[00561] O vetor quimérico pJdP3057 descrito no
Exemplo 15 e contendo cinco genes de biossintese DHA, cada
um sob o controle do promotor de napina truncado especifico
para semente, FPl, era introduzido na cepa de Agrobacterium
tumefaciens AGLl. Um vetor gquimérico, designado 35S:LEC2,
era gerado ao clonar a otimizacgdo cdédon Arabidopsis
thaliana COTILEDONE FOLHUDO2 (Arath-LEC2) gene no sitio
EcoRl site de 35S:pORE0O4. A construgcdo 35S:LEC2 era
introduzido separadamente nas culturas de cepa de
Agrobacterium tumefaciens AGLl1. Células transgénicas de
culturas separadas de AGLl1 contendo ou pJP3057 ou 35S:LECZ2
foram misturadas e a mistura infiltrada no tecido da folha
das plantas Nicotiana benthamiana. As plantas foram

crescidas por mais quatro dias apds a infiltracdo antes de
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discos de folhas serem levados para andlise GC do total de
dcidos graxos no lipidio de folha, e de fracdes de lipidios
separadas. Isto revelou que estes genes estavam funcionando
para produzir DHA em Nicotiana benthamiana (Tabela 19).
Tecido da folha transformado com estes genes continha SDA
(1.2%), ETA (2.0%), EPA (0.6%), DPA (1.7%) e DHA (2.5%). O
tecido da folha também continha GLA (2.4%) e niveis
residuais de outros w6 &cidos graxos de cadeia longa.

[00562] Os vetores quiméricos pJP3115 e pJdP3116
(Exemplo 17) foram introduzidos na Cepa de Agrobacterium
tumefaciens AGL1. Células transgénicas das quatro culturas
separadas de AGLl contendo um dos pJP3115, pJP311l6, 35S:P19
e 35S:LEC2 foram misturadas e a mistura infiltrada no
tecido da folha das plantas Nicotiana benthamiana. As
plantas foram crescidas por mais quatro dias apdés a
infiltracdo antes de discos de folhas serem levados para
andlise GC que revelou que estes genes estavam funcionando
para produzir DHA na Nicotiana benthamiana (Tabela 19).
Tecido da folha transformado com estes genes continha SDA
(5.6%), ETA (1.4%), EPA (0.2%), DPA (1.7%) e DHA (2.4%). O
tecido da folha também continha niveis residuais de &cidos
graxos w6 de cadeia longa.

[00563] Este experimento confirmou que as
construgcdes duais pdP3115 e pJdP3116 estavam funcionando em
combinacgdo para produzir DHA t&o eficientemente quanto uma
Ginica construcdo contendo todos os oito genes.

Tabela 19. Composicdo de &acido graxo (porcentagem do
total de é&cidos graxos) do tecido da folha de Nicotiana
benthamiana transientemente transformado com varias

construcdes. Erros denotam desvio padrdo entre infiltracdes
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separadas executadas em tréplica.

FA normal

16:0

16:103¢
16:3069,12,15
18:0
18:14°
18:249,12

18:309,12,15

20:0

Outros menores
Total

Novo A6 PUFA
18:306,9,12

20 :348,11,14

20 465,8,11,14

22+ 447,10,13,16

22 :504,7,10,13,16

Total

Novo A3 PUFA

18:406,9,12,15

20 408,11,14,17

20 :545,8,11,14,17
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29 .5A7,10,13,16,19 - - - 1,7 £ 0,1
20+ 604,7,10,13,16,19 - - - 2,5+ 0,2
Total - - 0,9 8,0
FA total novo 0,1 0,4 1,1 11,5
FA total 100,0 100,0 100,0 100,0

Discussdo: Falha rapida e validacdo de contrutos
especificos para sementes

[00564] Os experimentos usando um fator de
transcricdo, neste caso LEC2, em combinacdo com uma suite
de genes cada um sob o controle de um promotor especifico
para tecido como um promotor especifico para semente
mostrou que tais construgdes podem ser testadas em um
sistema heterdélogo, como folhas, onde o promotor especifico
para tecido ndo seria normalmente expressado, e sédo
proféticos de expressdo na semente. A habilidade de
expressar transientemente um promotor especifico para
semente em uma célula de folha permite uma validacdo rapida
do projeto da construcdo. Experimentos para determinar a
efetividade do promotor especifico para sementes,
especialmente em um contexto de construgdo multi-gene,
anteriormente confiavam em transformacdo estavel em uma
planta modelo de 6leo de semente ou colheita, seguido pela
geracdo de linhas de prole antes que a analise fenotipica
pudesse determinar a efetividade da construgdo em uma
semente de planta. O fato que os niveis de &acidos graxos
obtidos em N. benthamiana eram semelhantes a aqueles vistos
na transformacdo Arabidopsis estdvel com esta mesma
construcdo como descrito Exemplo 15 aumenta a conficanca na
aplicabilidade deste ensaio.

Exemplo 17. Construg¢des duais para sintese de DHA
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[00565] O vetor pJdP3115 (Figura 22) foi construido
como a seguir. Primeiro, o Fragmento Sbfi-Apal do vetor
pJP1l0Olacqg (Figura 14) foi clonado para dentro do sitio
Pstl-Apal de ©pOREO3 para render pJP3011. A seguir, um
fragmento Swal contendo a otimizacdo cbédon Micromonas
pusilluma A6-dessaturase (SEQ ID NO: 125) era clonado para
um sitio T4 DNA tratado com polimeriase Xhol em pJP3011
para render pJP3108. Um fragmento  Swal contendo a
otimizacdo cdéddon Pavliova Sali numa A5-dessaturase (SEQ ID
NO: 127) era entdo clonado para um sitio T4 DNA tratado com
polimeriase Notl em pJP3108 para render pJdP3109. Um
fragmento Swal contendo a otimizacdo cbébdon Pyramimonas
cordata A6-elongase (SEQ ID NO: 126) foi clonada para
dentro do Sitio Sfol em pJdP3109 para render pJdP3110. A
construcdo era entdo convertida de um BASTA-resistente
construgcdo em uma construcdo resistente a canamicina ao
clonar o fragmento BsiWl-AsiSl de pJdP3110 para o sitio
BsiWl- AsiS1l de pORE04, rendendo pJdP3111. Um fragmento Ncol
(T4 DNA tratado com polimeriase)sbfl contendo o promotor
truncado de napina FPl e a Crepis palestinuma Al2-
dessaturase foil clonada para dentro do sitio EcoBN-Pstl in
pJdP3111 para render pJdP3115.

[00560] O vetor pJdP3116 (Figure 23) era construcdoed
como a seguir. Primeiro, um fragmento Swal contendo the
otimizagcdo cbédon Pyramimonas cordata AS5-elongase (SEQ 1ID
NO: 128) era clonado into a T4 DNA tratado com polimeriase
sitio Xhol em pJP3011 para render pJdP3112. Um fragmento
Swal contendo a otimizacdo «cbébdon Paviova salina A4-
dessaturase (SEQ ID NO: 129) foi clonada para dentro do

Sitio Sfol em pJP3112 para render pJP3113. Um fragmento

Peticao 870210120168, de 23/12/2021, pég. 263/281



250/263

Notl contendo a Perilla frutescens Alb-dessaturase foi
entdo clonado para dentro do sitio Notl em pJP3113 para
render pJdP3114. A construcdo era entdo convertida de uma
construcdo resistente a BASTA em uma construcdo resistente
a higromicina ao clonar um fragmento Xbal-Mlul contendo um
casette de resisténcia a higromicina (consistindo do wvirus
do mosaico da couve-flor 35 S promotor seguido pelo gene
fésforotransferase higromicina B CAT-I intron- interrompido
obtido do wvetor bindrio pWVEC8 e o terminador NOS) para o
sitio Avrll-Mlul de pJdP3114 para render pJP3116.

[00567] Os vetores quiméricos pJdP3115 e pJP3116
foram introduzidos individualmente na cepa de Agrobacterium
tumefaciens AGLl1 e células transgénicas de culturas delas
foram misturadas com AGLl transformado com 35S5:P19 e a
mixture infiltrada no tecido da folha de Plantas Nicotiana
benthamiana na estufa. As plantas foram crescidas por mais
cinco dias apdés a infiltracdo antes de discos de folhas
serem levados para analise GC que revelou que estes genes
estavam funcionando para produzir DHA na Nicotiana
benthamiana (Tabela 20). Tecido da folha transformado com
estes genes continha SDA (5.6%), ETA (1.4%), EPA (0.2%),
DPA (1.7%) e DHA (2.4%). O tecido da folha também continha
niveis residuais de GLA, ETA e ARA. As eficiéncias de
conversdo foram as seguintes: 98.9% do &4cido oleico dentro
da célula era Al2-dessaturado (ndo sendo significativamente
diferente da amostra de controle); 95.4% do LA dentro da
célula era AlS5-dessaturado; 18.1% do ALA produzido na
célula era Ab-dessaturado; 50.4% do SDA produzido na célula
era A6-alongado; 75.4% do ETA dentro da célula era A5-

dessaturado; 95.4% do EPA dentro da célula era A5-alongado;
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58.5% do DPA dentro da célula era Ad-dessaturado para
produzir DHA.

[00568] Ambos os construcdes foram usados para
transformar canola. Sementes T1 serdo coletadas e
analisadas por mudancas morfoldgicas gerais e niveis de
sintese de LC-PUFA.

Tabela 20. Composicdo de acidos graxos (porcentagem do
total de 4cidos graxos) do tecido da folha de Nicotiana
benthamiana transientemente transformada com diversos
construgdes. Erros denotam desvio padrdo entre infiltracgdes

separadas feitas em tréplica.

35S:LEC pJP3115+ pJP3116+
FA Usual Somente 2 35S:LEC2
P19
16:0 13,2 £ 0,5 12,8 £ 16,1 £
1,0 0,1
16:143¢ i,5+0,12 1,4+ 0,2 1,3 £ 0,1
16:349.12,15 7,6 £+ 0,3 8,2+ 0,4 6,8+0,1
18:0 1,7+ 0,2 2,0+ 0,4 3,4 0,0
18:129 6,9 +0,1 0,960,121 0,7 %0,0
18:259,12 12,6 + 1,1 12,8 +* 2,6 £ 0,1
0,6
18:349,12,15 58,3 + 1,9 56,3 & 51,0 £
2,6 0,1
20:0 0,3 +0,0 0,4+0,1 0,6 0,0
Outros menores 3,8 4,6 5,7
Total 99,9 99,6 88,3
Novo A6 PUFA
18:326,9,12 - 0,1 +0,0 0,2 0,0
20:3508,11,14 0,1 +0,1 0,30, 0,1 0,1
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20« 405,8,11,14 - - -

290 . 407,10,13,16 - - -

29 .504,7,10,13,16 - - 0,1 £ 0,0

Total 0,1 0,4 0,4

Novo A3 PUFA

18:406,9,12,15 - - 5,6 £ 0,1

20+ 448,11,14,17 - - 1,4 £ 0,1

20 :545,8,11,14,17 - - 0,2 £ 0,0

2D .547,10,13,16,19 - - 1,7 £ 0,0

20 . g04,7,10,13,16,19 - - 2,4 £ 0,1

Total - - 11,3

Total de FA 0,1 0,4 11,7

Novo

Total de FA 100,0 100,0 100,0
Discussdo

[00569] pJP3115 e pJP3116 foram projetados para
fornecer, em combinacdo, todos o0s genes para a produgdo de
DHA, mais especificamente os dois vetores recombinantes se
complementam para constituir a via. O &cido graxo produzido
pela Al2-dessaturase codificado pelo pJP3115 era usada como
substrato pela Alb5-dessaturase codificado por pJP3116 que
também continha genes para as subsequentes A6-dessaturase,
Ab-elongase e Ab-dessaturase. O produto do Ab5-dessaturase,
EPA, era entdo agido sobre pela AS5-elongase codificado por
pJP3115, o produto do qual era convertido em DHA pela A4-
dessaturase também codificada por pJdP3115. O principio de
divider os transgenes entre dois construgdes, que foram

usados para separadamente transformar estavelmente plantas
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com subseqgliente cruzamento de plantas de elite para
contituir a wvia completa, evitou alguns dos problemas
associados com conter numerosos transgenes em uma Unica
construcdo, como eficiéncia de informacdes reduzida devido
ao aumento de tamanho e a reduzida expressdo dos genes. A
combinacdo de transformacdo estavel das construcdes, ou por
super-transformacdo ou por cruzar duas linhas trangénicas,
ird resultar em uma ©planta transgénica contendo o
completmento total de genes requeridos para sintese DHA.
[00570] Era também notado que a construcdo pJdP3115
continha quatro genes expressos em um formato invertido, ou
seja, dois genes em uma orientacdo e dois genes na outra,
para que os pares fossem transcritos de forma divergente
(afastando-se uns dos outros). Quando comparado ao projeto
invertido usado para expressar trés genes na construcéo
pJP107 (Exemplo 8), foi concluido que a adigdo de um quarto
gene neste formato ndo atrapalharia a expressdo dos genes.
Era interessante notar que a relativamente baixa eficiéncia
de alongamento AG- (50.4%) comparado com outros
experimentos descritos acima, gque era provavel devido ao
fato que o0s genes codificando as enzimas para as trés
etapas prévias de desaturacdo foram todas expressadas do
Promotor FP1l enquanto que o gene codificando a A6-elongase
era dirigido pelo promotor Arabidopsis thaliana FAEl. Isto
era pensado como a causa da diferenca na temporizacdo do
promotor, com o promotor FAEl sendo ativado apdés o promotor
FP1. Comparado com experimentos prévios onde a A6-elongase
era dirigida pelo Promotor FPl, isto resultou em uma maior
acumulacdo de SDA dque era entdo removida do grupo

metabdélico accessado pela Ab-elongase antes que pudesse ser
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agida sobre pela Ab-elongase.

Exemplo 18. Isolamento e caracterizacdo de um gene

codificando uma DGAT2 microalgal

Sintese de um gene de Micromonas pusilla DGATZ2 de
extensdo completa

[00571] Os modelos de proteina de seqliéncia de
genoma filtrados de Micromonas CCMP 1545 produzidos pelo US
Department of Energy Joint Genome Institute
(http://www.jgi.doe.gov) era analisado com um programa
BLASTP usando uma seqgiéncia putativa de amino acidos de
Ostreococcus lucimarinus, Genbank Accession No. XP
00141576, como a penalidade de extensdo de descontinuidade.
Esta andlise revelou a presenca de uma proteina prevista na
Micromonas CCMP1545 que tinha homologia com XP 00141576. A
sequéncia de proteinas previstas Micromonas CCMP 1545 era
usada para projetar e sintetizar uma seqgiéncia de
nucledtido cddon-otimizado que era mais adequada para
expressdo em plantas dicotiledinosas plantas como a
Brassica napus. A seqliéncia nucledtida da regido
codificante da proteina é dada no documento SEQ ID NO: 107.
A construcdo plasmida era designado 0928814 Micl545-
DGAT2 pMA. A sequéncia de amino acidos €& mostrada como SEQ
ID NO: 108. Anadlise BLASTP usando a sequéncia de amino
acidos Micromonas CCMP 1545 dessaturase SEQ ID NO: 108 como
penalidade para outras proteinas na base de dados Genbank
mostrou que a proteina tinha homologia com DGATs. O maior
grau de identidade era de 53% ao longo da extencgdo total
com com a sequéncia de amino &acidos de Accession No. XP
002503155, a sequancia de uma Micromonas RCC299 proteina

putativa. Este gene contém um motivo aciltransferase
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diaglicerol (NCBI dominio conservado pfam03982) nos amino
adcidos 74 a 334.

[00572] Uma construgcdo genética 35S:Micl545-DGAT2
codificando o DGAT2 sob o controle do constitutivo 35 S
promotor era feito ao inserir a regido codificante toda de
0928814 Micl545-DGAT2 pMA, continha um fragmento EcoRl, em
355- pOREO4 (Exemplo 4, acima) no sitio EcoRI, gerando
pdP3128. Este vetor quimérico era introduzido na cepa de
Agrobacterium tumefaciens AGL1 e células transgénicas de
culturas destes foram misturadas com 35S:P19 AGLL e a
mistura infiltrada no tecido da folha de plantas Nicotiana
benthamiana na estufa. As plantas foram crescidas por mais
further cinco days apdés infiltracdo antes de discos de
folhas serem levados para andlise de lipidios que revelou
que o gene codificando DGAT2 estava funcionando para
aumentar o total de TAG em células de folhas transformadas,
com preferéncia para poli ndo-saturados A&acidos graxos
(Tabela 21). Em particular, o nivel de poli ndo-saturados
dcidos graxos no TAG nas células transformadas aumentou em
pelo menos 3 vezes.

[00573] Serd apreciado pelos elementos versados na
técnica que numerosas variacdes e/ou modificacdes podem ser
feitas a invencdo como mostrado nas realizacdes especificas
sem abandonar o espirito ou &ambito da invencdo como
descrito de forma ampla. As presentes realizacgdes devem,
portanto, ser consideradas em todos o0s aspectos como sento
ilustrativas e ndo restritivas.

[00574] O presente pedido de patente reivindica
prioridade do documento US 61/199,669 arquivado em 18 de

novembro de 2008, e US 61/270,710 arquivado em 9 de julho
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de 2009, o contetdo de ambos dos quais sdo incorporados
aqui por referéncia.

[00575] Todas as publicacdes discutidas e/ou
referidas aqui s&o incorporadas aqui na sua totalidade.

[00576] Qualquer discussdo de documentos, atos,
materiais, dispositivos, artigos e semelhantes que tem sido
incluido nas presentes especificagdes s&do apenas para o
propdésito de fornecer um contexto para a presente invencgdo.
Ndo deve ser levado como uma admissdo que qualquer ou todos
dos materiais que formam a base da técnica anterior ou eram
de conhecimento geral comum no campo relevante a presente
invencdo como ela existiu antes da data de prioridade de

cara reivindicacdo deste pedido.

Quantidade em Perfil TAG Quantidade em Perfil PL

TAG, ug PL, ug

P19 DGAT2 P19 DGAT2 P19 DGAT2 P19 DGAT2
Cl6:0 0,73 0,86 55,8 32,7 Cl6:0 26,33 20,37 14,2 14,5
Cl6:1d7 0,00 0,00 0,0 0,0 Cl6:1d7 0,00 0,00 0,0 0,0
16:1d13t 0,00 0,00 0,0 0,0 16:1d13t 3,4 2,96 1,8 2,1
16:2w6 0,00 0,00 0,0 0,0 16:2w6 1,60 1,19 0,9 0,8
16:2w4 0,00 0,05 0,0 1,7 16:2w4 1,15 1,00 0,6 0,7
16:3w3 0,00 0,00 0,0 0,0 16:3w3 12,65 9,05 6,8 6,4
c18:0 0,27 0,32 20,7 12,0 c18:0 4,50 3,56 2,4 2,5
C18:1d9 0,00 0,21 0,0 8,0 Cc18:1d9 1,89 1,82 1,0 1,3
C18:1d11 0,00 0,00 0,0 0,0 Cc18:1d11 0,85 0,78 0,5 0,6
Cl18:2n6 0,14 0,68 11,0 25,9 C18:2n6 24,36 16,52 13,2 11,7
C18:3n6 0,00 0,00 0,0 0,0 C18:3n6 0,00 0,00 0,0 0,0
C18:3n3 0,16 0,52 12,5 19,6 C18:3n3 106,38 82,16 57,6 58,4
C20:0 0,00 0,00 0,0 0,0 C20:00 0,59 0,51 0,3 0,4
C18:4n3 0,00 0,00 0,0 0,0 C18:4n3 0,00 0,00 0,0 0,0
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C20:3n3 0,00 0,00 0,0 0,0 C20:3n3 0,34 0,00 0,2 0,0
Cc22:0 0,00 0,00 0,0 0,0 c22:0 0,37 0,37 0,2 0,3
C20:4n3 0,00 0,00 0,0 0,0 C20:4n3 0,00 0,00 0,0 0,0
€20:5n3 0,00 0,00 0,0 0,0 €20:5n3 0,00 0,00 0,0 0,0
€22:3n3 0,00 0,00 0,0 0,0 €22:3n3 0,00 0,00 0,0 0,0
c24:0 0,00 0,00 0,0 0,0 €24:0 0,43 0,41 0,2 0,3
C22:5n6 0,00 0,00 0,0 0,0 C22:5n6 0,00 0,00 0,0 0,0
C22:5n3 0,00 0,00 0,0 0,0 C22:5n3 0,00 0,00 0,0 0,0
C22:6n3 0,00 0,00 0,0 0,0 C22:6n3 0,00 0,00 0,0 0,0
TFA 26,2 52,7 100,0  100,0 TFA 3.696,9 2.814,0 100,0 100,0
(ug/g se (ug/g se
FW) FW)
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REIVINDICACOES

1. Polinucleotideo 1isolado e/ou exbdgeno que nao

ocorre de forma natural caracterizado por codificar uma A5

elongase cuja sequéncia de aminodcidos é fornecida como SEQ
ID NO: 6, em gque a sequéncia de nucleotideos do gquadro de
leitura aberta que codifica a A5 elongase é fornecida como
SEQ ID NO: 5 ou suas sequéncias degeneradas que codificam a
sequéncia de aminoadcidos de SEQ ID NO: 6, em dque a
sequéncia de nucleotideos estd operacionalmente ligada a um
promotor especifico de semente.

2. Vetor caracterizado por compreender 0

polinucleotideo conforme definido na reivindicacédo 1.
3. Método para produzir &éleo contendo acidos graxos

insaturados caracterizado por extrair &6leo de sementes de

plantas transgénicas que compreendem uma célula
recombinante compreendendo o polinucleotideo, conforme
definido na reivindicacdo 1, ou o vetor, conforme definido
na reivindicacédo 2.

4. Método, de acordo com a reivindicacéao 3,

caracterizado por compreender ainda a purificacdo do 6leo.

5. Método, de acordo com a reivindicacéao 3,

caracterizado por compreender ainda a producdo de uma

substidncia alimentar que compreende o 6leo.
6. Método, de acordo com a reivindicacéo 3,

caracterizado por compreender ainda a produgcdo de uma

bebida que compreende o 6leo.
7. Método, de acordo com a reivindicacéo 3,

caracterizado por compreender ainda a producdo de uma

composicdo farmacéutica que compreende o 6leo.

8. Método, de acordo com a reivindicacéao 4,
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caracterizado por compreender ainda a produgdo de uma

substincia alimentar compreendendo o &6leo purificado.
9. Método, de acordo com a reivindicacéo 4,

caracterizado por compreender ainda a producdo de uma

bebida compreendendo o 6leo purificado.
10. Método, de acordo com a reivindicacéo 4,

caracterizado por compreender ainda a produgdo de uma

composicdo farmacéutica compreendendo o 6leo purificado.
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15/ 15

Arath-FAET pro: 4650-5623
Brana-FP1 pro; 56335590
liderRC Thev: 60126076
Pyroo-d5E: 60916807
|J!\nguNOS ler. 6926-7182
(aMV-355 pro: 7248660
hph (exan 1) 76508022
cat-l intron: 80235212
fiph (exon 21: 62138926
N Agru-NOS fer 8946-9198

| .borda esguerda T-DMA; 93&3-3453

pIP3116-linear
4463hp

Figura 23
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