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RESUMO

“PLANTAS COM UM AUMENTO DA ACTIVIDADE DA ENZIMA DE
FOSFORILAQAO DO AMIDO R3 NOS PLASTIDEOS”

A presente invengdo refere-se a células vegetais e
plantas que sdo geneticamente modificadas, conduzindo a
modificagdo genética ao aumento da actividade de uma
proteina R3 de fosforilagdo do amido em comparacdo com as
células vegetais de tipo selvagem ou plantas de tipo
selvagem qgue ndo foram geneticamente modificadas. Além
disso, a presente invencdo refere-se a meios e métodos de
geracdao dessas células vegetais e plantas. As células
vegetais e plantas deste tipo sintetizam um amido
modificado. Por conseguinte, a presente invencido refere-se
também ao amido sintetizado pelas células vegetais e
plantas de acordo com a presente invencdo, métodos para a
producao deste amido e producgao dos derivados de amido
deste amido modificado, bem como farinhas que contém amidos
de acordo com a presente invencado. Mais ainda, a presente
invengdo refere-se também a acidos nucleicos codificadores
de proteinas R3 de fosforilagdo de amidos e a vectores,
células hospedeiras, células vegetais e plantas que incluem
tais moléculas de &acido nucleico. Além disso, a presente
invengdo refere-se igualmente a proteinas R3 com uma

actividade de fosforilacdo de amido.



DESCRICAO

“PLANTAS COM UM AUMENTO DA ACTIVIDADE DA ENZIMA DE
FOSFORILAQAO DO AMIDO R3 NOS PLASTIDEOS”

A presente invencido refere-se a células vegetais e

lantas que sdac geneticamente modificadas, conduzinde a

ko]

modificagdo genética ao da actividade de uma
proteina R3Z de fosforilagdo do amide em comparacioc com as
células vegetaiz de tftipo selvagem ou plantas de tipo
selvagem que ndo foram geneticamente modificadas. Além
disso, a presente a composigdes €
métodos de geragao tals e plantas. As

células wvegetals e intetizam um amido

modificade. Por consegulinte, a presents invencadc refere-se
também ao amidce sinteti pelasg células vegetails @
piantas de acordo com & presente

produgio

mide bem como farinhas gue contdm amidos

deste

83}

de acordo com a gpresente invenciao. Mals ainda, a presente
invengdo refere-se também a acidos nucleicos codificadores
de proteinas R3 de fosforilagdo de amidos e a vectores,
células hospedeiras, células vegetais e plantas que incluem
tais moléculas de acido nucleico. Além disso, a presente
invencdo refere-se igualmente a proteinas R3 com uma

actividade de fosforilacdo de amido.

Congiderandce a importéncia cada vez maior actualimentse
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da  aes constituintes

renovavels, uma das fungdes da investiga



consiste em tentar

japtar estas wmatérias primas vegetais
acs rveguigitos da indisztria transformadora. De forma a

tornar possivel a utilizacgdoe de matérias primas renovaveils

0 i
O
[ON

noe maicr numero poessivel de campos de  aplicacga

adicionalmente chiegar & muitas substéncias
diversas,

G pelisgsacéride amidoe & constituido por unidades
guimicamente uniformes, as moléculas de glucoss, mnas
constitui, no entanto, uma miztura complexa de diferentes

formas de moléculas gue exikem relativamente ao

grau de polimerizagidc e ramificagdoc e, yportanto, diferem
multo entre sl guanto as suas caracteristicas fisico-
guimicas. Distingue~se entre a amilose do amido, um
polimerc essencialmente néc ramificadce constituidoe pox

unidades de glucose com ligagdes alfa-1,4-glicosidicas, & a

amilopectina do amido, um polimero ramificado, no gual as

derivam da ocorréncia de ligagdes adicionails

alfa-1o,~glicosidicas. Uma cutra diferenga essencial entre

a amilose e a amilopectina no  pesc molecular.

Enquanto a amilose possul, conforme a origem do amido, unm

5x10°-10" Da, o da amilopectina situa—-se
fla. Az duasz macromoléculas podem zer

seu PeEsC molecular = diferentes

)
P vl

sico-quimicas, que poedem sex

pelas espectivas caracteristicas de

ferentes.

A amilose tem sido, desde héd muito, considerada como um

polimero linear, constituido por mondmeros de alfa-D-

glucose com ligagdes alfa-1,4-glicosidicas. Em estudos mails

recentes, contuds, fol demonstrada a presenga de poentos de

N >3

ramificacédo alfa-1,6~-glicosidicos {cerca de g,1 %)



(Hizukuri e Takagi, Carbohvdr. Res. 134, (1984), 1-10;
Takeda et zi., Carbohydr. Res. (1984} 83-92) .
As caracteristicas funcicnails do amide, tal como, por

exemplo, a solubllidade, o comportamento de retrogradagldo,

a capacidade de ligacdc da &gua, cCcaracteristicas de
formacgao de pelicula, viscosidade, propriedades de
gelificacao, estabilidade no ciclo congelagdo—

da gelificacdo, dimensic da

afectadas pela proporcido amilose/amilopectina, o peso

molecular, o padrdo da distribuilgdoc da cad

concentragado

o teor de lipidos e

tamanho médio de particula do amido, moerfologia da

particula de amidce, etc. As caracteristicas funcionais do

amido também afectadas pelco teor de osfato,  um

componente do  amido que & um hidrato de carbono.

Distingue-se, aqui, entre o fosfato com ligacdoc covalente

as moléculas de gluccose scb a forma de moncésteres

{postericrmente designados de amideo} e fosfatoes sob

a forma de fosfolipidos associados ao amido.

o]
1

O conteude em fosfato de amido wvaria em fungdo da

variedade da planta.

ontram-se, igualmente, peguenas quantidadses de fosfato
de amido no trige (0,081 %) enguanto gue na avela e s0rgo
nac se detectou fosiato de amidoe. Do smo modo, encontra-

se menes Iosfato de amide em mutantes do arrcz  (amido
0

ceroso 0,0



(0,013 %). Detectaram-se guantidades siconificativas de
foafato de amido em plantas sintetizadoras de amido
tulbosas ou com raizes tuberosas, tal come poer exemplo, a
tagioca {0,008 %), batata doce (0,011 %}, araruta {0,021 %)

%) . As acima indicadas para a

C\)

i Jon =t o A2 L X N . . P o
fosfato de amido s3c baseadas em cada caso

amidoe e Iforam determinadas por Jane et al.

{19%6, Cereal Foods Worlid 41 ({11}, 827

C fosfatc de amido pode existir sob a forma de
menoésteres na posicgido C-2Z, -2 ou C-6 dos moendmeros de

giucoese polimerizados {Takeada 2 Hizukuri, 1971,

O
w

Starch/Stidrke 23, A distribuigdo do fosfato no
amide sintetizadoe por plantas € rnormazlimente diferenciada
pelce facte de gue zproximadamente 30 % a 40 % dos residuos

de fosfato té&m uma llgacg¢do covalente na posigido C-3 e

£ e s A o i
Jamente 60 % a 70 % dos re

Aprozi

~ o

ligagdo covalente na poszigdc C-86 daz moléculas de glucose
{(Blennow et al., Int. J. <of Biolcgical Macromclecules 2
211-218), Blennow et al. {2000, Carbohvdrate Folymers 41,
163-174) determinou uma concentracde de fosfate de amido

-

ada na posigin C-6 ds

4 A N . . 4o
s moléculas de glucose para varios

l")

o

amidos, tals como amidoe de katata (entre 7,8 e 33,5 nMcoil
por wmg de amido, conforme a espécie}, amido de varias

aapdei

de Curcuma {entre 1,8 e 63 nMol por mg), amido de

taploca (2,5 nMol por mg de amide}, amide de arvoz (1,0

7

nMol por ido), amido de feijio mungo (3,5 nMcl porx

mg de amido} e amido de sorgo (0,9 nMol por mg de Y.

Nenhum destes aubtcres detectou a existéneia de fosfatoe de
amido ligado na posicgdo C-6 em amido de cevada = em amido

B PN - N\ e e o ~ 1 .
milho. NAo se estabeleceu

{\
I
ol
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de diferentes mutantes cerosc

ainda gualguer ligacao entre o genotipo de uma planta e a
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fosfato de amido presente no amido de batata se

- SR S T . e ey 2 P 5091 cAr 2 ~ A .
posicdc C-6 e cerca de 30 % na posigdo C-3 dos mondémeros de

glucose do  amido, gquer izer gue RI1 fosforila de

s F s v o~ EE R Y I T A g T e B o AT A
preferéncia a posigdo C-6 das nmoléculas de glucose. Alénm

disso, demonstrou—-se com Rl, entre outros aspectos, gque a

Lgagdo covalente {(Ritte et al., 2002z, PNAS 99, 7166-7171),

isto & R1 & de novo em alfa-

As  seguéncias de &Gcidos nuclelces & sequéncias de

Acidos correspondentes, codificador

I - - N - .
Y39533), trigo (WO O 17229, patente norte-americana n°
IS /] Lol T N T RIS Ee RO Y Ar o oy 3on Lo ™0 TN

5,462,256, GenBank Ace: AAN92S8Z3, GenBank Ace: ARZ236165),

Aco.

Na WO 02 34923 descreve-se plantas do trigoe com uma

actividade acrescida de uma ultadoe da

e
®
=
ey}
o
=
B
o

sobreexpressado de um gene R

»n
05}
I..J
]
ot
&}
1
H -
[
j$)}
=
o
=

{

gualquer fosfato de amido, estas plantas
de

significativas fosfato de amido na

léculas de glucose.

NZo foram descritas cutras proteinas que catalisem uma

reacgasc que  introduz srupos de  fosfate com ligacgido



covalente em amido, assim como enzimas conhecidas gue

introduzam preferencialmente grupos de fosiazto na posigdo

C-3 e/ou posicdc C-2 das moléculas de glucose do amide A

varte do aumento do teor de fosfato de amido em

ntas,

também ndo existem vias para lar especificamente a

o ao amido em rlantas, de nodificarn a

distribuicido do fosfatce ne amidoe sintetizado por plantas

C c¢hbiectivo da presente invencgiZo conziste, 1o
fornecimento de mais possikilidades de geragdo de

modificados com tecr de fosfato acrescide &/cu proporcionar

tas ogue

e melos para a geragao destas

mste objectivo € alcangado nas ade
designadas nas reivindicacdes
Deste modo, a presente invengdc refere-se a células

vegetais geneticamente modificadas e plantas geneticamente

prasentam um crescida de, pelo menos, uma
proteina R3 comparativamente acs plastideos presentes em

células vegetais do tipo

Um primeiro aspecto da presente invengdo refere-se a

células vegatal e slantas que 340 geneticamente

acdas conduzindo a modificacgi




de uma proteina R3 ou & um aumento

menos,  uma pla

células vegetais ou plantas

(S

celulas

rresentes

nas vegetals

o R +
seLvagem

modificadas. A

de qualquer

da
ystideos

COMParac

correspondentes
modificacéo

4 £ 4 o~ ; Lo 3 o~ -
moCiiicagad Jgenetica C ondu

actividade de, pelo
presentes nestas
&¢ com os plasti

lvagem ou plantas

naoe foram

um aumento da actividade de gelo menos uma proteina R3 noes
plastideos presentes em células vegetals geneticamente

geneticamente

vegetais

modificadas anm

do selvagem @

tigo

rvlantas o tipo selvagem correspondsntes que n&c foram
geneticamente modificadas.
No cntexto da pregente invencdc, o termo “ceelula

vegetals de
vegetals

partida para

— < o~ 1
sto (S a Sua

a invengio, i

indegendentemente da medificagio

presan

No contexto da presente

significa gue as

""" como material de

l""”‘“ﬁg‘“

—\/—(
ind

genéetica, ependentementsa da

H

intreoduzida, corresponds a de uma

presente invengdo.

No contexto da presente

“correspondente” significa gque,

gselvagem” significa

invencgao, ©
plant
rartida

iste ¢, a sua

2m

que

ias COomo me

informacio

fe s
genética,
¢

genética intrody

- - o~ v
ae acordo Com

termo “planta de

em questiao foram

Las
para a produgdao Jas
informacio

genética

com a

invencéo, o) Terma

comparagac com varlios
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obidectos, o©s objectos em guestdo gque sdo comparados entre

do tipo selvagens

selvagens, significa que as células vegetails ou plantas que

[
(@}

sdo comparadas entre si foram produzidas em condigdes

O
o
}__1
ct
o
[
)
H
]
D
)
t
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0
w
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o
H
]
o
O
0]

{cultura) idéntica.

camada @

invengao, SA0 cromoplastos

0]
}_J
D
o
Q
[@)
o)
i,._J
o
)]
ct
9]
0]
)]
U]
-]
w0
O

preferidos os cloroplastos & com particu

No ambitce da presente invencgdo, o termo “actividade

acrescida de pelco menos uma proteina R3Y gignifica um

R, S PR ~ N e - A e P 3oy 3 e ey ey o~ =
aumento da expressdo de genesg enddogenos codificadores das

S = ] ™R Nt - ey vy o 3 - e e e I v o~ A - p
proteinas R3I e/ou um aumento da guantidade de proteina R3

enzimatica das

8]
Q
ot
i__l
o
I,.I
[OR
8]
03
o

nas c¢élulas e/ou um aumento da

lLas.

mroteinas B2 nas cdl
proteinas WS onas el

[t

C aumento

-

axemplc por me

cadoras

h o = R AN BN e NN vk Y Y » ) - e N
@ Northern blot ou por RT-PCR. Neste caso, um aumento

um

mento da quantidade de

transcrigdes em comparagao com az céelulas correspondentes

em particular pelo menos 70%, de preferéncia pslo menos 80%
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e com particular preferéncia pelo menos 100%. Um aumento na

quantidade de transcrig¢des codificadores

.,(\
C)(

significa igualmente gue as plantas ou cél
nao possuem guantidade detactavel de transcrigdes

codificadores da proteina R3I  incluem, apds modificacgio

)]
93
4
ot
D
o
{_1_
IJ)
U

acordo com a invengdo, guantidades

,.
W

rigdes codificadoras da proteina R3.

O aumento da quantidade da proteina RZ, a qual implica
uma actividade acrescida destas proteinaz nas células

vegetals em guestido, pode ser determinado, por exemplo,

atraves de “todos  imunoldégicos tal como a

Western blot, ELISA {ensaioc imunco-enzimatico) ou RIA {(radioc

imune ensaic) Neste caso, um aumentce  significa  de
preferéncia um aumento da quantidade da proteina R3 em

comparagdc com as células correspondentes gque ndo foran

mente modifi

de pelo menocs 50%, em particulax
pelo menosz 70%, de preferéncia pelo menoz 83% e com

particular preferéncia pelo menos 100%. Um aumento da

o]
o0

cquantidade de uma proteina R3, significa também gue

piantas ou c¢élulas wvegetals que nédo possuen actividade

detectivel de uma proteina R3  posszsuem uma gquantidade
detectédvel de uma proteina K3 apds moedificacio geneética de

acorde com a presente invencgdo.

Métodos rara aumentax anticorpos que reagem

g3pecriicamente a

determinadas proteinas, 1isto €, dgue s=a

especialistas {(ver, por exemplo, Lottspeich e Zorbas

{(Bds.}, Lossg, Bicanalvtik, Spektrum akad. Verlag,

Heldelberg, Berlin, ISEBN 3-8274-0¢ Tztes anticorpos
sdo aumentados comerciaimente por algumas companhias {(pox

axemplo, BEurod




11

ode detectar—-se a localizacgdo de uma proteina R3 enm
plastidecs de plantas geneticamente modificadas através de
fraccionamento subcelular de células vegetais, onde ge

podem obter plastideos intactoes. Métodos para fraccionar

-~ (AT T | N 4= b ~ \ i

compartimentos subcelulares 580 conhecidos dos
o Adaarritas na 1-1_@ + {5 N JERRTRROA S
< GQeSCritoz L _eratura (I@‘T, ML =X ]1‘.5.» Oy

ISBN 2-8274-0103-§; Px

Eiochemistry, 15387, Day @

Harborne  Ed., Academic Press, T5BN

material de partida gue pode ser empre

plastidecs inclul partes de plantas (pocr exemplo, folhas)

ou Se as partes de plantas forem empregques
como  material de partida, as c¢élulas sdo fragmentadas
primeiro pelas partes das plantas gue saoc cortadas enm

peguenas secgdes e subseguentemente divididas num
misturador. O homogenato celular dai resultante =)
ubseguentemente sujeito a centrifugacgio.

Un  outro método ara preparacac de um homogenato
celular gue inclua plastideos comega pela preparagico ds

protoplastos gue sao subsgequentemente fragmentados. Esta

fragmentacio ocorre pela suspensio do protoplasto gue €

comprimido contra numa maiha com uma dimensdc de malha

menor gque o tamanho dos protoplastos. ¢ homogenato celular

dail resultante €& subseqg

O Gltimo método mencionado

para a preparacado do homogenato

cereais, cuijce homogenatce incluil plastidecs intactos

Ly b ys Y Ty e . J - PPN BT S oy Ty AN e sy S -
enato celular pode ser purificado recorrendo a

(@]

centri ado diferencial ou centrifugacdo de densidade.
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centrifugacdo dife

centrifugados num meio

inferior ao dos crganelos celulares.

o

dos organelos individuals depends pri

da particula. Cs  organelos individuais

:fectuando-se uma plural de centcx
seguir a outra, com uma velocidad

centrifugacgac efectuada, 0s ©

A taxa

ncipalmente

[ON

de

do tamanho
a0 separados

se sedimentados.

No caso de centrifugacgdo de equilibrio, o¢sg organelos
sdo  separados de acordo a densidads num de
centrifugacdo gue consiste em melos diferentes de varias
densidades, as guals sdo colocadas umas em cima das outras.

A densidade melo individual diminui de

A centrifugagdo realizada até cue todas

ol =
AaG0 &

Zona

homogenato terem alcanga

para cima.

o v d

'pu

as do

U
CAl Ll ia

zua densgidade. FE descritc o isclamento de amilioplastos
intactoes, inter alia, para a batata {(Wischmann et al.,
1989, Plant Physiclogy 119, 455-482), milho (Echeveria et
al., 1888, Plant Phvsioclogy 86, 786-782) e trigo Tetlow et
al., Planta 189, 587-¢00), ervilha et al.,

7523} .

Fara se determinar a pureza de una
ocrganelos, proeden medir-se determinadas
principails, as guals sac especificas

de
principail organelos

-3 - o8 o B
conhecid dos especial

subcelul s5a0 aas
inter alia em 3Strasburger, 1989, “Lehrk

[Manual de Boténical, 34?* Edicgio,

ISBN 3-8274- 0779-6 A dos

Foam e S
L0 LLC(K a

organelos
ou
listas e
such

Spektrum

Lreparagad

enzimas de

A anzimas

S
compartimentos

-3

onagas

menci

der Botanik®

Akad,. Verl.,

compartimentos
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cintilacgdes). S8c abkaixo descritos, em Métodos Gerais Item
2 ¢y v ey e s e l p‘ia 1Y S aT e TN AR
h 08 metoad de ae  udma  protelina  Jque
necessite de amido come substrato para reacgido de
dos atomos de carbono {(C-2, C-3

ros da glucose ne amido,

ilados

ser determinados, por exemplo,
que foram fosforilados por uma

e Ritte PNAS

m

pox

uma R3, podem

vela amidos F
rroteina tal come descrito
99, 7i66-7171y. Com este

por uma proteina @8
steriormente analisado
anides.

.

De preferénclia, o amido fosforilado por uma protelina R3
& analisado preferencialmente por meio de BMN 31-FP ou 33P,
de modce a estakelecer as posicles dos ateomes de carbono (C-
2, C=3 ou C-96) dos mondmercs de glucose no amido F gue sio0

Um particularmente  preferido de
das posigdesz dos dtomos € de uma molidcula de
giucose de um amido, gue 3o fosforiladas por uma reaccCio
catalisada por uma proteina R3, & descrito mais a frente,
em Métodos Gerails, ponto 4.

A equéncia de aminodcides revelada na SEQ ID NO 2
codifica a proteina R3 da Arabidopsis thaliara. A segquéncia
de aminocdcidos revelada na SEQ ID NC 4 codifica uma
proteina R3 de Arabidopsis thaliana, a de

raevelada na SEQ ID NO 2 em fusdo (traducional)
com um peptidec sinal plastidico, lugar =2 uma
sequéncia de amincdcidos recombinante gue codlifica uma
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proteina R3, a gqual, para além da sua seguéncia de

aminodcidos codificadora, tem um peptidec zinal plastidico,

Numa outra da ygpresente 1invencao, as

. £ 4 T 3 PN PN P S - -3 - 7y 1 s s gy oy e
Sﬁ:q”(—‘“\m as de amincacidos COQLTL Gge DI oteinas R3

possuem uma identidade de pelo mencs 60%, em particular de

~J
LA

pelc menos 0%, de preferéncia de pelo menos &80% e

particularmente preferido pelc menos 20% e especialmente

preferido pelo menos 95% com a ssguéncia especificada na

SEQ ID N° 2 cou SEQ ID N@ 4.

Numa outra concretizacdo da presente invenao, a
proteina R3 possui um domino fosfo-histidina (Tien-Shin Yu
et al., 2001, Plant Cell 13, 1907-1218). Seqgquénciasz de
aminoacidos codificadoras da proteina R3 gue possul um

dominio fosfo-histidina com pelce menos 85%, de preferéncia
pelo menos 88%, com especial preferénceia pelo menos 91% e

com particulax

preferéncia pelo mencs 97% de identidade com a

aminocacidos do dominio fosfo-histidina da proteina R3 de

O
[
0]

Uma outra concretizacgao da presente invenga:

a uma c¢flula vegetal ot lcamer modificada de acordo com

A  lnvengdo ou a uma plana geneticamente modificada de

\Q

acovdo com a2 invencdo, em gue a wmodificacio genética
consliste na introducdce de pelo menocs uma melécula de acido
nucleico estranha no genoma da célula vegetal ou 1o gencma

da planta.

Neste contexto, O termo "modificacéao genética”
significa a introducdc de moleculas de acido nucleico
AvAcranaa K A N A v e e . - . 3 o~ -
axégenas homdlogas e/ou heterdlogas no genoma de uma célula

vegetal ou no genoma de  uma planta, em gue a dita
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introdugio destas woléculas conduz a um  aumentoe da

las wvegetalis, de

actividade de uma proteina R3. As
acordo com a invencao, ou as plantas, de acordo com a
invengio, sdo modificadas no que se refere a sua informagdo
genética pela introducio de uma molécula de adcido nucleico

estranha. A presenga ou a

dcido nucleico conduz a uma fenotipica. Neste

case modificacio “fenotipica” significa de preferéncia uma
modificacio mensurdvel de uma ou mails fungdes das células.
Por exemplo, as células vegetals geneticamente modificadas,
de acordo com a 1nvengdao e as plantas geneticamente

modificadas de acorde com a invenclaoe exibem um aumento da

actividade de uma proteina R3 devido a

i}

resenca

~1a
resenga ou

cxpressdo da molécula de Acido nucleico introduzida.

’\'J

..<

No contexto da presente invencdo, o termo “molécula de

Acido nucleico esgtranha” pressupde significar uma molécula

N W vy S - P [ S TR roveveat o4 o S 3
gue ou ndo ocorre naturalmente nas celulas vegetais de Lipo

selvagem ou n&c¢ ocorre naturalmente na dispcesicao espacial

concreta em célilulas vegetals de

selvagem ou gue se
encontra localizada no ponto no genoma da célula

Tipo selvagem onde ndo ocorre naturalmente, De predf

a molécula de Acido nucleico estranha € uma molécula

recombinante que consiste em diferente

Q

eleamentos, nido

ccorrendo esta combinacido ou dispos

espacial

naturalmente em células vegetais,

estranha

uma molécula de

pode ser qQualguer melidcula de acido nucleice gue provogue
um  aumento da actividade de uma proteina R3 na célula

vegetal ou

- FE

termc  “genoma pre e significar & totalidade do

. - Y -
material genético celula vegetal. O
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ista tem conhecimento gue ndo apenas o nacleo, mas

também outros compartimentos {por exewmplo, plastideos,

mitocondria) incluem material genetico.

is de acordo

com  a presente cdo e lantas de acordo com a

aztranha anclalmente

193]
[

¢
N
F—~a
L
4}
83
=3
j§3
5

uma proteina R3 Arabidopsic

estranha codifica uma proteina R2Z com a
aminoacidos especificada na SEQ ID N° 2 ou na SEQ ID N° 4,
Existe um grande nimero de LTEC:

introdugdc de ADN na c¢élula

transformacido
¥

- P S, B s (Y o e o -
robacterium tumefaciens ou

rhizogenes como meion

ADN, introducéo

de ADN por meio de uma abordagem bioli bem como outras

da transformacdo por meio de

Hoekema, IN: The Binary

Kanters RB.V. Alblasserdam ({(19¢€!

Rev. Plant Sci. 4, 1-46 e in An =t al. EMBC J. 4,

a transiormacio da batata,

ver, por exemplo, Rocha-Sosa et al., EMBO J, 8, {1989y, 29-

A transformagdo de plantas menocotileddneas por melo de
ectores baseados na transformaciao de Agrobacterium foi

igualmente descrita (Chan et al., Plant MoI. Biocl. 22,
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(1993), 491-506; Hiei et al., Plant J. 6, (1994) 271-282;
Deng et al, Science in China 33, (1990), 28-34; Wilmink et
al., Plant Cell Reports 11, (1992), 76-80; May et al.,
Bio/Technology 13, (1995), 486-492; Conner and Domisse,

Int. J. Plant Sci. 153 (1922), 550-555; Ritchie et al,

Transgenic Res. =, (1923),
a transformagdo de plantas monccotilieddéneas consiste na

transformacdoe por maic

Lemaux, Plant Physiol.

Bio/Technology 11 {1923),

IS

Mol., BRiecl., 24, (1984), 3217-325; Spencer et al., Thecor.

1. Genet. 79, {19203}, 625-631 ), transformagic de
protoplastos, electroporagio de células parcialmente

lizadas e a introducidc de ADN por melo de fibras de
vidro. Em articular, tem sido muitas vezes descrita na
literatura a transformagdo de milho ({(cf. por exemplo
WOS25/06128, EPO51I3849, EP0O4465873, EP02Z22435; Fromm et al.,
Bictechnology 8, {19890} 833~ 844; Gordon-Kamm et al.,

lant Cell 2, (1990}, 6043-618; Koziel et a3l., Bictechnology

Agpl. Genet. 30,

s]
i3]
t
8]
j$3}
]
N
Fh
O
B
=
W
“{J
(n
(@)

com #xito de outros tipos de cereal

ot
Lo L

foi tambem Ja descrita, por exemplo guanto a cevada (Wan

and Lemaux, Ritala et al., ver acima; Krens et

al., Nature

al., Plant Y, 285-297; Becker et al., 1994,
Piant Journal 5, 29%-347). Todos os métodos apresentados

antericrmente sdo adeguados no Ambito da presente invencdo.

gque foram geneticamente modificadas atraveées da introducgio

de uma proteina R3 podem ser distinguidas das células



vegetals de tipo se

:1lvagem ou plantas de tipo

gelvagemn, ou na medida em gque uma molécula destas se

encontra presente integrada num ponto do gernoma da célula
vegetal de acordo com a invencgido ou no gencma da planta de

acordo com a Invengdo onde naoc ocorre nas células vegetals

de tipo selvagem ou nas plantas de

num ambiente gendmico diferente. Além diszo, as cé

vegetalis de acorde com a invencido e as plantas de acoxdo

com a invencgdo podem ser distinguidas das células

de tLipo selvagenm e plantas de

nucleico integrada de forma estavel dentrce do seu genoma,

gossivelmente para aleéem das cdplas naturals desta moléecula

selvagem ou plantas de tipo

ceélulas vegetals de acordo

com a invengdace ou nas plantas de acorde com a invengd

adicionails das moléculas que & ocorrem

5y
O

(f

naturalmente nas c¢élulas vegetals de tipo selvagem ou nas

plantas de tipoe selvagem respectivamente, entéo as células

vegetais de acordos com a invengdo e as plantas de acordo

a invengdo poden

65}
0}
~

ser distinguidas das células vegetails

de

’D

tipo selvagem ou das  p

respectivamente, em particular na medida em gue esta cdpia
acdicicnal cu estas copias adicicnais esta/estdo em pontos

do genoma onde ndo ocorre{m) nas cdlulas vegetais de

selvagem ou plantas de

verificado, por exemp]



invenciZo e as plantas de zcordo com a invengiao podem sex

plantas de tipo selvagem respectivamente, preferencialmente

por pelo menos uma das seguintes caracteristicas: Se uma

...v.

molécula de Acido nucleico estranha gue foi ir

heterdéloga no que =ze refere 2 celula vegetal ou planta,

entdo as c¢élulas vegetals de acordo com a 1lnvengao ou as
plantas de acordo Cranscrigdes  das

moléculas de acido

ser verificado, por exemplo, por anadlilse Northern blot ou

por RT-PCR {Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction

em cadeia de polimerase - ©

vegetais de acorde com a invengidc & as plantas
de accrdo com a nvengdo, que expresgsam uma transcricdo

antisense &/0u ARNLI podem

ajuda de sondas de

complementares ac ARN (gue ocorre naturalmente na célula
vegetal), gque codifica a proteina. De gpreferéncia, as
células vegetais de acordo com a invengdoe e as plantas de

acordo com a invel Jf,dk) conte

por uma molécula de Acido da. Este facto
pode zer verificadce, por exemplo, por métodos imunclogicos,

em particular pela anali

Se a2 molécula de extGgena que foi
introduzida € homdloga no gue ze refere a ceélula vegetal ou

pianta, entdc as celulas vegetals de acorde com a invencgio

ou as  plantas dea aAcCrao com a invengao podem ser

diferenciadas = lvagem o
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coeficientes e gedimentacdo, solubilidade, ypropriedades
espaectroscépicas, estabilidade, nivel Sptimo de  pH,
temperatura Optima e semelhantes. © peso mnelecular da
proteina R3 de Arabidopsis thaliana deduzida da segquéncia
de amincacidos da SEQ ID NO 2 & de aproximadamente 131 kDa.
¢ pesoe molecular de uma proteina de acorde com a invencio
deduzido da sequéncia de aminoacides codificadcora encontra-
s, assim, no intervaleo entre

entre 120 kDa e
preferéncia entre 125 kDa e 1
preferencial entre 130 kba e 135
aminodcidoes 0 NO 2 que codi

"ab.

Ax

idopsi inclul um dominic

conseguinte,

uma

compreende preferencialment m

% o

acoxr

Jominic

do com a invencio

fosfo-histidina gu

(=Y
fus

cossul pelo nu 85%, de vreferéncia pelo menos 38%, com
especial relo menos 81% e com  particulcs
preferéncia pelc meno 95% de identidade com o dominio
fosfo-histidina da SEQ ID NO 5.

A presente invencidc refere-se a moléculas de Aacido
nucleico que codificam uma proteina com a actividade
enzimatica de acorde com a invencdc de uma proteina K3,
possuindo a protein a R3 codificada pelo mencs 70%, de
preferéncla pelo menos 80%, com especial pelo
menos 90% e com particular prefer pelc menos 95% de

com  as sequéncias de aminocdcidozs reveladas na
SEQ ID NC 2.

PIRIZE-210, compraendendo
protein R3 de Arabidopsis thaliana,

gue

Acidoes UG
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codificadora do peptideo de sinal plastideo do gene dul I
foi depositada na Deutsche Sammlung von

1
Braunschweig, Alemanha, em conformidade com as

L e e N -~ o+ 3 s
Tratado de Budapest de 21

com o ndmero DSM 16587, A sequéncia

codificadora da seguéncia de CADN intes

gr
e codifica uma proteina R3

conseguinte, a presente invengdo refere-se a meliléculas de
dcido nucleico, codificadoras de uma proteina com  a

enzimética de uma proteina R3, gue compreendse a

sequéncia de amincacidozs codi pela  inserg¢d&c 1o

0%, com
rticular preferéncia 95% de

de amincAcides gue pode sex

, gque  compree

=]
by

3 de /Z

abidog

E.L)
o]
(1}
Py

arm'u:c Von

Mascheroder Weg

RN €N N b v ey i RO N -~ y g AR R P
Braunschiwelg, Alemanna, em coniormidcade com

e .
PR =
taoailana. FOU

fambém A



plasmideo pIR1I39-210, possuindce a proteina

com especial preferéncia 20% e com particular preferéncia

Por congeguinte, a presente invencioc refere-se também a
icam uma proteinza R3 e

. . s
seguéncias de nucledtidos

complementares desta,

1do nuclelico, oueé incl

segquéncia de nucledtidos da insercédo

aideo pPIR1I39-21C e molédcuias de  acido
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o
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0]
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-
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0]
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uma identidade de pelo menos 70%, de

ia pelo menos 80%, particularmente preferido pelo

s

Q

mencs 90% e especlalimente preefridoe pelc menos 95% com
meoléculas de Acide nucleido mencionadas. A seguéncia de

d
nucleicos da SEQ ID NO 3 é

P 1M 3 YN oy

acides cde CADN gue
3 v b - o o o Sy - e o 3 A e B 3 - 2 ) =
inclui  a regido codificadora de uma proteina R3I de

Arabidopsis thaliana, gue estd em fusdo traducional com a

sequéncia de &dcide nucleicoe codificadora do peptidec de
t

m
O
0
O
A0

]
®
Q
o

bt
b

[oN
®

sinal plastide

invencdo refere-gse também a molécu

codificam uma proteina R3 e incluem a regido codi

ificadora da sec ia de nucledtidos
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da inserc¢do contida no plasmideo pIR138-

dcido nucleico que possuem uma identidade de pelo wmenos
70%, de pelo mencs  80%, particularmente

imente preefride pelo

N o~ e e N sy e -~ A T . ~ EA S N o~ -] g, LR R
mencs 95% com as moléculas de acido nucleido mencionadas.

0 especialista pode 1solar as sequéncias homdlogas de
outras espéclies vegetals com auxilio da informacgido de
geguéneia das moléculas de acido nucleico de acordo com a

de acordo com a invencao. Esta operacgdc pode ser efectuads,

x

por exemplo com a aiuda de metodos convenclonals, tal como
o exame de bhibliotecas de cADN ou bibliotecas gendmicas com

sondas de

com a aijuda de cligeonucledtidos (degenerados) e utilizacgdo

de métodos a base de PCR. O sxame de bases de dados, tal

{(http://www.ebli.ac.uk/Tools/index.htm) ou  NCRI (Naticnal
Center for Biotechnology Information,

ttp://www.nebil onimonih.gov/), pode também serviyr para

icar seguéncias homdlogas gue codificam proteinas

exames, introduz—-se uma o

o gue ¢ conhecido por pesguisa.

nas vases de dJdados seleccionadas. HEstas pesquisas da base
{por exemplo pesguisas blast e fasta) S30

dos eszpecilalizstas na técnica e podem sex

por varios fornecedores. Caso for efectuada uma

pescuisa da Dbase de dados, por exemplo unto da  NCBI
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Biotechnology

http://www, ne devem sexr utilizadas as
definicles padridc gue z20 especificadas para esta pesguisa

comparativa especifica. Para

proteinas  {blastp), estas

= 1ot act:
activated; Expect valus = 0; word size = 3; Matrix =
BLOSUMGZ; Gap costs: BExistence = 11, Extensicn = 1. Deverio

= low compexity activated; Hxpect value =

podem ser utilizadas como

identificar mals molédculas de

icadoras de uma Pr

J
"D

descritos = ainda cossive

moléculas de acido nucleico de acordo com a inven casc due

hibridam

invengdo, hibridagdo nas
condigdées rreferéncia em

condicdes como descritas em

Sambrock & 3, Molecular C1L A Laboratory Manual, 3°
edigdo {2001} Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold

Spring Harbor, N.I.). ISBN: (879695773, Ausubel et al.,

Short Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Song; 5@

w0
O
e
e
<
IS

edigao

3471250029) . Com particuls

r

prefe

[$3H
A
]
Q
Ui

significa

seguintes condicles: Tamp&o de hibridacéio: 2%xSSC;
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10xsolucdo de Denhardt (Ficoll 400+PEG+BSA; proporcgao
1:1:1); 0,1% SDS; 5 mM EDTA; 50 mM NayHPO,; 250 ug/ml ADN
de esperma de arenque; 50 ug/ml tARN; ou 25 M tampdo de
fosfato de sdédio pH 7,2; 1 mM EDTA; 7% SDS

Tampao de hibridagdo: T = 65° a 68°C
Tampao de lavagem: 0,1xSSC; 0,1% SDS
Temperatura de lavagem: T=65 a 68 °“C,

Frn principio, as moléculas de Aacido nucleico qgue
hibridam com molécula de acido nucleico de acordo com a
invencido podem ser derivaads de qualgquer eszpécie vegetal.
Az  moléculas de édcide nucleice que hibridam om  as
moléculas de accordo com a invencéc podem, por exemgplo, ser
isoladas a partiyr de bhibliotecas gendmicas ou bhiblioctecas

de cADN. A identificacdo e isolamento de moléculas de acido

deste tipoc podem ser efectuadas de

invengio, ou partes destas moléculas ou 08
reverscs destas moléculas, ror  exemplo por meio de
hibridaciZo de acordo com o8 métodozs padrioc {ver, por

exemplce Sambroock et al., Molecular Cloning, A Laboratox

ke
L(“

Manual, 3% edicgiéo Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold

Spring

Protocols in Moleculiar Biology, John Wiley & Sons 52 edigdo

(2002), I5SBN: 0471250929y ou por ampiificacéo por meio de

FCR. Exemplos de sondas de hibridac¢do ague ser
utilizadas SEo as moléculas de Acido nucleico com

precisamente ou essenclalmente a sgequéncia de nucledtidos
indicada na SEQ ID NO 1, ou partes destas zeguéncias. Estes
fragmentos wutilizades como sondas de hibridagdo podem
também ser fragmentos sintéticos ou cligeonucledtidos que

ando téonicas de sintese

foram produzidos utili
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astabelecidas e cuja sequéncila corresponde essencialmente a
de uma molécula de 4dcido nucleico de acordo com a presente

invengdo, Assim gue ¢S genes gue hibridam com as saquéncilas

de Acide nucleico de acordo com  a invencde  foram
identificados e isclados, devery ser cquenciados & as

caracteristicas das proteinas codificadas por esta

sequéncia devem ser anaiisadas para confirmar se € uma
croteina R3. Ag comparacdes de homcoliogia ao nivel da
sequéneia  de  acido nucleico ou de amincédcidos & uma
determin da actividade enzimdtica SZ0 matodos

rarticularmente adequados para este fim. A actividade de

RZ pode ser determinada, por sxemplc como

descrito em Métodoeos Gerails, Ponto 2. As
moléculas que hibridam com as moléculas de &acido nucleico
de acordo com a invencao incluem em particular fragmentos,
derivados e variantes alélicas das moléculas de &cido
nucleico de acordo com a invencao que codificam uma

proteina R3 de plantas, em particular uma proteina R3 de

F

()
A}

plantas de Arabidopsis thaliana. No contexto da presente
invengio o termo “derivado” significa gue as sequéncias
destas wmoléculas divergem em uma ou mais do gque uma
segquéncias das moléculas de Acido nucleico

anteriormente S . 33 um  alto grau de

com estas desviocs das moléculas
de acido nuclelco  descritas anteriocrmente, pode ter

ccorrido; por exemplo devido & eliminacioc,

substitulgdo, insercdo ou recombinacio.

da presente invencao, o termo “identidads”

uma identidade cia em todoe o comprimento

P fioads . N 4 o 1 2N PN s 1o N
cod .cador eQuencil integral} de pelc menocs

%, em particular uma identidade de pelo mencs §03%, de



presente invengao, O terms “identidade” pressupde

significar ¢ numero de aminodcidos/nucledtidos

correspondente {identidade) & outras proteinas/acidos

identidade ¢ determinada por ceomparagidoc da SEQ ID NC 2, no

N s [EAP I Ny i v - . , PR
case de aninodcidos, ou SEQ ID NC 1, no caso de Acidos

cos, com outras proteinas/acidos nucleicoes,

de programas informéticos. Se  as  sequéncilas  que  sao

comparadas entre si  possuem comprimentacs iferente a

tidade deve ser determinada de o aumero de

amincdcidos cgue tém a seguéncia mais cComum com  a

-

longa determine © gu

percentageaemn

da identidade. De preferéncia, a identidade & determinada

do  grograma informético ClustalW, qus € Dbem

,
3
s
C
=
)
f[
e
I~
®;
>
A
®
~
FN
0
W
e
;
A
i
<4

d
;

b
i
o
o

>

T'

uhliico {Thompson st al., Nucleic

Acids Clustalw &
disponib ie Thompson

{(Gibson@EMBL-

{Thompso

Heidelberg.DE), uropean Molecul Biology Laboratory,
Meverhofstrasse 1 ) 59117 Heldelberg, Alemanha.
Igualmente, ClustalW pode ainda ser descarregade de varios

sites na Internet, incluindo IGEMC {Institut de que
et de Biologie Mdleculaire et Cellulaire, B.P.163, 67404

Tilikirch Cedex, France; ftp://fte-igbme.u-strasbg.f

e o EBI {(ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/scftware/) bem como em

spelhados do EBI  {(European

t

— T g oy N v e . Il .
come Trust Genoms Campus,

Hinxton, Cambridge CB10 15D, Reino Unido). Para determinax

m
@]
[

identidade entre proteinas de aceordo com a inven

[$)]

3/



outras proteinas & preferida a wversido 1.8 do programa
informéticoe <ClustalW. Devem ser definidozs o0s seguinte

varametros: KTUPLE=I , TOPDIAG=5, WINDOW=5, PAIRGAP=3,
GAPOPEN=TIO, GAPEXTEND=0.05, GAPDIST=8, MAXDIV=40,
MATRIX=GONNET, ENDGAPS (OFF) , NOPGAP, NOHGAP. Fara
determinar a identidade entre, por exemplo, sequéncia de
nucledtideos das moleéculas de &cido nucleicce de acordo com a

-

invengdc e a seguéncia de nucledtidos de oubtras moléculas

de acido nucleico utiliza de a versdo 1.8
do programa informdtico ClustalW. Devem ser definides os

seguintes paridmetros: KTUPLE=2, TOPDIAGS=4, PAIRGAP=5,
DNAMATRIXMUB, GAPOPEN=I0O, GAPEXT=5, MAXDIV=40, TRANSITIONS:
imponderado Além disso, identidade significa que existe
equivaléncia funcional e/ou estrutural entre as moléculas
de &cido nucleico em questdo ou as proteinas codificadas
por estas. As moléculas de &cido nucleicce gue sic homdlogas
as moléculas descritas anteriormente e gue constituer

derivados destas moléculas assumem geralmente a forma de

)]

variagdes destas moléculas, que constituem modificacles que
executam a mesma fungioc bicldgica. Podem assumir a forma de
variacdes naturais, por exemplo, sseguéncilas  de  outra

espécies vegetals ou wmutagdes, sendoe possivel que estas
mutacdes tenham ocorrido naturalmente ou  tenham sido
introduzidas por mutagéness. Além disso, as variagdes podem

assumir a forma de sequéncias geradas sinteticamente. As

variantes decas tanto podem ser variantes naturals como
variantes produzidas sinteticamente ou variantes produzidas
pcr técnicas de ADN recowmbinante. Constituem uma forma

especial de derivados, por & as moléculas de acido

nucleico que derivam das moléculas de &dcido nucleico de
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acordo com a invencao devidoe a degeneracido do  oddigo

2 IR S e A T Ao a1 1 F e o 3
As proteinas codificadas peles diferentes derivados das
moléculas de 4cido nucleice de acorde com a presente

invencio partilham certaz carvacteristicas. Estas podem

incluiz, por exemplo, actividade kioldgica, especificidade

do  substrato, geso wmolecular
conformacdo & semelhantes e propriedades fisicas tal como,
por exemplo, o comportamentce de migracio em electroforese
2m  gel, comportamente cromatografico, coaficientes de

sedimentagioco, solubilidade, propriedades espechtroscdépicas,

egtabilidade, nivel dptime de pH temperatura dptima e
E k R r | &

U
]
¢
Q

intes. As propriedades preferidas de uma proteina R3
foram Ga pormenorizadas e aplicam-se analogamente neste

Caso

n . . . N . A 2 q S 2 i o~ oy ) ~ - o~ ~
As moléculas de acido nucleico de acorxdo com a inv QUVGC

podem ser guaisguer moléculas de 4cido nucleico, enm

particu moléculas de ADN ou ARN, or exemplc CADN, ADN
gendmico, mARN, atc., Podem ser moléculas

3

moléculas produzidas por método de recombina

ie sintese guimica. Podem ser moléculas de

H

contendo a cadeia cedificadora ou ndo cedificadora, como
moléculas de cadeia dupla. A further embodiment of the
present invention relates to plant cells according to the
invention and plants according to the invention, the
foreign nucleic acid molecule being selected from the group

consisting of

a) moléculas T-ADN que conduzem a um aumento da
expressdo dogene R3 devido a integracgdo no genoma da planta

(enderegamento de activagdao T-ADN);
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b) moléculas de ADN que incluem transposdes, que
conduzem a um aumento da expressao do gene R3
(enderecamento de activacdo transposao)devido a integracéo

no genoma da planta;

c) moléculas de ADN que codificam uma proteina R3 e que
estdo ligadas a sequéncias reguladoras gque garantem a
transcrigdo em células vegetais e conduzem a um aumento

numa actividade da proteina R3 na célula,

d) moléculas de acido nucleico introduzidas por meio de
mutagénese in vivo e que conduzem a uma mutagdo ou uma
insercdo de uma sequéncia heterdloga em pelo menos um gene
enddgeno, codificador de uma proteina R3, em gue a mutacao
ou 1insercdo provoca um aumento da expressao de um gene

codificador de uma proteina R3.

N

No  contextoe da presente invencgdo, podem também ser

Q

t

produzidas células vegetails de acorde com a invengdo e

antas de acordoe com a invengdo recorrends a técnica

E

conheclda por mutagénese de insercacs (artigo de resumo:
Thorneycroit et al., 2001, Journal of perimental Botany

593-1601) . No contexto da presente invengdo, a

po-d

(@)}

52 {361y,
mutagénase de insercgdo eressuple significar particularmente
a Insercdoc de transposdes ou ADN ditoe de transferéncia (T-

N
a

ADN) num gene ou na proximidade de um gene codificador de

uma proteina R3, em resultadce do que aumenta a actividade

de uma proteina R3Z na célula em questdo. Neste contexto, <s

nsposdes coden ambos ser aqueles que OCorrem

naturalmente na célula (transposdes enddgenocos) e ainda os
gue nao ocorrem naturalmente na célula mencionada mas sdo

introduzidos na célula por meic de métcedos de recombinacao,
& b

tal como transformacdo da célula, por exemplo {(transgosdes
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heterdlogos). O especialist egta familiarizado com a

o 5 ~ ¢ Ly v e o N -
sZo de genes por melo de transposdes.

Encontra-se uma sincpse da utilizagidoc de transposdes

aenddgenos e heterodlogos como fervamentas em biotecnologia

vegetal em Ramachandran e Sundaresan (20071, Plant

Physiology and Bioche

ingercio T-ADN baseia-se no facto de certos segmentos (T~
ADN) de plasmideos Ti de Agrobacterium poderem sey
integradas no genoma de células wvegetals. 0O ponto de
integragdo no cromessoma da planta ndo & definide, mas pode
cocorrer em gqualquer lugar. Se ¢ T-ADN se integrar numa
parte do cromossoma ou na vizinhanga de uma garte do

cromossoma que constitul uma fungd entdo este

Fh

facto pode conduzir a um aumento

7t

genética e
rtambém a wuma alteragdc na actividade de uma proteina
codificada pelc gene em guestdo. Neste caso, as seguéncias
inseridas no gencma (particulamente i —~ADN})

{a o 4 ey g o {73 N = Y at s ¢ NN T < v ~
distinguém-se devido ao facto de contere: que

conduzem a uma activacdc das ncias reguliadoeras deoum
yene (Yactivatin tagoing”).
Az células vegetals e plantasz de acordse com a invencgao

podem  ser produzidas  por wmelio do  metode desgignado

mplo, Walden et al., Plant

ot al., Plant Mol. Biol. 2¢

{1994}, 1521-1528}. Este método basela-se na activacgio de

R v SN " i~ gm o AN e - -~ ~ " . 3 e N 2 en
promotores endégencs por meio de sequencias
~ P 1 - p 4 PN S o~ . 354
ntensificadoras, tal como o intens promotor S

ARN do virus do mosaico da couve-flor ouw ¢ intensificador
da octopina-sintase.

*

No  contextoe da presente invencdo, o termo “T-ADN

-

activation tagging” pressupde significar um fragmento de T-
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ADN gue contém sequénclas intensificadoras e que conduz a

um aumento da actividade de pelo menos uma proteina R3 por

integracio no genoma de uma celula vegetal.
No contexto da presente Iinvencio, o terme “activation
tagging transpesdc” pressupfe significar um transposzic que

contém sgequéncias intensificadcocras e que conduz a um

aumento da de gelo menos uma proteina R3 por

5

o genoma de uma célula vegetal.

integre

2 ADN de

Numa concretizagdo adicional, moléculas d
acorde com a invencgio, que codificam uma proteina RI e gue
estdo ligadas a sequéncias reguladoras gue iniclam a

transcrigioc em células vegetals (promotores

D
@]
O

)
lon
N
Y
=
83}

um aumento numa actividade da proteina R3 na célula. Neste
contextc, as moléculas de acide nucleico de acordo com a

invengao estio presentes na orientacdo “rense”

relativamente &s sequéncias reguladoras.

Para expressar moléculas de nuclaic que

NP R Y " = 2y s 3 et o e st o e 3
codificam uma proteina R3, estas ag estdc ligadas
T e T TS T - v A ~ S ATV [ R D N1
rre ferencialmente a sguand ias de  ADN reguLladoras, gue

garantem a transcricdo em células vegetais. Em particular,

estas incluem promotores. walgquer promotor gue
estd activo em células vegetails & elegivel para expressio.
Neste contexto, ¢ promotoer pode zer escolhidoe, de forma gue
a expressaoc tem lugar de forma constitutiva ou apenas num
determinado tecido, NUma determinada etapa do

anto da planta ou num mon

to determinado por

influédneias externas. O promotor pode ger homdlogo ou

heterdlogo, ambos relativamente a planta e relativamente a

molécula  de scido  nucleico, Exemplos de promotores

adeqguadoes sdo o promotor do virus do mosaico da couve-flor
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1w literatura

al., EMEBO

J. 08 (1989), Z3-29) = podem ser trocadeos facultativamente.
Podem também estar presentes ssequéncias intrdo entre o

promotor & a regido codificadora.
podem  conduzir & expressido estiavel

aumentada em plantas

11832-1200; Lueshrsen,
225, 81-93;

12(4):89 §29; Rose
122 (Z)y, 53&5-542Z2; Vas
575-1579; ¥U et al.,
46 No. 6, Hhel-H69).

exemplo, © primelrc

gen

e da pd

-

- D ATy o
gene EPSPS

invencgé

50

(Callis et al.,

Estas

1987,

seguéneias i1ntrio

e a uma

Genes Devel.

and Walbkot, 1291 , MoI. Gen. Genet.
et al., 1597; Plant Journal.

and Beliakoff, 2000, Plant Phvysicl.
il et al., 1989, Plant Physiol. 91 ,
s C vol.

yiiuvkciqu

intr

primeiro
miiho; primeiro
deis primeiros

int

uéncias

extensamente

el

acordoe com  a

invengae podem  sex
o~ - ;o - L4 p,
Civacgao in situ”, em
oduzida acarreta uma

reguladoras dos  genes R3
enddgenos, © gue conduz a uma expressio intens
genes R3, A activacéc de um gene R3
preferencialimente opr mutagénese Yin vivo” de um prometor
ou de sequéncias intensificadoras de um gene R3 enddgeno.
Neste contexto, um promotor o Ama sequéncia
intensificadora, podem ser alterados através de mutagénese

de forma a que a mutagdc produzida conduza & uma exXpressio
acrescida de um gene R3 am ulas vegetails de acordo com a
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invengdo ou plantas de acordoe com a 1nvengio, em comparacido

=

o)
(n
(L
o
o3
it
[
b
X
OV
o
9]
0}
o
=
W
93]
T)
Q
([

com  a expre als de tipo

selvagem ou wlantas tipce selvagem. A mutacdce num promotor

=2
ou  sequéncia  intensificadora  pode também  conduzir &
de genes R3 em células vegetais de acordo com a

acorde com a invencgio nu

ou plantas de tipo selvagem. No contexte da presente
invengio, o termo Mgene R3Y  pressupde significar uma

moldcula de

cido nucleico (cADN, DNA) geu

: Es O 3 ~ S AN S
proteina K3, de preferé&nci

o

R N n - v e N~ -
uma proteina R3 de Arabidopsis

Durante o processo conhecido por “mutagénese in vive”
introduz-se um oligonuciedtido hibrido ARN/ADN
{(“guimeroplasto™) = células vegetals por neio de

de células wvegetais (Kipp, P. B. et al.,

no “sth  Internastional Congress of Plant

Molecular Biology”, 21 a 27 Setembro de 1987, Singapore; R,

A, Dixon aend €. J. Arntzen, relatdric do encontro

“"Metabolic Engineering in Transgenic FPlants”, Keystone

Symposia, Copper Mcuntain, Colo., USA, TIRTECH 15, (1887},

441-447; pedido de patente internacional WC 2515387Z; Kren

a2t al., Hepatology 25, ({19897}, 1462-1468; Cole-Strauss et

o (o R R C TRRQ e T Gy

al., Science 273, (19896), 138¢-1389; Beetham et al., 1992,
ar e o . X

PNAS g6, 8774-8778) . Una parte dos componentes do

oligonucledtide ARN-ADN & homdloga de uma sequéncia de
dcido nucleico de um gene R3 enddgenc, mas, em Ccomparacgio

com a segquéncia de acido nucleico de um gene R3 enddgenc

possui uma mutacdo ou cont uma recgliio heterdloga gue &

cercada por regides homdlogas. Em resultado das regide

@S

o

homdélogas do cligonucledtido ARN-ADN e da molécula de acide



eico  enddgena sujeltos a emparelhamento de Dbases,

ra o genoma de uma célula

um aumento da actividade de

T - Lie N P I Ty . A T T ] .
Todos esses métodos baseram-s2 na introdugds de uma

Acido nucleico estranha no genoma de uma velula

o
2.

molécula
vegetal ou planta e, por conseguinte, =idc basicamente
adeguados para a producido de células vegetais de acordoe com

a invencido e plantas de acordo com a invengéo.

~

Numa

preferida da presente 1invengao, as
moleculas de Acidoe nucleicos estranhas de acorde com  a
invencdc assumen a forma de moléculas de Acide nucleico

recombinantes, estando

acordo com a invencao,
peptideo de sinal de tal forma gque a

tradugio das moleécuals de acido nucleico

o
=3
&
&
st
2
"t
T
o
N
<
3
o
O
T

mencionadas dio origem a

A presente invencio refere—-se aidna, por consegulnte, a

geneticametne modificadas de acorde com a

invencgido ou plantas geneticamer cordo com

estranha

introduzida na e forma de

uma moeiécula de acido nucleico recombinante, saendoe a
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de szinal plastideo, de forma que a moléculade Aacido
nucleico reccombinante codifigue uma proteina B3 gue possui
um peptideo de sinal plastidec para alidm da sua seguéncia

de aminocdcidos codificadora.

No contexto

[®]
el
Q
T
=
D
&
O

ente invencio, a expreszio “molécula
de &cido nucleico recombinante” subentende significa
melécula de &acido nucleico gue, para além das moléculas de

5

acido nucleico de acordo com a

T
e

invengio. Neste contexto, a adicdo

=3

encionadas podem ser guaisguer szequéncias, de preferéncia

com a forma de seqguéncias reguladoras {promotoras, sginails

de ninacao, ntensificadorasy, com varticular
preferéncia a forma de reguladosa  que estio

activas em tecides vegetals, com particular preferéncia

sequéncias reguladoras gue eztdc activas nce tecido de

armazenadoras ae HINROTOIN

sdo  as sequénclas que codificam peptidecs de
resuitado da fusdo

icadoras da proteina,

invencio em compartimentos subcelulares {(vactolos

N o ey —f,jgf\« N ff\»~§1~r1WA P B R [ T
» Lastideos, MLTOCOoNAY1Ias, nuc.Leos, TeT1ICULOS
-] o~ 1 - P L N - ~ P [a s - I T
endoplasmaticos, varede celular) . ao egpeciaimente

3 -~ - N - -~ - 3 11 A -
importantes no contexto da presente invencdo as sequéncilas
- Vs -, N -
de sinal . Os

conhacem métodos de produgido de

ico recombinantes de acordo com a

invencio e inciuem métodos de recombinagdo ou



bioldgicos, tal a unido de moléculas de

)N

cido nucleilco

8!

7

sintese de novo

acide nucleico (ver, por

exemplo Sambrok et al,, Molecular Cloning, A Laboratory

Manual, 27 edicdo (2001) Cold Spring Harboury Laboratory

Press, Cold Spring Harbour, N.Y. ISEN: 0879695773, Ausubel
2t al., Short Protocols in Molecular Biology, John Wiley &
Song 5% edicido (2002), ISEN: 0471250929).

No contexto da presente invencdc, o termo “peptidec de
sinal plastidece” subentende significar um eptidec gue

acarreta a trangslocacido de uma proteina para o lumen de

plastidecs qguando o peptides de sinal faz parte da
seguéncia de aminocicidoes de uma proteina.

No gue se refers a expressdo em plantas das moléculas

P 4 2] R E P | P Ny K - ~E A T o
de Acido nucleico de acordo com a invengac, € poss ivel o em

{

principio, que a proteina zintetizada pCcssa egtar
localizada em qualguer conmpartimento da célula vegetal.

Fara consegulr a num compartimento especifico,

a codificadora deve, se apropriado, estar ligada com
zequéncias de ADN que garantem a localizacéao no

compartimento em questdo. Estas sequéncias sé&o conhecidas
(ver, por exemplo, Braun, EMBO J. 11 (1992), 3219-3227;
Sonnewald, Plant J. 1 (1991 ), 95-106; Rocha-Sosa, EMBO J.
8 (1989), 23-29, Neuhaus and Rodgers, 1998, Plant Molecular
Biology 38: 127-144), Neste casc, as sequéncias de sinal

.

da protelina de tal forma

que as segquéncias de acido nucleico fundidas do peptideo de
sinal e as codificadoras da forma proteica, em caso de
Transcricao, Uina eztrutura de leitura aberta {fusao
traducional) . Deste modce, apds a tradugdoc do ARN formado

pela transcriciao das sequéncias de acido nucleico fundidas,



& formada uma  proteina gue, para além da regido

-2 TP UG QK S, I
icadora da proteina, poszul um peptideoc de . Em
principic, qualguer seqguéncia de sinal gqgue garanta a

imgportagdoc de  proteinas com  codificagdo  nuclear em

ol ada como sequéncia de sinal
ol sabe como obter as seguéncias de

sinal plastidicas. Deste wmcede, por exemplo, €& possivel

- &

programas informatices (1999, Emanuelsson =t al.,

-~ . ey o g Q - o o i
Frotein sScience o3 2

para analisar sequénclas
proteicas codificadoras para detectar a presenga de uma
sequéncia de sinal plastidica. Cs programas informaticos
gque executam estas andlises estdo ambos disgonivels no

comércio & a0 cublico riAa internet {por exemplo;
http://www.chs.dtu.dk/services/ChloxroP/). Por exemplo, é
possivel utilizar a sequéncia de ginal plastidica da

ferredoxina do espinafre:NADP+ oxidoreductass {FNR}. Este

sinal incliui a regifoc néo traduzida 57 e a gequéncia do
veptideo transit de flancoe do cADN da proteina plastidice
da ferredoxina:NADP+ oxidoreductase (ENR} do  esplinafre

{(nucledtides -171 a +165; Jansen et al., Current Genetics

13 (1988, 517-522). Além disso, € possivel ut izar, por

exemplo, o peptideo transit da proteina cerosa do muilho
mals o©os 34 primeircs aminocdcidos da proteina c¢ercsa do

milho madura (Klosgen et al., Mol Gen Genet. 217 (1289,

155-1¢61) como seqgu

am diszso, &

também possivel utilizar o pe da proteina
cerosa do milhio (ver acima) sem oS 34 primeiros
aminoacides da proteina cercsa madura. A utilizacdao das
seguintes sequéncias de sinal plastideo é também fazivel:
sequéncia de sinal da subunidade pequena da ribulose

bifosfato carboxilase ({(Wolter et al., Proc. Natli. Aacad.
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Sci. EUA 85 (1988), 846-850; Nawrath et al Froc. Natl

= . s 21
Acad. Sci. EUA 91 (19294), 12760-127¢4); seguéncia de sinal

(1995), 324-332); saqguécia de sinal glutationa reductase

{(Creissen et al., Plant J. & (1995), 187-175), sequéncia de

é&ncias

separadas umas das

egpacador. As seguéncias de

1 = - T N laNe] o e S5 ANDL 1 " —
exemplce, na EP 0B0E209 o EP 0924299, US 5,510,471y,
Surpreendentemente, constatou—-se que as células

vegetals de acordo com a invencdc e piantas de acordo com a
invencido sintetizam um amido modificado em comparas
amidoe das células vegetals de tipe selvagem ou plantas de

tipo selvagem correspondentes que ndo foram geneiblcament

(D

As células vegetais de acordo com a invengdoc e plantas

5

de accordo com a invencdo sint

izam um amide modificado

cuias caracteristicas fisico-quimicas, em particular cujo

o amido sintetizade em cdliulas vegetails de tive

antas  de tipce selvagemn, sendo  mais

cas. A presente invengédo

Ci
o
—
o
Qs
0]
A
e
1
a
T
¢t
-
011
-y
@
Q
C
9]
=
&
@]

com a invengdoc e plantas de
acordo com a invenciéo sintetizam um amido modificade en

comparacdc com amido das células vegetals de tipo selvagenm
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P oy e s ene -3 oy [ e oy ] oy e N Y N e e 2t G N = N ey o~ e 55 TN e s
ou plantas de tipo selvagem correspondentes gue ndo foram

icadas.
No  contexto da presente invencdco, o termo Yamido

modificado” significa que o

caracteristicas fisico-guimic
modificado, obtido de celulas vegetals de tTipo selvagem ou
plantas de tipo selvagem correspondentes.

Noutra concretizacdo da presente invencido, as células
vegetals de acorde com a ilnvencac ou plantas de acordo com
a invencgdo sintetizam um amido cujo teor de fosfato de

amido € aumentoadoe em <o mpara com o amido isclado a

[
-
o
O
3
y
>

partir de celulas vegetais de tipo selvagem ou plantas de

Tipo selvagem correspondentes,

CL aescrita uma varielade

23 s b e ey o oy e 2R - oo PR e | .-
determinagido da guantidade de

de amide € efectuada de preferéncia

por melic de utilizande os métodos descritos por

<A Sam

2MUES W

van & Jane (1996, Cereal Chemistry 73, 702-707}.

n

A invencg

$¥

10 refere-ze ainda a plantas geneticamente

(

modificadas, compreendendo céliulas vegetais de acorde com a

o

invengido. Estas plantas gpodenm

células vegetais de acordo com a

ol 4 4 : b i

Em principic, as plantas de acordo com a invencgdo podem

ser plantas de gualguer espécie vegetal, isto & tanto

monocotileddéneas como dicotileddneas. De preferéncia séo

plantas uUteis, isto € plantas que sdo cultivadas pelo homen
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para finsg alimentares ou réc

NiCos, em

de acordo com a invengio

& uma planta armazenadora de amido. No contexto da presente

invencio, o Termo Yplantas armazenadoras de amido’
significa tcodas as plantas com partes gue contém um amido
armazenadce, tal come, por exemplo milho, arroz, trigo,

. : . o

centelo, avela, cevada, mandioca, Dbatata, sagu, feijio

invengio, o termo “batateira”
a3 vegetals do genoma Solanum,

cras de tubercsas do género

LW

invengao, o termo “planta do

do genoma Tr

vlantas

cm plantas do

Triticum, particularments

origindrias de  ThibridagdHes com

Triticum, <com particular preferéncia

No contexto

L
&
—

3
[
[
(T
]
it
0
[ure
o

A
e
©
—
-

2
o
9]

-
]
+
o
-
=3

milhe” significa espéeclies vegetals do

particular espécies vegetals do  género Zea, que S&0

utilizadas na agricultura para fins omerciais, com
particular preferéncia mais,

(1
o
-
j$3}
73
f-@
[¢)
O]
0]
)}
ot
o
l..l
]
<
16}
)

Ce
armazenadoras de amido da familia de acordo com
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Estas plantas assumem especialmente de preferéncia a forma

de plantas do milho ou tri

O

O.

A presente invengido refere-se também a material de
propagacido das plantas de acordo com a invengido, contendo

N

1L da invengéao,

)]

uma célula veget

Q

(

Neste casce, o termo "material de propagacgdo” inclul os

constituintes da planta qgue sio adeguado

Croducao

de descendéncia por melos vegetativos ou
rades  a  propagagdaoc de plantas sac as estacas,

calos, rizomas, tubérculos. Outro material de

inclul, por exemplo, frutos, sementes, rebentos,

protoplastos, culturas de

propagagdc ¢ de preferéncia tukérculos e com especial

preferéncia

com endoesgerma. Noutra concretizagao, a

rebentos ou
tubérculos, em que estas partes que podem ser colhidas

8]

contém células vegetais de acordo com a invengao,

A presente invencao refere-se também a um método de
geragao de plantas geneticamente modificadas de acordo com

a invencgao, em que

a) uma célula vegetal ¢é geneticamente modificada,
conduzindo a modificacdo genética ao aumento da actividade
de uma proteina R3 em comparacdo com as células vegetais de
tipo selvagem correspondentes, qgque nao foram geneticamente

modificadas.

b) uma planta é regenerada a partir de células vegetais

da etapa a);
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c) e, se apropriado, sao produzidas mais plantas com

ajuda das plantas de acordo com a etapa b).

Relativamente & modificagdo genética introduzida na

acordo ¢om a a), esta podera em
z forma de qualguer tipo de modificacgéo

gue conduza a um aumento da actividade de uma proteina K3.

As plantas podem s&r reg de acordo com a etapa b)

s 1 " & - - ~ - N Wt ool
orrendo a metodos conhecidos GO espellal

i

{por exemplo descrito em  YPlant Cell Culture

Protocelis®, 1999, ed. Por R. D. Hall, Humana Press, ISEN -

A gerac¢ido de mais plantas de acorde com a etapa <) do
métode de acordce com a invengdo pode ger efectuada, or

exzemplo, ©wor melio de propagagic

utilizando estacas, tubdrculos ocu por meio de cultura de
calos e regeneracdo de sexuada.

Neste contexto, propagaca ialmente

em condigdes controladas,

caracteristicas particulares gido hibridadas e propacadas
entre si. A selecgdo ocorre preferencialmente de modo a que
lantas cobtidas de acordo com a etapa <) incliuam a

modificagdo genética que fol introduzida na

é
&

concretizacidc preferida do métoede de acorde com a

invencido para a geracac de uma planta gensticamente

Wil

modificada, a modificacio genética de uma célula vegetal na

a a) conduz a um aumento da actividade de uma gproteina

R3 em plastidecs da célula vegetal mencionada, em

t

x‘\

eos de ceéelulas wvegetals de fipo
selvagem que ndo foram geneticamente modificadas

correspondentes.



~ oo R -~ N 4 3 J o~ - - AN v et Ve -
Noura concretizagio do método de acordo com a invencgdo,

a modificacdc genética consiste na introdugdoe no genoma da
calula vegetal de uma melécula de acide nucleico de acordo
com a invengdc  ou  uma molécula  de  &cidc nuclelico
recombinantes de acorde com A invencgao, onduzindo a

presenca da molécula de acide nucleico estranha mencionada

a  uma

maicr actividade de uma proteina R3 na célula.

invencido, a modificas
uma molécula de Acido nucleico estranha no genoma da célula

de acido nucieico estranha

vegetal, codificando a

uma Prots

Noutra concratizacao do de acordc com a

invencio, a
uma molécula de dcido nucl
vegetal sendo a molécula de

molécula  de  Acide nucleico

seguéneia de Acide nucleico

codificadoras de um peptidec de sinal plastideo, de forma

Noutra concretizacdc, o método de acordo com a 1nvengao

para a geragido de uma planta geneticamente

acordo com a invengdc para a geracgio de

olantas armazenadora de amido.
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Noutra concretizagdo, o método de acordo com a Iinvencio

3

& utilize

Q

8]

do para gerar plantas da batata, do miiho ou trigo

3 ) .
de aCorda Com

83}

invengao,

Noutra concretizacdo do método de acordo com a
invencgéo, a molécula de acido nucleico estranha

e ‘seleccionado do grupo constituido por

a) moléculas de 4cido nucleico que codificam uma
proteina com a sequéncia de aminodcidos especificada na SEQ

ID N° 2 ou na SEQ ID N° 4;

b) moléculas de &acido nucleico codificadoras de uma
proteina que inclui a sequéncia de aminoadcidos, codificada
pela insercdo no plasmideo pIR138-210 ou a insercdo no

plasmideo pIR139-210;

c) moléculas de 4&cido nucleico qgue codificam uma
proteina com pelo menos 60 % de identidade com a sequéncia
de aminoédcidos especificada na SEQ ID N° 2 ou na SEQ ID N°

4;

d) moléculas de &cido nucleico codificadoras de uma
proteina cuja sequéncia tem uma identidade de pelo menos
60% com a sequéncia de aminoéacidos, codificada pela

insercdo no plasmideo pIR139-210;

e) moléculas de &cido nucleico que incluem a sequéncia
de nucledétidos da SEQ ID N° 1 ou da SEQ ID N° 3 ou uma

sequéncia complementar;

f) moléculas de 4cido nucleic que compreendem a
sequéncia de nucledtidos da insercdo presente no plasmideo

PIR138-210 ou no plasmideo pIR139-210;
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g) moléculas de &acido nucleico que tém uma identidade
de pelo menos 70% com as sequéncias de 4&cido nucleico

descritas em a), b), e) ou f);

h) moléculas de &acido nucleico que hibridam com pelo
menos uma cadeia das moléculas de acido nucleico descritas

em a), b), d), e) ou f) sob condicdes restringentes;

i) moléculas de 4cido nucleic cuja sequéncia de
nucledétidos se desvia da sequéncia de moléculas de &cido
nucleico mencionadas em a), b), e) ou f), em resultado da

degenerescéncia do cddigo genético e

J) moléculas de acido nucleico que constituem
fragmentos, variantes alélicas e/ou derivados das moléculas
de &4cido nucleico descritas em a), b), c), 4d), e, f£), g),

h) ou 1i).

Noutra concretizacdo do métode de acordo  com A
invencgao, a molécula da acido estranha
e ‘zeleccionado do grupo constituido por

a) moléculas T-ADN  gue onduzem a um  aumento da

exgressdo dogene B3 devido & integracdc no genoma da planta

{enderegamento de activagaco T-ADN);

by moléculas de ADN que incluem transposdes, dgue
conduzem a fhil aumnento da exXPressio co gene R3

¢ . R . R = e P = [P R 2 e e ey e SR
{enderecamento de activagic transposdoco)ydevido a integracio

no genoma da planta;

¢}y moléculas de ADN gue codificam uma proteina R3 e que

[62]

esté&c ligadas a seguéncias  reguladoras que  garantem
{iniciam) a transcrigic em células vegetals & conduzem a um

aumento numa actividade da proteina R3 na célula,



dy moléculas de adcido nuclelco introduzidas por meio de
mutagénese in vive e gue conduzem a uma mutagdo ou uma

insergdc de uma sequéncia heterdéioga em pelo mencs um gene

enddgeno R3, em que a mubagdc ou insergdc provoca um
aumento da expressio de um gene R3.

Noutra concretizacdo do meétede de  acordo com o a
invencio, a molécula de Acidoe nucleico de acordo om  a
invencic € w molécula de Acid nuclel o recomplnante,

&dcido nuclieico recombinante, em que uma sequéncia de acido

1 avte \ £ 5 -~ e e L Ty " 3 3
nucierce codificadora e proteina R3  esta  fundida a
sequéncias de nucleico <o de um peptideo

de sinal plastidec, de forma gue a wmceidcula de cido
nucleico recombinante codificue uma proteina R3 que possui

um peptideo de

além da sua seguéncia

. .
de aminocacidos codificadora.

{
il
n}
16)]
c
j$3]

Noutra concretizagdo, a presente invencdo re
um métedo de acordo com a invengdo, em gue a planta

geneticamente modificada

um amido gue é

nac foram geneticamente modificadas.

invencido, as plantas de accrdo com a

83
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em

comparagiao com ¢ amido isolado a de células vegetails

de Lipo selvagem Ol plantas da tipc selvageanm

A presente invengdo refere-se ainda a plantas gque poden

ser obtidas por meio de métodoes de acordo com a invengio.



partir de células vegetais de acordo com 2 invengdo e
plantas de acorde com a invencao, poessuldoras de  uma

actividade aumentada de uma proteina R3 nog plastideocs

o)
~
T
i
0
oo
s
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sintetizam um amido modificado. Em particular, a

amide nos amidos de acordo

Com  a  1nvencao  pProporcicns a30s amidos caracteristicas
1 P P O e T 3= E - oy = oy SE] J - o .
surpreandentes e vantaiosas., Em resultado da maior

tidade de fosfate de amido, o0s amidos de acorxdoe com a

invencio suportam uma maior guantidade de grupces Com Cargas
que afectam significativamente as caracteristicas

funcionais do amido. ¢ amido gue
funcionails carregadogs &  partilcularmer

indd

-

stria do papel, conde & utilizado para

papel. que
O3 13 &
particularmente rocao  de cores, tal

como, talis como, tinta, intas de impressac e oubras.
A invencgao refere-gse tambénm a amidos

modificados gue sdo obtidos a partir de células vegetals de
acordoe com a invencdo € plantas de acordo Ccom a 1nvengaon,

de material de propagagas de acorde com a2 1nvencace ou de

part de plantas gue se podem colher de acordo com &

invencio.
Noutra concretizagdo, a presente invencac refere-se a
amido modificado de  acorde com a invencgdc de planta

Pa

a a de amido da

familia {sisteméatica) das poaceas, com varticular



ainda a um método de

lo com a linvencgéoe, de
material de propagagdo de acordo com a invengdoc desta:

de

o

plantas e/ou de parte

o]
U ]
5y

©
planta de acordo com a invengdo, de preferéncia de partes

armazenadoras de amido de acordo com a invengdo, desta

az ou partes de plantas &/cu o

prlantas antes da extragac do

amido e ainda, om particular preferéncia, a etapa de

de acordo com a invengio antes da

Us métodos de extraccio do amido a partir de plantas ou
de plantas armazenadoras do amido gao conhecidos dos
especialista na  Técnica. Aléem  disso, o5 me & o de

extracgas do  amido 3 artic de diferentes plant

<
il

8]

armazenadoras de amido por exemplo em Starch: Chemistry and

Technology {(Editores: BeMiller and  Paschall

{1994y, 23 edigan, Academic Press Inc. London Ltd; ISBN 0-
2-746270-8; ver por exemplce capitulce XII, pégina 412-468:
Maize and Starches: Manufacture; por  Watson;
capitulo XII, pagina 46¢8-479: Tapioca, Arrowrcoht and Sago

Cereal Chem. 73 (19%6), 5H4-57, a extraccdao do amido de



milho a uma escala industrial € geralmente efectuada pelo

Vrocesso designado “moagen jelea via numida”™) . 08
dispositivos vulgarmente utilizados em Processos de
extracgas de amido a partir de material wvegetal sdo

separadores, decantadores, hildrociclones, pulverizadores de

3 o~ v e o i - + ~ T B -t . e e W - pate -~
No contexto da presents invengido, ¢ tearmo vartes

amide” significa as partes das plantas

amide como depdsitce de sobrevivéncia por

folha., As partes de plantas armazenadoras de amido

C amido modificado ckide por um meétodoe de acordo com a
invengido, para a produgic de amido modificade é também um

assunto da presente invencio

Noutra concretizacdce da presente invengao, o0s amidos

modificados de acordo com a invengido sio amidos nativoes.

No contexto da presente invencio o termo “amido nativoe”
significa que ¢ amidce ¢ isolado de plantas de acordo com a

invengao, plantas gue se podem colher de acordo com a

invencio, partes armazenadoras de amido de acordo com a

invengao ou ~aevial de propagagio vegetal de acordo com a

invenciZo por meio de
na tecnica. Outro assuntce obijecto da gpresente 1nvencio

reside na utilizacdo de células vegetais de acordo com a
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invengiao e plantas de acordo com a invencio para a produgdo

amidos de acordo com

Por consegulnte, a presente invencio refere-se também a

umn amido  derivado, em  que se deriva

amido modificade de acordo com a invencgio.

c20, © termc “amido

derivado” pressupde amido modificadeo de

acordo com a invengao, cuias caracteristicas foram
H - N ~ b
alteradas depois de 1isco
maic de metodos gquimicos, enzimaticos, térmices O

mecanicos.

Noutra concretizacio da preszente invengado, o amide

derivade de acordo om a invengd8c € um amido gue foi

4 F o A
YIMACO 2£/,0U aCloo.

cutra concretizacga os amidos derivados zdc éteres de

Cy

.

amido, em particular alguil éter de amido, éteres 0O-
aliilicoes, étares hidreoxialquilicos, éteres O

carboximetilicos, éteres de amido contendo azoto, &teres de

amido contendo ou éteres de amido contendo enxofre.



Noutra concreti derivados si8o0 amidos

[
-
.
9]
~
n
4]

1G]

reticuladoes

Noutra concretizacco, os amidos derivados sdo polimeros

de enxerto de amidos. Noutra concretis

derivados zido amidos

Noutra concretizacdo, os amidos derivades sdo ésteres

-3 s - BRI Ny T Y eme e ey N J s - N T €7 N e s

e AmMido, em j&ls articular esteres ae AMLdO que foram
vl 3y e Ny 3 A

INTIrocuz1laos ne 2Miao

xantato, acetato ou citrate de amido. -
Os

adeguadoes na induastri

A

farmacéu

amidos derivadeos de acordo com a

dos

resumo  da produgdo de amides derivados, por exemplo em
N N 3 v ey T “ g QST N PR aa
Corn, hemistry and Technology (1987, eds. Watson n

Ramstad, capitulo 186, 478-49%). © amido derivado obido por
um meétodo de acorde com a invencdoc, para a producido de

amido derivado £

um assunto da presente invengdo. A

de amidos derivados de acordo com a invengic

para a producio de amido derivado é também um assunto da

As  partes armazenadoras de  amido de plantasgs séo

transformadas em farinhas. 0Oz exemplos de

farinhasz, por exemplce, tTubérculcs da batateira e grios de
plantas . Para produzir farinhas a partir das

plantas cerealiferas, moi—-se & peneira—-se o0s graocs gue



contém endosperma destas plantas. 0 amide &€ o principal

por meio

das partes

farinha em

se podem colher de acordo com a 1nvengao tém, por

conseguinte, modificadas. As

caracteristicas das farinhac odem  também =zer afectadas

com caracteristicas diferentes.

o

FPor conseguin

T
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invenga
farinhas gue contém um amido de acordo com a invengdo.
A presente invencgdo refere-se também a farinhas que gi

processadas a partir de vegerbais de acordo com a

invencio, wplantas de acord: com A lnvengd&o, partezs de
plantas armazenadoras de amido de acords coem 3 invengdce de

material de propagagdo de acordo com a invengio ou de



sartes de plantas que se podem colher de acordo com a

armazenadoras @ um grio gue contenha endosperma.
Preferencialmente, oS tubérculos S&0 tubérculos da

{sistematica) das poaceas, com particular preferéncia os

grios s&o origindrics das plantas do milho ou trigo.

o
9
&)
_'§
=
v
8
(]
®
=

Em resultade do amido com um teor de fosfato modificado
pregente, as farinhas de acordo com a invengdo distinguem—

ente

P
alimentar, a produgdo de  yprodutos de
panificagao.

A presente invencao refere-se ainda ao matodo de
producio de  farinhas, incluinde a etapa de moagem de
células wvegetails de acorxdo com a invengdo, plantas de

invencido, partes de plantas armazenadoras de amido de
acordo com a invencdo, de material de propagacgido de acordo
com a invencdo ou material gque se pode colher de acordo com

a

As farinhas podem ser produzidas pox

part

—h
Y
*\
i
]
;_/
2
6]

.

especial na técnica sabe como
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preferéncia, um método de produgdo de farinhas incluil ainda

rilantas e/ou o

armazenadoras da
varticular preferéncia a etapa de cultivo das plantas de

acordo com a

nvengiao, ¢ termo Ypartes de

B PN ey g amy e ke o . A
todas ag partes de uma

>, o método

de plantas

] = 11 3 ~ PP I o~ N - Sy = 3 4 -
de amidoe de acordo com a invencgdo, de material de
propagacio de acordo com a invencdc ou de material de

acordo com a invengao gus s2 pode colher antes da moagem.

Neste contexto, o processgamento pode ser, por exemploe um

tratamento termice e/ou  secagem. O tratamento térmico
seguidce de uma secagem do material tratadce termicamente &
utilizadoe, por exemglo, para a produgido de farinhas a

armazenadoras ou tubérculos, tal como, pox
los de batata antes do que tem lugar a
de acordo com a presente invencio, partes

enadoras de amide de acordce com a inveng

)
[VIH
O

de material de progagagdo de acorxdo com a invengao ou de

material de acordo com a invengao gue se pode

da moagem constitui ilgualmente um processamento para oS
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repraesenta  também um processamento antes da moagem  em
termos da presente invencao.
Uma outra concretizacgdo da presente invengdo incluil o

método de rinhas apds a wmoagem de um produto

Por exemplo, © materi moido pode

™
b

O

mecagem, pPor exempl: ara produzir

by
Qo
[
-

D
gt
s

o))
w
N

cado refere-ze ainda a utilizacgdo de

celulas vegetals de acorde com 2 1invencio e yplantas de

acerde com a invengdo geneticamente modificadas ara a
producdo de farinhas. Outro obijectivo da presente invengio

consiste em proporcionar melos, tal como, por exemplo
meléculas de ADN, para a geragdco de células vegetais de
acordo com a invengdo £ pvlantas de acordo com a invencao,
gue sintetizam um  amido wodificado em comparacgdo ocom

células vegetals de tipo selvagem modificadas ou plantas de

tipoe selvagem que nac foram geneticamente modi

Assim, a presente invengdo refere-se também a moléculas
de 4cido nucleico codificadoras de uma proteina com a
actividade enzimdtica de uma proteina R3, seleccionadas do

grupo constituido por

a) moléculas de 4cido nucleico que codificam uma
proteina com a sequéncia de aminodcidos especificada na SEQ

ID N° 2 ou na SEQ ID N° 4;

b) moléculas de 4&cido nucleico codificadoras de uma
proteina que inclui a sequéncia de aminoacidos, codificada
pela insercdo no plasmideo pIR138-210 ou a insergdo no

plasmideo plR139-210;
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c) moléculas de 4cido nucleico que codificam uma
proteina com pelo menos 60 % de identidade com a sequéncia
de aminodcidos especificada na SEQ ID N° 2 ou na SEQ ID N°

4;

d) moléculas de &cido nucleico codificadoras de uma
proteina cuja sequéncia tem uma identidade de pelo menos
60% com a sequéncia de aminoéacidos, codificada pela

insergdo no plasmideo pIR139-210;

e) moléculas de &cido nucleico que incluem a sequéncia
de nucledtidos da SEQ ID N° 1 ou da SEQ ID N° 3 ou uma

sequéncia complementar;

f) moléculas de 4cido nucleic gue compreendem a
sequéncia de nucledétidos da insercdo presente no plasmideo

PIR138-210 ou no plasmideo pIR139-210;

g) moléculas de Aacido nucleico que tém uma identidade
de pelo menos 70% com as sequéncias de &cido nucleico

descritas em a), b), e) ou f);

h) moléculas de &acido nucleico que hibridam com pelo
menos uma cadeia das moléculas de acido nucleico descritas

em a), b), e) ou f) sob condicdes restringentes;

i) moléculas de 4cido nucleic cuja sequéncia de
nucledétidos se desvia da sequéncia de moléculas de &cido
nucleico mencionadas em a), b), e) ou f), em resultado da

degenerescéncia do cddigo genético e

J) moléculas de acido nucleico que constituem
fragmentos, variantes alélicas e/ou derivados das moléculas
de &4cido nucleico descritas em a), b), c), 4d), e, £), g),

h) ou 1). 2az moléculas de &cido nuclelicoe de corde com a

Qi
(@]



invengio podem ser derivadas, em principio, de qualquer

amente com  pelo menos uma wmolécula de acldo

de acorde com a invengao. No presente contexto,

gue codificam uma
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proteina de acor

adcido nuclelco que oukbras proteinas. En

nucleico que hibridam com transcrices de moléculas de

~ 3 - e P < Py By g BN PR +
acido nucleico de acordo com a nvengad =, POor CO“S@bUJ_[l', =3

podem impedir a traducgdo destas
dcido nucleico gue hibridam especificamente com moléculas
de &cido nucleico de acorde com a invengdo podem ser, por

exemclo, comgonentas de construigd:

antisense, construgdes

CiO“SU.‘Qf@SS?B.O ou ribossomas ou podem

"‘h

niciadores para a amplificacd

¢}

1

UJ
'«'}

pox

meic de PCR,

A presente Iinvencao refere-se preferivelmente a uma

molécula de  &cido nucleico

az seguéncias de
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eico recombinante codifica uma proteina R3 gue, para

além da respectiva seguéncia de aminocdcidos codificadora,

compreende um peptideo de sinal plastidec.
Uma outra concretizaca de moléculas de acido nucleico

reconmbinantes de acordo com a invengdo € constituida por

vectores, em particular plasmideocs, cosmideos, VIrus,
pacrteriofagos & oubros wvectores comums em  engenharia
genética gue contém as moléculas de Acidoe nucleico de

acordo com A  ilnvencao descritos anteriormente. Noutra

concretizagdo, as moléculas de Aacido nucleico de acordoe com

que

Lam A

-iotas. Em zimultaneo, 0 Termo

nucleico de acorde com a invencido podem estar presentes na

reguladoras

~

Az sequéncias reguladoras para expressio em organismos

ot
Qb
Ui

e em crgan i8mo SUCariot

literatura, em particular

aguelas para expressao em levedura, tal como Saccharomyces

cerevisiae, por exemplo. Encontra—-se 3 rESUMO dos

ferentes sistemas de expressio para proteinas en
diferentes organismos hospedeiros, por exemplo =2m Methods
in Enzymology 1503 {1287}, 383512 e em Bitter et al.

{(Methods in Enzymology 153 (1987), 516-544).

[

Um outro assunto da presente invencio € uma célula

—~ P A i~
AY1I0Ta ou

hospedeira, em particular uma célula  pro

cucariota gue € geneticame:

{
A
)

modificada com uma molécul

o
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de acido com  um

[ o o
velior & el valdacs

modificacdce genetica de acordoe com a invengdo.

cerevisiae, Agaricus, 1n particular Agaricus bisporus,
Aspergillus, Trichoderma} bem como célilulas vegetals ou
animais. No pressnte o  termo Ttransfcrmadoe”
as de acordo com a
modificadas com  uma de acido

de acordo com a invencdo na medida em gue contém
pelo menos uma molécula de acido nucleico de acorde com a

presente 1lnvengado para a

ém do seu genoma natural. Esta

o
G
D
9}
Q3
o,
[$3N
Q
P
(@]
G

ucleice de acorde com a invenciZo pode
ancontrar—-se presentea livremante na célula,

facultativamente comoe molecula auto-replicante, ou pods

P VT Y 3 2 ey ey
rada de  forma

no  genoma  da

microeorganismos. Para <s fins do

acorde com a invencgdo
¥

is. Em principio, estas podem

gser células vegetals de qualguer espécie vegetal desejada,

¢ monocotileddneas como  dicotileddneas. De



Ao plantas dUteils, dsto € plantas gque sdo
cultivadas pelo homem para fins al
rarticular industrials. A presente inven:

. p
ia a células

e vplantas de plantas

armazenadoras de  amido

aveia, cevada, mandioca, Dbatata, sagu,  feijdc  mungo,
ervilha ou scorge), de preferéncia ceélulas vegetals da

de preferéncia céluals vegetals de plantas da

{sistemdtica) das poaceas, sendo esgpecialmente
preferidas células vegetals de plantas do milho ou do trigo
A presente invengidoc refere-se tamosm a composicdes contendo
uma molécula de acido nucleico de acordo com a invencgdo,

de acordo com a

ico recombinan
invengde ou um vector de acordoe com a invengidoc. S0

preferidas as compoesicdes de

ordc com a presente invencao

0]
o
O

contendo uma molécula de &acido nucleice de acordo com a

engido, uma molécula de acido
acordo com a invencido ou um vector de acordo com a invengao
preferivelmente a forma de uma calu

celula

hospedeira, isto @ estd localizada

da  c¢élula hospedeira gue estd

citoplasmatica.

U outro aspecto das composigdes de acords com  a

invengiao a composigdes gue podem ser utilizadas

para gervar células hospedeiras de acordo com a invengdo, de

]

prefe &o de célulaszs wvegetals de zcordo

5
(s
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uma composicdo contendo uma molécula de acido nucleico de
acordo com a invencd&o, uma molécula de 4&cido nucleico
recombinante de acordo com a invencdo ou um vector de
acordo com a invencdo e um veiculo Dbiolistico gque ¢é
adequado para a 1introducdo de uma molécula de 4&cido
nucleico de acordo com a invencdo numa célula hospedeira.
Oz  welculos biolisticces preferidos séo articulas de
tugnsténio, Qurc ou materiais sintéticos. Uma outra
concretizacdo de composicgdes de acordo com a presente

invencio refere-:

0]
[ty
Q

composigdes contendo uma molécula de
dcidoe nucleicoe de acorde ceom a invencdce, uma molécula de
acido nucleico recombinante de accerde com a invencgido ou um
vector de acorde com a invencdoc & uma célula evgetal & um
meio de cultura sintétice. Para alé
nucleico de acorde com a invengas,
maio de cultura sintético, estas

também polietile

ncdoe existe fora da célula vegetal, isto @
fora da parte interior da céelula wvegetal
lvida pela membrana citoplasmatica. Os

técnica conhecem meina de cultura

S&C adeguados vara a cultura e/ou
transformacéce de células vegetails, gque sio adeguadamente
descritos na literatura. Existem também muitos wmeios de
cultura sintéticos diferentes disponivels no  comércio

{por ezemplo DUCHEFA RBiochemie B.V.,

Uma outra concretizacgdo das composigdes de acordo com a

invengido refere-se a composi¢gdes gue siao utilizadas para

O
)]
ST
9]
l. 3
Q.
O
[&)]
bl
[
l__.l
=
e
(9]
Q.
(@)
o3}
9]
@)
)
L4
O
)
O
3
s
]
3
D
]
Q]
Wt
O



Fara além de uma molécula de dcido nucleico de acordo com a
invencio, uma wolécula de 4cido nuclielico recombinante de

acordo com a invencdc ou um vector de acord

O
O
(]

2 invencio

estas comgosigdes inciluem preferivelm:

de Acide nucleico, em particular moléculas de Acido

nucl origem vegetal gue podem estar presentes scb a
forma de ADN gendmico, mARN ou clones no que € conhecido

come biblioctecas de ADN. S&Eo vreferidas as pibliotecas de

ADN gue existem em cosmideos, fagemideos, YACs ou BACs. As
pibliotecas de ADN podem incluir tante ADN gendmicoe como

CADN., As molécy de 4dcido nucleicoe de acordo com  a

invengio, as moifculas de &cido

inantes de

weordo com a invencdo ou vectores de acordo com a invengao

v N ed oy 3~ LT =
como scncdas  de hibrida a0

Um outro assunto objecto da presente invencao consiste

em proteinas seleccionada do grupo constituido por

a) proteinas que compreendem a sequéncia de aminoacidos

especificada na SEQ ID N° 2 ou na SEQ ID N° 4;

b) proteinas que estao codificadas na regiao
codificadora do ADN inserido no plasmideo pIR138-210 ou no

plasmideo pIR139-210 ou

Q

c) proteinas com pelo menos 60 % de identidade com a
sequéncia de aminocdcidos das proteinas citadas em a) ou b).

A presente invencio refere-se ainda a uma proteina de

ordo com a invencdc com um pesce molecular entre 120 kDa a

)
p

o3
t
)
P 3
[
)
o5
lww]
0

ac
145 kDa, de preferéncia 2 140 kDa, com
egpecial praferéncia entre 125 kDa @ 140
particularmente preferencial entre 130 kba e 133 kbDsa,

derivada da aminocidcidos.




Uma outra concretizacio da presente invencdo refere-se

a uma proteina de acorde com a invengidoc gque tem um
fosfo-histidina.

Noutra concretlizagio, a presente invengdo refere- a

proteinas com actividade de foszsforiiacdo de amido, em gue a
eroteina codificada tem pelo mencs 70%, de preferéncia pelo

menos 84%, preferivelmente pelo mencs 20% = com especlal
L G

N e LY e N - - \ N v Oy i Q. ] 3 ] N N I . - o AT LN
preferéncia pelo menos 92% de identidade com a sequéncia de

amincacidos da SEC ID NO 2 ou SEQ ID NO 4 ou com a

sequéncia de aminoédcidce de uma proteina R3, codificada pela

plasmidec pIR1Z3-210 ou pela insergido no

Uma cutra concretizagdoc da presente invencao refere-se
a uma proteina de acordo com a invengldo em gue a seqguéncia

de amincdcidos gue codifica a proteina tem um dominio

a2 invencdco possui um dominic Ifosfo-histidina gue possul

relo menocs 85%, de preferéncia pelc menos 88%, com especial
I 5 Iy Iy 7

preferéncia pelo menos 921% e cular preferéncia
pelo mencs 94% e com especial preferéncia pelo mencs 87% de

identidade com a seguéncia de amincacidos da SEQ ID NO 5.

Uma concretizacao preferida do processo de acordo com a
invencgao refere-se a proteinas recombinantes que
compreendem uma sequéncia de aminodcidos codificadora da
proteina R3, que estd fundida as sequéncias de aminoédcidos

que codificam um peptideo de sinal plastideo.

No contexto da presente invencido, o termo “proteina

recombinant ente significar uma proteina gue, para

além das de aminocdcidos codificadoras de uma

com a inve W,dk), compreend je se qum"‘ias
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concretizacgic, a invenglo refere-ze também a

dcido

s

proteinas gue sac codificadas por mo as de

nucleico de acordo com a invencac.

Desoricao dasg seguéncias

ragifo cedificadora da proteina RZ de Arabidopsis thaliana.
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2: Seguéncia de amincacidos codificadora da proteina R3 de
Arabidopsis thaliana. Esta seqguéncia pode ser derivada da

uénclia de acido nucleico apresentada na SEQ ID N

ID NO 3: Sequéncia de aAcide nucleico compreendendo

da prote

traducional com a sequéncia de sinal codificadora do

[

peptidec de sinal para plastideo do gene dul de JOryza

inserida no

de amincacidos
proteina de fusac que consiste na

codificadora da proteina R3I de

cia de aminocdcidos codificadora do peptideo de sinal

para plastideo do gene dil I (TrEMBL Ace. No,: $621Ds) de

Oryza sativa. Esta sequéncia pode zer derivada da seguéncia
de acideo nucleico apresentada na SEQ ID NO 3. SEQ ID NO 5:

Sequéncia de aminoacidos do dominic fosfo-histidina que

,.
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[
)
~
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=
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de todas as publicagdes mencionadas e sequéncias
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referéncia.
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O texto seguinte ird descrever métodos gue podem ser

).
e
s

ct

N
J

s de acordoe com a

-

~
L

5.

aplicados na implementacdc dos mne

invencdo. Estes metodos constituem concretizacdes

pecificas da presents invengido, mas nd&c limitam a
presente invengido a esses métodos. 0 especialista na

técnica sabe que a invencgido pode ser implementada da mesma
forma por meic da modificagdo dos métodos descritos e/ou
gubsgstituigdc de partes individuais dos métodos por partes

. ‘ .
iternativas dos métodos.

i. Expressa: de uma proteina de

a) Geragao de um vector de expressao Dbacteriana
contendo um cADN que codifica uma proteina de fosforilacéo
do amido. o) CADN codificador de uma proteina de
fosforilacdo do amido pode ser amplificada por meio de uma
reacgdo em cadeia de polimerase (PCR), por exemplo,

utilizando mARN ou poli-A-plus-mARN de tecidos vegetais

como modelo. Com este fim, utiliza-se primeiro uma

rans C’JTi‘O“L asSe reverga

para a geracdo de uma cadela de CADN,

ue & complementar de um mARN, que codifica uma proteina de

o
5

forsforilagas do amide, antes de a cadeia de CcADN

guasgtdo ser amplificada por meio de polimerase de ADN., Os

N

ditos 3" contendo substincias, enzimas e instrugdes
para realizacido de vreacgdes PCR  esztido disponivels no
comércic (por exemplo SuperScript™ Cne-Step RI-PCR System,
Invitrogen, Prod, No.L s 10928034 . 0  ¢cADN gque foil

amplificado & gue codifica uma proteina de fosforilacéce do

amido pode subsequentemente ser ¢lonado num vector de
expressido bacteriana, por ezemplo pDEST™]LY invitrog .

PDEST™17 contém o promotor T7, que é utilizado para iniciar

a transcrigdo da T7-ARN-polimerase. Além disso, o vector de
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expressdo phESTMLIT contém uma seguéncia de Shine-Dalgarno
~ e S w o~ T N i o RPN PN . ~en A PN

na direcgido 5 do  promoter T7 seguida de um codao de
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uma etlgueta degignada His. Esta

etigueta His consiste em sels coddes consecutivoes, Jgue

codificam cada U O aminoacido nistidis

T
L
0
‘
3]
=
>

localizados na estrutura de leiturxa aberta do coddc de

rl'

eina de

partida mencionado. Um cADN codificador de uma pro

fosfeorilagio do amide ¢ clonade em DEST™IT de forma a

gerar uma fusio de traducional entre 0s ¢ rara o codio

de partida, a etigqueta His e o© CcADN codificador de uma

ina de fosforiliacido de amido. Apds a Ltranscrigdco

iniciada no promotcer T7 e subsequente traducdce, obtém-sze

LWaE proteina de fosforilacgao do amido que contém
amincacidos adicionais, contendo A  etigueta His  rno

respective terminal N. No entanto, outros vectores gue sdo

adequados para a expressace em microrganismes podem também

ser utilizados para a de  uma proteina de
fosforilacgdo do amido. O vectores de expressar e estirpes

de expressao eguivalentes sac conhecidos dos especialistas

e existem igualmente no mercadoe combinagdes adeguadas.

Ry

b) Geracao de clones de expressao em Escherichia Coli

Em primeiro lugar, transforma-se uma estirpe de E.colil
apropriada, de transformacdo competente, que codifica em
termos cromossomais uma polimerase T7-ARN, com o plasmideo
de expressao produzido como se descreve na etapa a) e a
estirpe é depois incubada de um dia para o outro a 30° C em

meio nutriente de cultura solidificado com agar. As

Fan
hons

tirpes de expressido adeguadas sio, por exemplo, estirpes

ey

(Invitrogen Prod. No.: C601G-03, que codificam en

termcs cromossomais uma polimerase TT7-ARN sob o contrceio de

um  promotor induzivel com IPTG {lacZ)). As coldnia de
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bacterianas, gue constituem o  resultado da etapa de
transformagdo, podem ser analisadas por métodos conhecidos
dos especialistas para detectar z presenca do plasmidec de
exgressao desejade que compreends  CcADN, e codifica a

vroteina de fosforilacdo do amido. Cbhté&m-se assim os clones
L ¥

c) Expressdo de uma proteina de fosforilacdo do amido

em Escherichia Coli

Primeiro é preparada uma pré-cultura. Com este

obiectivo, um  clone de expressdc obtideo de
acordo com a etapa b) em 20 ml de Terrific Broth (meio TB)
contendo um antibidtico,
inculcada de um dia

plasmideo de expressio e

W
)]

para © outro a 30° C,

produzida uma cultura principal para a expressidoc de uma

proteina de fosforilacdo deo amido. Com este obijectivo,

baldes de Erlenmeyesr de 1 litro, contende cada um 300 ml de

meio  TB, gré-aguecido a 30 C e um

seleccdo da presenga do  plasmideo de expressao sao
L T o i o~ oy A - PN g -1 o P e N NP N R
inoculados, cada um com 10 ml de um pré-cultura apropriada

2 incubadces a 30° C com agitacéoc

uma densidade dptica {(medida a um comprimento de onda de

500 nm;  ODsooy de cerca de 0,3. 8Se, for utili umn
plasmides de expressio para expressar proteina  de

fosforilacdo do amido, plasmideo esse em gque a expressdo da
proteina de fosforilacéo do amido € iniciada por meio de um
gistema induzivel (por exemplo, o vector de expressio

PRESTTWI7 em estirpes BL21 de E. coli, induzivel por meio

de IPTG), o indutor em questdc (por exemplo IPTG) @
adicionado guando € atingido um Obgy de cerca de 0,8 na

cultura principal,. Apds adig¢gdo do  indutor, a cultura



principal € incubada a 307 ¢, com agitacgdo (250 rpm), até
ser atingido um ODge de cerca de 1,8. Seguidametne, a

cultura principal & depois arrefecida durante 30 minutos em

células da cultura principal sao entdo

)
wn

gelo antes de
gseparadas do meio de cultura por centrifugacido (10 minutos

i

a 4.000xg & 4

e
B

2. Purificacdo de uma Proteina de Fosforilagdo do Amido

a) Fragmentacdo de células que expressam uma proteina

de fosforilacdo do amido

As células obtidas apdés centrifugacdo na etapa c),
Ponto 1 dos Métodos Gerais, sdo ressuspensas em tampao de
lise, adicionando-se aproximadamente 4 ml de tampdo de lise

a aproximadamente 1 g de células. As c¢élulas ressuspensas

sdo entdo incubadas durante 320 minutos em gelo antes de

zerem fragmentadas com ajuda de uma sonda ultrassdnica

{(Baudelin Soncplus UW 2070, Baudelin electronic, Berlin,

definicgfes: ciclo 6, 78%, 1 minuto} com refrigeracio
continua por meioc de gelo. B necessidrio cuidado vpara
garantir que a =zuspensdc de células ndoc agquece demasiado

durante o tratamento ultrassdnico. A suspensdo obtida apos

o tratamento ultrassdnice & centrifugada (12 minutos a

20000 ZG, 4° C) e o sobrenadante obtidoe apds a

R

iltradeo wutilizando um filtro com uma

m
[©]

centrifugag

N

dimensiZo de poro de 45 um.
b) Purificacédo da proteina de fosforilacdo do amido

Se a proteina de fosforilacdo do amido, expressa em
células de E.coli for uma proteina de fusdo com uma
etiqueta His, a purificacdo pode ocorrer com ajuda de ides
de niquel, aos quais a etiqueta His se liga com maior

afinidade. Com este fim, 25 ml do filtrado obtido na etapa
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d) é tratado com 1 ml de suspensdo de Ni-agarose (Qiagen,
Prod. No.: 30210) e a mistura é incubada durante 1 hora em

gelo.

Seguidamente, a mistura de suspensao de Ni-agarose e
filtrado & seguidamente ©passada por uma coluna de
polistireno (Pierce, Prod. No.: 29920). Elimina-se o

produto que passou pela coluna. A coluna € lavada grimelro

por meic da aplicagido de 8 ml de tampdc de lise, sendo o
produte que passou pela a coluna novamente posto de lado, A
proteina de fosforilagasc do amido € depols eluida or

aplicacéce fraccionada na coluna de duas porgdes de 1 ml de
tampdo EL cada, seguido de uma porgdo de 1 ml de tampdo EZ
e depols cinco porgdes de 1 ml de coluna B3 cada. ¢ produto
ue passou cobtide durante a aplicacdo da

dos tampdes de eluigdo em guestac (tamples

recolhide em fracgedes separvadas. As
£ ~ Ry e ~ 5~ e v N ~maldaadaa - . )
fracgdes sS40  posteriormente analisadas ©or meio de

alectroforese em gel de acrilamida 8BS desnaturante,
segulda de coloragdo com azul de Coomassie. As fraccgles que
Segulda dge Ciloragacd Me; A ZU e Loomassle. AS aCoes dque
contém a proteina de fosforilacio do amido em guantidade

S

sdo combinadas e

com ajuda de filtracio pressurizada. A
rzada pode ser efectuada, por ezemplo com

ajuda de um Amicon cell {(Amicon Ultrafiltration Cell, Mode
8010, Prod., No.: 5121) utilizando uma membrana Diaflo PM30

(Millipore, Prod. Noc.: 13212Z) a 4° C. No entanto, podem

)

TCambém ser empragues outros métodos cenhecidos ados

listas para a etapa de concentracido.

c) Composicao dos Tampdes Utilizados

Tampao de lise: 50 mM HEPES
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300 mM NaCl
18 mM Imidazole
oH &, 0 {ajuste com NaQOH)

mg/ml Lisosima {adicionar imediatamente antes de

¥ o de comprimide por 10

X de inibidores de protease
completamente isentos de EDTA {(produtce Rof

"

imediatamente antes de utilis

{adicior

Tampdc de eluicido El: 50 oM HEPES

pH 8,0 {(aiuste com NalH)

Tampao de eluigiao E2Z: 50 mM HEPES
3460 mM NaCl

75 mM imidazole

pH 8,0 {(ajiuste com NalH)

50 mM HEPES

300 mM NaCl

250 mM Imidazole

com NaQCH)

3. Método de detecgdo da actividade fosforiladora do

amidce de uma proteins

a) Incubagio de proteinas com amido e/cu amido ndo

fosforilado
Para de ge uma proteina possul uma actividade de

fosforilagido do amido, as proteinas de ensaio podem ser
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incubadas com  amidoe e  com trifosfatos de nucledsido

marcados radioactivamente. Com este ohjectivo

aproximadamente 5 mg de amido em conjunte com a proteina de

0
U

-

Ssalo

01 a 5,0 por mg de amido empregue) s&c incubados
com agitacido a temperatura ambiente durante 10 minutos até

30 minutos em 500 il de tamp3oc de  fosforilacdo.
Seguidamente, a reacgldo & parada com a adigdo de BDS até
atingir uma concentragdo de 2% (peso/volumel). 0s grinulos
de amido presentes na mistura reaccional sio0 separados pox
(1 minuto, 132000 =g} e lavadecs uma verzr

Q.

solucgdce 3DS a 2% e quatro vezes com

nucladsido 2 mM cada. Cada etapa

5 minutog a temperatura

am Apds cada etapa de lavagem, 3
granulcs de amido 30 separadces do tampdc de lavagenm em

gquesgtao por cent

(I min, 13.000 xg). Durante uma

fosforilacio do

2s misturas reaccilionais, gue nao

9]
O
S
0
=]
S

-
H
()
FJ
W
O
o

contém a proteina inactivada, mas que

Ao s = NP P= NIEN o T ey T R T N
de resto sae tratadas da mesma forma que as pregaragoes

reaccionals 15, devem ser adiclonalmente processadas

para assumirem o gue & conhecido comoe controlo.

b) Determinagdo da quantidade de residuos fosfato

incorporados no amido em resultado da actividade enzimédtica

Os granulos de amido obtidos na etapa a) podem ser
analisados quanto a presenca de residuos de fosfato com
marcacao radioactiva. Com este amido em

PR <4 S 2, . ~ g rme = . Ay v NI < - - o R S TN e
guestio & re-suspenso em 100 ul de agua cada & tratado com

3 ml de cocktail de cintilagdoc em

Ready Safe™, BECKMANN Coulter} e seguidamente anallisado com

0]
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\

ajuda de um contador de cintilagdes {por ezemplo, LS 6500

. a

Multi-Purpose Scintillation Counter, BECKMANN COULTERM™) .
d) Composicao dos Tampdes Utilizados
Tampao de fosforilacéo: 50 mM HEPRES-KOH, pH 7,5

1 mM EDTA

[}

mM MgCl,
0,01 a 0,5 mM ATP
0,2 a 2 uCi por ml *’P-ATP aleatorizado

4, Identificacdo das posigdes atomo C das moléculas de
glucose de um alfa-1,4-glucano, no qual sao introduzidos

residuos fosfato por uma proteina de fosforilacdo do amido.

As posigdes atomo C das moléculas de glucose de um
alfa-1,4-glucano que sdo fosforiladas por uma proteina,
podem ser detectadas submetendo os glucanos obtidos, dque
foram fosforilados in vitro, por meio de uma proteina
especifica, a hidrdélise, subsequente separacao dos
monémeros de glucose obtidos apds a hidrdlise, seguido de
medicdo do fosfato incorporado por uma proteina apropriada

em certas fracgdes das moléculas de glucose.
a) Hidrélise Total dos alfa-l-glucanos

Suspensdes agquosas contendo alfa-1,4-glucanos sao
centrifugadas, os pellets sedimentados sao depois re-
suspenso em HCL 0,7 M (Baker, nivel analitico) e incubadas
durante 2 horas a 95 °C, com agitacdo. Cuando completa a
incukacdc, as amostras sac rapldamente arrefecidas e
centrifugadas (por exemplce 2 minutos 18060 =xg). O
sobrenadante cobtide ¢ transferido para um reactor novo

neutralizado com a adigcido de NaOH 2 M {(Baker nivel



analitico) . Se restar um pellef, este & re-suspencso em 100

1l de Zgua e a quantidade de fosfato marcado presente é

determinada ypara controlo. € scbirenadante neutralizado &
degpois centrifugade através de um filtro de 10 kDa. Medindo

uma aliguota do filtrado obtido, é determinada a quantidade

de fosfato marcado no trado, por exemplo, com ajuda de

um contador de cintilacgdes.

b) Fraccionamento dos hidrolisados e determinacdo das

posicgdes do &tomo C fosforilado.

Os filtrados hidroliticos neutralizados, obtidos na
etapa a) (aproximadamente 3000 cpm quando € utilizado ATP
com marcacao radiocactiva) podem ser separados com ajuda de,
por exemplo, cromatografia de permuta de anides de alta
pressao (HPAE). Para gque o filtrado neutralizado atinija o

- ] e 3 - PR v 2Ny e T o N N N ~Na ke - I VA e
volume desejado para HPAE pode ser diluido com H:O. Além

disso, adicionam-se glucose-6-fosfato (cerca de 0,15 M) e
gilucose3-~fosfate {cerca de (,3 mM) a cada filtrade em
guestac para controlo internco., Pode ser execut Phit!

por melo de HFAE, por exemplo com ajtuda de uwm

Dicnex DX 600 Bic Lo, utilizando uma coluna

PA 100 (com pré-coluna apropriada} e um detector
amperométyrico pulsante  (ED  50). Antes da injeccédo da
amostra, a coluna é enxaguada primeiro durante 10 minutos
com 99% de eluente C e 1% de eluente D. Seguidamente,

injecta-se 600 pl do volume da amostra em cada caso. A

amcstra € eluida nas condigdes seguintes:
Caudal: 1 ml por minuto

Gradiente: Gradiente linear de 0 minutcs a 30 minutos
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fan]
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30 minutos 0% 100%

25 minutos 0% 100%

Passagem terminada

Os produtos da hidrdlise eluidos da coluna 330
recolhidos em fracgles individuais de 1 mi cada. Dadoe gue,

marcade (Ritte et al. 2002, PNAS 99, 7166-7171) e glucose-

s—fosfato nio marcado {Sigma, Prod. No.: G7879) As amostras

as fracgdes gque contém glucose-3-fosfato ou glucose—6-

fosfato podem ser determinadas por meic de  detecgio

amperométrica pulsante. Medindo a

marcados nas fracgbes individuais e

as fracgdes aque contém glucose3-fosfatoc ou glucose-o-
fosfato, € possivel desterminar as fracgdes em gue ©
giucoeose-o-fosfateo wmarcado ou o glucose-3-fosfato marcado

; N1io o R N ™ \ TR e e AT N =
2m gquestdc £ determinada. Agora & poessivel determinar a

posicdo do adtome ¢ que & preferencialmente fosforilado por

alfa-1,4-glucanoe com base nas

de glucose-3-fosfatec em comparagac com gluceose-6-fosfato

noes hidrolisadoes individuais.
c) Tampdes utilizados
Eluente C: 100 mM NaOH
Eluente D: 100 mM NaQH

500 mM acetato de =sddic
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5. Transformacao de plantas do arroz

Plantas do arroz foram transformadas de acordo com 0sS
métodos descritos por Hiei et al. (1994, Plant Journal

6(2), 271-282).

6. Determinacio do Tecor de Fosfato de Amido

a) Determinacic do Teor de Fosfato C-6 (C-6-P)

No amido, as posicles CZ, C3 e (6 das unidades de
glucose podem ser fosforiladas. Fara determinar o tecr de
Ce—F no amido, hidrolisa-se 50 mg de amido em 500 ul de ECL
0,7 M durante 4 horas a 95 °C. Em seguida, as misturas séao

centrifugadas durante 10 minutos a 15.500 g e o0s

sobrenadantes sao removidos. 7 ul dos sobrenadantes gio

misturadeos com 1383 ul de ftampdo de imidazole (100 MM de
imidazole, pH 7,4; 5 mM MgCl,, 1 mM e O,4 mM NAD). A

nm. Depois de

egtabelecer uma absorgio de base, a reacgdo enzimatica foi
2 R . ~ LI, #3 PP 3o R 5 JOR RPN, R ~ .
iniciada por meico de adicidco de Z unidades de glucose-6-
P e ~ S onasoe PN ~ Ny oy N o NPT
fosfato desidrogenase {de Leuconostoc mesenteroides

Beoehringer Mannheim} . A alteracdac na abscrgédo é
directamente proporcional & concentragido do tecr de G-6-P
do amido.,

b) Determinacdo do Teor de Fosfato Total

A determinacdo do teor de fosfato total €& efectuada de

acordo com o método de Ames (Methods in Enzymology VIIT,

(1966), 115-118).

Aproximadamente 50 mg de amido sdo misturados com 30 ul

de solugido de nitrato de magnésico etandlica e a mistura é
incinerada durante trés horas a 500° € em forne de mufla. O

~

rasidus é tratado com 300 ul de &cido cloridrico a 0,5 M e



LR, F AN P P oy ol PN - el T ey o Ty o 27 1Y o
incubado durante 30 min a &0 C. Depols, perfaz-se uma

vorgdo de aliguota até 300 uyl de Acido cloridriceo a 0,5 M,

8%
3
}_J.
[¥3]
ct

adiciona—se ura de 100 pl de Aacido ascdérpbico a 10% e

600 ul de molibdato de amodnic a 0,42% em 2 M de &cido

~ A ] o b e P T in s T PV A Ta i
sulftrico & incuba-se durante 20 minutos a 4hH °C.

c) Determinacdo do Teor de Fosfato C-6 e fosfato C-3

Para a determinacdo do teor de fosfato que estd ligado
na posigdo C-6 e na posigcdo C-3 das moléculas de glucose de
um alfa-l-glucano, 0os glucanos em questdo podem ser

sujeitos a uma hidrdlise total e depois separados por meio

de HPAE. As qguantidades de glucoset—fosfato e glucosel-

-

fosfato podem ser determinadas por integracgdo das Aresas

Qb

pico individuals, cbitidas depols da separac¢dc com HPEA, Com
a comparagidc das Arveas pico obtilda de gluccese-6-fosfatoe e

T 4+ AN - Pl < SR . . JE T, Y e -y ERR PR o e e e
lucose-3-fosfato em amostras desconhecidas com as areas

HFEA, # possgivel determinar a tidade de glucose—6-

o I R N -~ el ~ 2 - e T oy e s R e dor mm o . P S T
fosfato e glucose.3-fogfato nas amostras em  analiilse.

1, Informagdo sobre os vectores e plasmideos
Geracdo do vector de expressdo ME5/6

O pGSV71l é um derivado do plasmideo pGSV7, que provém
do wvector intermédio pGSVl1. O pGSV7l é um derivado do
PGSC1700, cuja construcdao foi descrita por Cornelissen and
Vanderwiele (Nucleic Acid Research 17, (1989), 19-25). O
PGSVl foi obtido a partir do pGSC1l1700 por eliminacdo do
gene resistente a carbenicilina e eliminacdo das sequéncias
do T-DNA da regido TL-DNA do plasmideo pTiB6S3. O pGSV7

contém a origem da replicacdo do plasmideo pBR322 (Bolivar



84

et al., Gene 2, (1977), 95-113), assim como a origem da
replicagcdo do plasmideo pVSI Pseudomonas (Itoh et al.,
Plasmid 11, (1984), 206). O pGSV7 contém também o gene
marcador selecciondvel aadA, a partir de transposdes Tnl331
de Klebsiella pneumoniae, que oferece resisténcia contra os
antibidéticos spectinomicina e estreptomicina (Tolmasky,
Plasmid 244 (3), (1990), 218-226; Tolmasky e Crosa, Plasmid
29(1), (1993), 31-40). O plasmideo pGSV7l foi obtido pela
clonagem de um gene bar quimérico entre as regides limite
de pGSV7. C gene bar quimérico contém a seguéncia promotora
do virus mosaicce da couve-flor wara iniciar a transcricgio

{OCdell et al., Nature 313, (1985, 1803, o bar do

Streptomvoes hyvgroscopicus {(Thompson et al., 1987, EMBO J.

5, 25192-2523) e a regidc 3'-ndc tTraduzida do gene df
sintetase nopaliina do T-ADN 2 pTiT37 para terminar a

transcrigdo e a poliadenilacéao. O gene bar confere uma

toleradncia contra o ida glufosinato-aménio. © T-ADN
contém a seguéncia do flanco direito do TL-ADN do plasmideo
pTiB6S3 (Gielen et al., EMBO J. 3, (1984), 835-846) na
posicdo 198-222. Uma sequéncia poliligante encontra-se
localizada entre os nucledtidos 223-249. O0Os nucledtidos
250-1634 contém a regido promotora p358S3 d o virus mosaico

da couve-flor (0dell et al., c¢.f. acima). A seguéncia

codificadora do gene da yesisténcia a fosfinotricina de

Streptomyces hygroscopicus (bar) (Thompson et al. 1237

c.f. acima) @ disposta entre o8 nucledtidos 1635-21€86. Os
dols ¢odfes terminalis noe Lterminal 57 do gene de Lipo
selvagem bar foram substituidos pelos coddes ATG e GAC., Uma
geguéneia  poliligante encontra-se localizada entre o©s

~

2187-2205. 0O fragmento Tagl de 260 bp do

nucledtidos

terminal 3’ nao traduzido do gene da sintase nopalina
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(3’nos) do t-ADN do plasmideo pTiT37 (Depicker et al., J.
MoI. Appl. Genet. 1, (1982), 561-573) estd localizado entre
os nucledtidos 2206 e 2465. 0s nucledtidos 2466-2519 contém

uma sequéncia poliligante. A do flanco esquerdo
do pTiB6S3 TL-ADN (Gielen et al., EMBC J. 3, {1%84), 83bh-
846) enmcontra-se localizado na posigdo 2520-2544. O vector
pGSV71l foi depois cortado com a enzima Psti e embotado. O
promotor B33 e a cassete ocs foram depcls excisados do
vector pB33-Kan sob a forma de um fragmento EcoRI-HindIil,
tornado embotade por preenchimentce das extremidades e
1, gue tinha sido cortadoe com FPstl
2 empotado. O vector resultante (Med/6) foi utilizado como
vector de partida para a construcdo de ME5/6. Introduziu-se

um oligonucledtlido contende locals de clivagem EcoRI, Pacl,

Yo T P = - B WT - P m T . o) T P p ; T3 ey v s

Spel, Srfl, S8Speil, Notl, Pacl e BEcoRI no local de clivagem
Y AT -3 cr st N M A S o 5y R LT S e b N Y 3R p

FPstl do vector ME4L4/6, localizado entrse o promotor B33 & o

elemento ocs, dupliicando o local de clivagem Psti. O vector

de expressico resuitante foi

Geragcdo do vector de expressao pML30

Entdo, o fragmento Bamhl de ME5-6 foi trocado por um
produto PCR que tinha sido prolongado em alguns sitios de
clivage, mas que de resto era idéntico, dando origem ao
plasmideo pULl1-17. O promotor B33, presente no pUKL1-17,
foi excisado utilizando as enzimas de restricdo HindIII e
Pstl e o vector foi embotado e religado, dando origem ao
vector pML18-56. Este vector foi aberto com Munl e Pstl e
foi inserido um MCS (local de clonagem multiplo) com
extremidades adesivas adequadas e que tinha sido
sintetizado por dois oligonucledtidos emparelhados (GAG CTC
CTA GGC TCG AGT TAA CAC TAG TAA GCT TAA TTA AGA TAT CAT TTA
CA and AAT TGT AAA TGA TAT CTT AAT TAA GCT TAC TAG TGT TAA
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CTC GAG CCT AGG AGC TCT GCA). 0 plasmideo resultante pML7Z-

128 foi cortade com a enzima de restricdo RBamAI, a
saliéneia dos locals de clivagem foram preenchidas com

ajuda de polimerase Klenow & as extremidades embotadas

resultantes foram ligadas. Esta operagic deu origem a um

-

N

local de c¢livagem de restricgic Cla I. O plasmideo

S

resultante fol designado pIR91-123. O promotor ubiguitina
do milho foi excisado de pML8-52 por digestdo de restricéo
com as enzimas Sal I e Not I e embotado e o fragmento

—~

resultante foi clonado no plasmideo Eco RV-cut plR91-123. O

H

plasmidec esultante fol designado pML80-123. Geracdo do
vector pML8-52: O pMCS5 (MobiTec, Prod. No.: pMCS5) foi
cortado com Bgl I e BamHI e fol relicgade. 0O plaswmideo

resultante foi designado pML4-52. O terminador nos do gene

U)

nopalina sintetase de Agrobacterium tumefaciens (Depicker
et al., J. MoI. Appl. Genet. 1, (1982), 561-573), gque tinha
sido amplificado com ajuda dos oligonucledétidos PML9 (ACT
TCT GCA GCG GCC GCG ATC GTIT CAA ACA TTT GGC AAT AAA GTT TC)
e PML10 (TCT AAG CTT GGC GCC GCT AGC AGA TCT GAT CTA GTA
ACA TAG ATG ACA CC) foi clonado neste vector e nos locais

de clivagem de restrigcdo Pst I e Hind III. O plasmideo

\J
!
&)
O
T
C 2
)
o)
o3
a3
o
Q.
e}

resultante foi pML4~-nos, Um fragmento Pst I de
1986 pares bészicos de comprimentoe gue contém o promotor do
gene da poliubiguitina a partir do milho (Genbank Ace:

Flant MoX. Riocl. 18: 675-

538) e o primeiro intrdo do mesmo gene gue tinha sido
truncado por digestdo com Cla I e religagdo fol cleonade no

vector mencionadc. O plasmideo resultante fol designado
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A sequéncia codificadora da proteina R3 de Arabidopsis
thaliana foi 1sclada por amplificacao, por meio de RT-PCR

de varias sequéncias sobrepostas, a comegar no mARN isolado

< T -1 - -~ -1 P, A A B .

de folhas de plantas de Arabidopsis thaliana com
o~ G g A gme = s ) o e N R Lo BN

aprozimadamente trés semanas de idade {ecotipo C24) e

subsequente clonagem sequencial dos

amplificades. Foram utilizados os seguintes inicladores:
Nome Sequéncia F1 AAGCTGCCATGGCAACCTCTAAATC
R2 AAAACTCGAGCTTAAACTTGGGGTCTAGCTTGGA
R4 CTCAGAGCCATTGGAGCACTCA
F4 CATTGCAAACAAAAGCGGTCCTTG

Com este obijective, fol sintetizada uma estirps de CADN
por meio da transcriptase inversa Revert Aid H Minus First

Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas Prod. No: EPJ451), gue

L

foil entdo amplificada com pelimerase de ADN (Platinum Tag

DNA Polymerase High Fidelity; Invitrogen Prod NWo.: 11304).

s

T T N ~N AT ~NT P ~ DT e A~ - 2 N e
Um cagmento de ADN com aprox, 3,4 kb foi amplificado com

300 ng de um ARN poli-A-plus, ceom ajuda dos iniciadores Fl
2 R4 nas secuintes condigdes de reacgio:

Sintese da primeira cadeia: Foram utilizadas asz
condigdes e tampio especificades pelo fabricante. A mistura

da primeira cadela continha ainda

300 ng ARN poli-A-plus

s g PR T P T
U, uM Iniciador R2

[$IN
Qir

untou-se gua mistura reaccional atéd atingiz um

a

voluem de 1Z ul, incubcu-se durante & minutos a 70 °C =

amente, adicionou-se 5x

depolis arrefecsu-se em gelo. Saguid
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tampido de reaccic (4 ul), inibidor RNase {1 ul) & mistura

SNTP {Z ul de 10 mM) e incubou-se a wmistura reaccional
durante 5 minutces a 37 °C. Apds a adicdo da transcriptase
inversa (1 ul), teve lugar a sintese de cADN durante 60
minutos a 42 °C, antes de a reacg¢cao ser parada por meio de

aguecimento durante 5 minutos a 70 °C.

e
L

D
~
r
@]

Condigdes de amplificacgdo do fragmentco R3 de 3,2

2 pL da mistura reaccicnal da sintese da primeira

cadeia

[a] I = T o LN P
0,6 uM Iniciader F1
n AR | T S R - YA
0,6 uM Iniciador R4
oy A

0,4 mM Mistura dNTP

3 mM MgSOq4

- I

1,25 wunidades de Flatinum Tag DNA Polymarass High

Fidelity

Condigdes de reacgdo:

o
=
o)
@}
oy
N
'_l
~
~J
(o]
@]
o
{n
9]
O
e

3 min 30 seg + 1 seg/ciclo

o+
o
(9]
o]
1>y
(@)
CO
o
@]

Repetir 35 vezes a partly da etapa 2
Depcis 4 °C

Depois de separada a mistura reacclonal PCR por meio de

obtide foi

um  TBE-gel de agarose a (,8 %, o fragment
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excigado utilizando wuma lamina cirdGrgica e o ADN  foi

isclado por melo de kit de extracgdao gel (Quiagen; Prod.

§L

~1

No.: Z28704). Seguidamente, ¢ Ifragmento que tinha sido
isclade fol cortade com as endonucleases de restrigdo Neco I
e FEco RI e clonado no vector de clonagem pMCS5 (MobiTec,
Prod. No,: pMCSh) gue tinha sido cortado com as Mmesmas

andonucliease de restrigdo. ¢ plasmideoc resultante o1
designade pRS79-191. A andlise da sequéncia do produto PCR
PRS79-191, que tinha sido clonado no plasmideo pRS79-191,
revelou que o fragmento continha uma inser¢do que resultou
na interrupcédo da sequéncia de codificacdo. A comparacio

ondente da base de

dados NCBI e uma analis inserida sugeriu que
a insercdc poderia ser um intrdc gue n&o tinha sido
excisado. Dado que nao havia a certeza de se poder sujeitar
este intrdo putativo a splicing em plantas transgénicas, as
etapas de clonagem seguintes envolveram uma troca nesta
regiao por uma sequéncia “isenta de insergdes”

restaurando-se assim a estrutura de leitura continua da

proteina R3 de Arabidopsis thaliana.

Para complementar 3 seguéncia de

codificacdo da

de Arabidopsis thaliana, a regidoe 37 em falta

de codificacdo anteriocrmente mencionada foi
amplificada nas condicdes de reacgio pormenorizadas mals
adiante, a comegar em 300 ng de ARN poli-A-plus, com ajuda
dog inilciadores F4 & RI:

O cADN fio sintetizade como antericrmente descrito,

axceptuande ter-se utiiizado um oligo dT (parte do kit RT)

Ot
)

A amplificagdo fol efectuada nas seguintes condig

{
n
oe



2 ul, da wmistura

cadeila

0,3 uM Iniciador
0,3 uM Iniciadoxr
0,4 mM Mistura

2 mM  MySO.

reaccronal

90

-1 -
o]
A

ANTP

sintese da primeira

ix tampido de reacgio
eg e Platinum Tag DNA Poclymerase High

Condigdes de reacgio:

Etapa 1 95 °C 2 min

Etapa 2 95 °C 30 seg

Btapa 2 61 °C 1 min

5 4 68 °C 1 min 45 sec

Repetir 40 vezes a partir da etapa Z

Depois 4 °C

Depois de separada a mistura PCR por meio de um TBE-gel
de agarose a 0,8 %, o fragmento de 1,7 kb resultante fol
aexcigado do gel e o ADN foi isclado por meic de kit de
extracgio gel ({(Quiagen; Prod. No.: 287043, ©Depols do
Tratamento com as endonucieases de restrigdo Xho I e Spe I,
o glasmidec foi clonado no plasmideo pR879-191, que tinha
sido cortado com as mesmas endonucleases de restrigio. 0O
ol nte fol designado pRSB0-227,

3.

Sequéncias de fusdo traducionais que codificam uma

proteina R3 com sequéncias que codificam um peptideo de

sinal plastideo
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Primeiro, a sequéncia codificadora do peptideo de sinal
plastideo de Oryza sativa (variedade M202) gene dull-1 foi
amplificada por meio de PCR utilizando um clone de cADN
(PRS55-132) como modelo, utilizando os iniciadores SP-Mac
fwd (5'-CGA TAT CTG CAG GTT TTG GCA ATG GAG AT-3') e SP-
Mac-rev (5'-CTT CGA ACA ATT CTG CTT CCA G-3') e foil clonada
no vector pCR 2.1 (Invitrogen. Prod. No.: X2000-01). O
plasmideo resultante fol designade plC328-215. 0O clone de
cADN pRS55-132 foi isolado por meio de hibridacdao de uma
biblioteca de cADN fé&gica, com uma sonda radioactiva que
compreende as sequéncias codificadoras de uma proteina de
milho dul I (EMBL Accession: T0OLZ265; Flant Cell 10; 399-412
{19%€)). Utilizando o plasmideo plC328-215 como modelo,
amplificou-se o peptideo de sinal plastideo do gene dul I
de Oryza sativa foi amplificado com ajuda dos iniciadores
Os_dul-1_SP-Pac (5'-GAC CTT AAT TAA GGT TTT GGC AAT GGA GAT
G-3'") e Os_dul-1_SP_Asu (5'-GCC AGG TTT CGA ACA ATT CTG CTT
CGA-3'). O iniciador 5' (Os_dul-1_SP-Pac) incluia um local
de clivagem de restrigcdo Pac I e o iniciador 3' (Os_dul-
1_SP_Asu) incluia um local de clivagem de restricdo Bst BI.

A amplificagido fol efectuada nas seguintes condigdes:

10 ng plC328-215

0,2 uM Iniciador 0S_dull_SP-Pac
0,2 uM Iniciador Os_dull_SP-Asu
0,4 mi Mistura dNTP

3 mM MgSQy
ix tampdo de reacgdo

1,25 unidades de Platinum Tag DNA Polymerase High



92

E
1
s
0
}
Xe}
&
@]
IS
=
'_l
)

Btapa 2 95 °cC 30 seq

Etapa 3 60 °C 30

63}
®
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Ftapa 4 68 °C 20 se

el

T a7 e A P = el A )
Repetir 40 vezes a partir o
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Depois 4 °C

Depois da digestac com ¢ fragmento PCR resultante com

as endonucleases de restricgdo Pac I e Bst BI, o fragmento
PCE foi clonado no vector pMCs5 (MobiTec, Prod. No.: pMCSH)
gque  tinha sido cortade com as mesmas endonucieases de

restrig
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fol designadc pAH41-227.
Seguidamente, a sequéncia que codifica a proteina R3 de
Arabidopsis thaliana foli amplificada por meio de PCR,
utilizando o palsmideo pRS80-191 como modelo e 0Os
iniciadores At_R3_Asu (5'-AAT TGT TCG AAA CCT GGC AAC CTC
TAA ATC CC-3') e R2 (c.f. acima). A

do iniciador

57 foi seleccionada de forma a gue e partida da
zequéncia, gue codifica a proteina R3, ndo eztd presente na
sequéncia amplificada por meio de PCR, tendo sido

intreduzido um local de clivagem de restrigic Bst BI. A

sequéncia R2 do dinidciador 27 compreendia um  local de

P

clivagem de restrics

f)/
i B
o«
Wi
O
-
&
~~
;

A amplificacgdo fol efectuada nas seguintes condigdes:
20 ng pRS80-227
0,2 uM Iniciador At_R3 _Asu

3 ! T S 4 - J o~ [}
FECIIRUIL Iniciador RZ

(@]

4 mM Mistura dNTP
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3 omv MgS0,

ix tampdo de reacgas

B

1,25 unidades de FPlatinum Tag DNA Polymerase High

'l AL e R o 3 N N T a
Condigdes de reacgdo

Rtapa 1 95° C 2 min

Etaga 2 95° C 50 seq

Etapa 3 60° 50 seg

Ftapa 4 63° C 4 min

Repetir 40 vezes a partixr da etapa 2

C produto PCR resultante foi cortado COm S

ol

227 que tinha sido cortado com Bst BI e Sal I, o gue deu
origem ao plasmideo AH42-227. Deste modo, foi obtida uma
sequéncia em que o peptideo de sinal plastideo do gene dul
I de Oryza sativa e a regido codificadora da proteina R3 de

A v B YT ;
ArdalCiaopsy

n
~

~haliana foram uma estrutura de leitura aberta

a3}
,

-

partilhada, de forma que, depois da transcricao e tradugao,
obtém-se uma proteina R3 fundida traducionalmente que

possui um peptideo de sinal plastideo.
4. Geracao do vector de expressdo vegetal pAH43-227

A sequéncia codificadora da proteina R3 de Arabidopsi

(6]

by

thaliana, que foi fundida a sequéncia codificadora do
peptideo de sinal plastideo do gene dul I de Oryza sativa
foi excisada do plasmideo pAH42-227 com ajuda das

endonucleases de restricdao Pac I e Avr II e clonada no
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plasmideo pML80-123 gque tinha sido cortado com as mesmas

nucleases de restricéo.

=

5. Geracado do vector de expressao vegetal plR138-210,
na qual foram removidas sequéncias ndo codificadoras da

regido codificadora da proteina R3

O fragmento que estd presente na regido codificadora da
proteina R3 Arabidopsis thaliana e que compreende
sequéncias ndo codificadoras foi removido do plasmideo
PAH43-227. Com este objectivo, uma sequéncia parcial da
regido codificadora da proteina R3 de Arabidopsis thaliana
foi amplificada por meio de RT-PCR, a comecar no mARN
isolado a partir de folhas de plantas de Arabidopsis

thaliana com aproximadamente trés semanas de idade (ecotipo

c24) .
ocram utilizados os seguintes iniciadores:

Nome  Segquéncia

7] AAGCTCGCCATGGCARACCTCTAAATC

R5 CCAAGATATTTTGCAGTAGGCTGT

A  sintese da primeira cadela foi efectuada como
antericormente descrito {exemplo, onto Z). ¢ fragmento
desetado foil amplificado nas seguintes condigdes:

Z2 ul, da mistura reaccioconal da sintese da primeilra

cadela
0,3 uM Iniciador ¥l
0,3 uM Iniciador RS
0,4 mM Mistura dNTP
3 mM MgSQO,
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iz tamp&o de reacgdo

1,25 unidades de Platinum Tag DNA

Etapa 1 95° C 2 min
Etava 2 95° 1 min
Etapa 3 6L C 1 min

2 min 20 sec

T
ot
Q
[y

L
ju3)
PN
o
(s8]

o
-
¢
.

b

3

Fepetir 40 vezes a partir da etapa 2

Uma vez gue a insercgdo presente nog plasmideos ¢RS79-

N

191, ©RS80-227, AH4Z-227 e AH43

poasui um local de clivagem de restricido Ssp I, a seguéncia

parcial da regidao codificadeora  da  proteina R3 de

Arabidopsis thaliana, que fol amplicicada por meic de PCER,
for primeiro digerida com a endonucliease de restricic Ssp T
e oz fragmentos digerir {(sem 1inserciaon) foram depoils

9]

de um gel de agarcse. Em seguida,

por

-

fragmentoe purificado fol cortado com as endonucleases de

restrigdo Bam HI e Spe I e trocado pelos  fragmento
correspondente Ram HI/Spe I {(compreendendo, entre outras,

—
7
i

2s sequéncias nac codificadoras); do plasmidec pAH43- Z27. O
1
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&, Geracgdoc do vector de ezpressdo vegetal pIRI39-210,
no gual a sequéncia de codificagdo da proteina R3 nio

possui gualguer peptideo de sinal plastidec

ando o plasmideoc pIR  138-210 como  modelo,

codificado da regiZo
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[ 4 N - S e b R o) 2 1. N e e PR B -, PN N R, ~ TSOT
9] la proteina R32 de Arabidopsi thaliana, por meio de PCR
- ¥ = = 3o ~] N 4 R T e = TRT RO 4 AR”RT TAR day AT T

com ajuda dos iniciadores IRIZE-F1 {37 -AAT TAA CTT AAT TAA

TCC ATG GCA ACC TCT AAA TCC CAA CAA T-37') e IR138-RzZ (57~
AAT TAC TTG GAT CCC GCA ACT CAA GGA TCA CTA CAT ATG CA-3%)
C dinzciador 57 (IRL138-Fl1) idincliluia um local de clivagem de
restricdc Pac I e a sequéncia para o codido de partida

original da proteina R3. 0 iniciador 37 {(IR138-R2)

compreendia um local de reconhecimentce da endonuclease ds

restrigdo BamHI. A amplificacic fol efectuada nas seguintes
S ¥ o

condicdes:
50 ng plasmideo IR138-210
0,5 uM Iniciador IR138-F1
0,5 uM Iniciador I R138-R2
2 mM MgSO,
0,3 mM Mistura dNTP
1 x tampao de reaccao

1,5 wunidades de Platinum Tag DNA Polymerase High
Fidelity

= 1 - oS
Con _DC"C"‘ ae reaccad

Etapa 1 95 °C 2 min

ot
W
o]
jal]
N

94 °C 30 seg

Etapa 3 50 °C 20 seq

Iz
t
o1}

lr)
W
[N
(@2}
[0}

o
@
N
[a»]
[&9]
)
‘/‘

¢ fracgmento de 247 be amplificade fol cortado com as

andonuclieases de rvestricido Fac I & Bam HI fol substituido

o



pelo fragmento Fac I/Bam HI, que estd presente no plasmideo
PIRIZ8-210 e gue compreende o peptidec de sinal plastideo

do gene dull I de Oryza sativa e parte da seguéncia 57 que
codifica a proteina R3 de Arabidopsis thaliana. O plasmideo
resultante fol degignado PlR139-210. A sequéncia
codificadora da proteina R3 de Arabidcopsis thaliana inclui
o codadao de partida que originalmente ¢é do CcADN, em

contraste com a sequéncia que compreende no plasmideo

PlR138-210 e AH43- 227.
7. Transformacao de plantas do arroz

Plantas do arroz (variedade M202) foram transformadas
com o plasmideo plRI 38-210 ou com o plasmideo plR139-201
por meio de agrobactérias (compreendendo o plasmideo

PlR138-210 ou plR239-210) utilizando o método descrito por

Hiei et al. (1294, Plant Journal &(Z), 271-282).
8., Anziise de plantas 4o arroz transgénicas
ay Plantas do arres gue foram transformadas com o

piasmidec pIR138-210 e gque expressaram uma proteina R3 de

Arabidopsis thaliana em fusido com um peptideo de inal

O]

:0. Foi utilizada andlise RT-PCR quantitativa para a
identificacéo de plantas com expressao de mARN codificador

da proteina R3 de Arabidopsis tha

*L‘

liana. As plantas gue, en

comparacido com as plantas de tipo selvagem correspondente,

compreende uma guantidade detectavel de mARN codificador da

R 4 o i) -] - NN o o ey e : - - N T T P I,
proteina R3I de Arabidopsis thaliana forvam cultivadas em
P W Y e P = e ey ey - < Rl NN \ o 's
estufa. Os graos dessas plantas foram coihidos., O amido

isclado desses grdos maduros revelou um Teor mals elevado

em Zfosfato gue estava ligado covalentemente ac amido em

gquestidoe, em comparagdco com © amido isolado dos grdos de
plantas de tipo selvagem correspondentes.
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D) Plantas do arroz ogue foras transformadas com ©
plasmides pIRL38-210 e expressam uma proteina R3  de

quiaint i

lanl ke Ya £ 5 o Y Ny |
RT-PCR, folil possivel

zs plantas gue expressam o MARN codifiicador da

thaliana. As plantas que, en

tipo selvagem correspondente

compreende uma guantidade detectavel de mARN codificador da

Lo

PR S e I AP A L TR by T oA oy s £ v oy o~ R -
proteina R3 de Arabidopsis thaliana foram cultivadas en
eztufa. Os grZos dessas plantas foram ccelhidos. ©C amido
isciado desses graos maduros nac revelou um  teocr

significativamente mals elevado em fosfato gue estava

ligado covalentemente ac amide em guestic, em Comparagac

dos gréacs de de tipo selvagem

<110> Bayer CropScience GmbH

<120> Plantas com um aumento da actividade de uma

enzima de fosforilagdo do amido nos plastideos
<130> BCS 04-5008-PCT
<150> EP 04090316
<151> 2001-08-18
<150> US 60/602,454
<151> 2004-08-18
<160> 4
<170> PatentIn version 3.1
<210> 1

<211> 3837



<212> ADN
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<213> Arabidopsis thaliana

<400> 1

atggcaacct
gtcactggat
cgcgcatgga
tctgaacatt
tatgtagtga
gatggtagcc
'tggaaggatc
aagatatgag
gacaatgcag
caggctaact

atccaatcat

ctaaatceca
tgccgaatgg
ttcttcattg gggttgtatt
cctcgaagca aggtgcattg
tccttgagtt gegggatcca
ataacaggtg gttgagacag
tccatgctca tcatcggata
accggaaggg acgaccacaa
taagagagcf ccacgccgag

ctacagtacc agtggagaaa

atcgccggag gcatgatgtt

acaattccag

gagcagtgta

ctaattgaag ggatggagct

agagctgagt ttcacctgaa
taccaaggaa ataaccattg
cagactacct ttgtgaagag
agggtacgcg caattgaatt
cataatggaa acttccgtgt
ccgaégactc tgatagaaag
agctctgcac gtgaacaaca
ctcgctagag gaatatcttt
gaagtaacca gtgagccaca

cagaaatggt tacagaaata

tcagatcacc
gaactgcact
gtatatccca
tggggatgca
tgttttgaaa
tgagattccc
aagagcacat
gatagactat
‘agacgaactt
tcacacaatg

tacggaacca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660



atcaacagaa
gygccaagaaa
ctccaaaggg
acagttctcc
gacgtgttac
atgtcgagca
gttggtatcc
ttcgttgtaa
tatgttctca
ttgatgcaca
ggtggatgta
aataagaact
ttgatggaga
gcacttgtgg
gttat%%aga
cacaacaaca
tctgacttca
aggcttgeaa
gaaggactca

gcagaccttg

cgcgaagaga
cctgecactac
gagtcatgtt
" ccggaaatta
aatgaagaaa
catgatgttc

ctgttacgtg
ccaggagccg
aatttaggct
aatgagttaa
aaagtcacag

attgatgtct

gtggaagtgt
atctagtttc
atgttaaggg
attggggagt
ctgagaaatc
gagaacactc
aatttgtaat
acctgéagtc
aatggttact
ggttcaacat
ttggtataat
ataacgtgaa
aaatatattt
gtcgtagagg
gacdfé%tca
gtagcgcaga
ggatcgatge
gttatgaccg
tccgtgacct
agtctgctat
gtttatcacc
acactgagcc
gagcacctcg
ttaaaacaac
tatatgtcat
tcatattctg
agtgggcatt
gtcagcatta
ttgacaagca
ttttatcaac
gttggcaggt
ttgttgttca
gagaagagga
tgtctcatgt

gaaaagttca
acagaaaagc
agattgtcgc
cgcaaagtca
aaaatttgtt
ttatcagttt
atggtcgaga
agcagacagt
tgatgaaata
tgcaacagag
ggtgtggatg
acctcgggaa

gcagcaacca

ctgcaaatcc
tgatgtgata
atactggcaa
ccccatagta
tacaatgtac
tgatacgttc

cctaatagag
cacgagggca
aatagagaag
ctgcgtggtg
tacaaaggat
gcaaacaaaa
ttttacaata
tgggattgat
tcttgtaaac
tatcagcctg
gaacaaattc
gatccctgct
atctattaga

100

gcecttgcag
tttcatgtca
ttatggattg
tctgcaggag
cacggagcat
attgatataa
ggctactggg
accagtggta
tctgagcgag
ttgaccgagc
agattcatgg
attagtgaag
aataagagag

ggcatgatgg
atttgtgagg
acactacaga
tcagagcctc
ttgaaaacat
ctttctecat

aagttagttg
aaagatttac
agactcatct
cttgagaatc
tggtaccgtg
gcggtecttg

gttttcactg
agatttgatc
gctgatgcat
tactcgaagc
ggtgttgtag
gCaagaaaca

aactctccaa
gaaactacga
ccacgaacat
agtggttgat
gtcaaacaca
atttaaaacg
tgaacaataa
agcttgacgt
agaaagaggc
gttgtaagga
ccaccagaca
cactagaaag

aaattgtgag

aagagtggca
ctctcttgaa
ccaatggtct
gtttcagaag
taaaggcagt
ctaagggtca
atttagttaa
atgctcgcat
tatttttgga
ctttaaactt
tgtgcttatc
tcagcgaggc
accgtttaca
ctacaaaata
aagaggttat
cttctctaag
atgggtttgt
caactgtaat
ccgtgctgac

gcaagatatg

gagatctgtg
gatcacggtc
ggcaggtcca
accaccacct
atttaccgat
aggtggtttt
cggagccaac
ggatgaaaag
tgagagatca
tgaaggagaa
tctcacctgg

attcaccaat.

actaactatg

ccaaaagttg
ctatgtgaga

cacaaaagaa

-tgattctaaa

‘tcattcaggt

tcatgtcttt
gagacttott
tcagttacac
cattgcgttg
caataaccca
tatagttaac
ttacagacct

actagtactt

aagagcaggg
gaaaatcgcg
ggtttgtgtg
tattgcaagt
tcctagtatg
ctttgctaca



tgcttcgatc
catacaaagt
catattttta
cactatgtga
‘ataaaatttc
ccattcggaa
atttctgtce
gaagctatct
agaagtgaaa
attaagaagg
aagcttgatce
tatgctttcg
gagattgtga
ttcatcacca
ataggtctgt
gaaggcaacg
gtggtggatt
tcagcgattg
gaaggtgttg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<230>

sequéncia

fundido

lt-l

oy T g
naLianag

ao

agaatgttct
ctactggttt
tttcctetgt
tttcatctaa
tacgtgaaag
catttgagaa
ttaaagattc
tacaaatgag
gaatgcctta
tctgggettc
atgatgcggt
tcattcacac
agggtttggg
agaaaacaaa
attctaaacc
caggcgttgg
actcaaggga
cagaagctgg
tcaaaggtgg

2
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ADN

cagcaatctg
agttatcagt
tccacgggga
ggaattcaca
agttccatca
tatactctca
tcttaacaga
tgctccaatg
tcttggtgat
aaagtggaac
ctgcatgget
aaacaatccg
agagaccttg
cctcaagtct
ctcaatcata
actttacgac
gccactaata

aaatgtgata

‘acatatctac

101

aagtcgaagg
gatggcaaca
gtgatctcta
gatgaaaggg
tggatcaaga
gatgattcca
ggagacctga
gctctgagaa
gaatcaggct
gagagagctt
gtgctgattc
gtctetggtg
gttggagcat
ccaaccgtga
ttcagatcag
agtgtgataa
atggacaaat
gagtcaatct
atcgtccaag

Sequéncia artificial

Sequéncia

contendo

a

aaggaagagc
actctggtgt
aggggaagaa
ttggctcaaa
tacctacctc
ataaggatgt
caaaacttaa
atgaactgat
ggaaccgctc
atgtcagttg
aagaagtcat
actcttcaga
atccaggacg
tcagttaccc
attcaaacaa
tggatgaagc
cctitcgagt
atggttgtcc

ctagacccca

regiao

aatatctatt 2760
ctctgttegt 2820
gttttgtgge 2880
atcatacaat 2940
agctgetctt 3000
agcacgcagg 3060
gtccattcaa 3120
cacaaaattg 3180
ctgggtggca 3240
caaaaaaaat 3300
ttgtggcgat 3360
aatatacaca 3420
agcaatgagc 3480
aagtaagagg 3540
cgaggatctc 3600
agaggaagta 3660
gcgtctatte 3720
tcaagacatt 3780
.agtttaa 3837
codificadora

da

de sinal plastideo do gene dul-I de Oryza sativa

CADN

codificador

do

gene

R3 de Arabidops

¥
s

Q

<

»)



<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>

<223>
plastideo

<220>
<221>
222>

<223>

R3 (GWD-3)

102

CDS
(1)..(3984)

sequéncia codificadora da sequéncia artificial

sig_peptide
(1) ..(147)

sequéncia codificadora do peptideo de sinal

do gene dul I de Oryza sativa

mat_peptide
(154) .. ()

sequéncia codificadora do peptideo maturo do gene

de Arabidopsis thaliana sem a metionina do codéo

de partida natural

<400>

2



atg gag atg
Met Glu Met
-50

ctg aag gtc
ng Lys val

gcg cag tat
Ala Gln Tyr
cga aac ctg
Arg Asn Lgu

atg gag ctt
Met g}u Leu

aga gct gag
ggg Ala Glu

tdo ggt tgt
Trp Gly Cys

cat
His

tcc
ser

tcg
Ser

tat
Tyr
80

gat
Asp

gca
Ala

att
Ile

ttt
Phe

oty

cgg
Arg

gaa
Glu
95

- cat
His
110

cat
His

aat
Asn

cat
H1s

tgg gac cgg
Trp Asp Arg

gct
Ala

gtc
val

ttc
Phe

ca
21a

cag
Gin

ttt
Phe

att
Ile

aag
Lys
65

ta
8a1

gtt
val

aac
Asn

‘ata

Ile

aag
Lys

ctc
Leu

atc
Ile

tta
Leu

215"

acc
Thr

atc
Ile

cac
His

tac
Tyr
50

caa
GlIn

gt
va

ttg
Leu

ttc
Phe

ccg
Pro
130

&ty

g9
Arg
€ag
-30
atg
Met

tct
ser

acc
Thr

ctg.

Leu
35

caa
Gln

&y

atc
Ile

aaa
Lys
cgt
Ar

119
aag
Lys

cga
Arg

cct
Pro
=45

cca
Pro

acc
Thr

aaa
Lys

gtc
val
20

aag
Lys

3ty

gca
Ala

ctt
Leu

gat
Asp

100
gtt
val

act
Thr

cca
Pro

caa
Gln

gct
Ala

agg
Arg

tcc
ser

act
Thr

aac
Asn

aat
Asn

ttg
Leu

9a9
Glu
85

&

gag
Glu

ctg
Leu

caa
Gln

103

agc
ser

agc
Ser

aga
Arg

caa
GlIn

oy

tgc
Cys

aac
AsSn

cag
GIn
70

ttg
Leu

agc
ser

att
Ile

ata
Ile

agc
ser

ctt
Leu

agt
ser

tat

TYyr
-10

caa

Gln.

ttg
Leu

act
Thr

cat
His
55

act
Thr

<gg
Arg

cat
His

cce
Pro

gaa
Glu
135

tct

cta tgc cct

Leu Cys Pro
-40

gcc agc ggt

Ala ?y

-25

act gga agc
Thr_G?y ser

ser G

ttc
Phe

cta
Leu
10

3ty

tgg
Trp

cag
GIn

aat
Asn
25

cgc gca
Arg Ala
40

ccg
Pro

atc

tgg tat
Ile

Trp Tyr

ttt
Phe

acc

t
Thr v

va

cca
Pro

gat
Asp

s
90

tag
Trp

aac
Asn

agg
Arg

105

tgg
Trp
120

aga
Arg

aat gat
Asn Asp

aga gca
Arg Ala

gca cgt gaa

cg9
Arg

ggt
Gly

aga
Arg

att
Ile

agc
ser

att
Ile

cca
Pro

aag
Lys
75

gta
val

ttg
Leu

ctc
Leu

cat
His

caa

Ser Ala Arg Glu Gln

agc
ser

agg
Arg

ctc
Leu
-20

gtt
val

&ty

ggc
Gly

att
Ile
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caa
GlIn

atc
Ile

gce’

Ala

tca
ser

iaa
ys
305

tcg
Ser

&y

gt
va

agt
ser

tta
Ley
385

atg
Met

gaa
Glu

ca
?\'I a

gaa
Glu

a
&
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Trp
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ttc ctt tct
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cgt
Arg
ata
770
cat
His

cC
gla

atc
Ile

oty

tac
Tyr
850
gag

Glu

tc
3a1

ct
g]a

&ty

gat
ASp
930

gtt
val

gt
va

tac

tgc
Cys

atc
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cct
Pro

tta
Leu
755

ca
ctn

&y

gtt
val

gcyg
Ala

Tttt
Phe
835

tcg

Ser

atc
Tla

-
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Trp
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g
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Trp. Al
p’1085

aat
Asn

gaa
Glu

ccg
Pro

&y

agc
ser

agt
Ser

ata
Ile

oty

gta
val

Tttt
Phe

cct acc tca gct get ctt cca tte
Pro Thr Ser Ala Ala teu ;880 Phe

995

gat
Asp
1010

gat
Asp_

1025

gaa
Glu
1040

ctg
Leu
1055

gaa
Glu
1070

gct
Ala

aag
Lys
1100

gtc
val
1115

gtc
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1250 1255 1260
g?t gtt gtc aaa ggt gga cat atc tac atC otc caa gct aga ccc 3978
Gly val val Lys Gly Gly His Ile Tyr Ile Vval Gln Ala Arg Pro ‘
1265 1270 1275
caa gtt taa ' 3987
Glin val '
<210> 3
<211> 1328
<212> PRT
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(=)
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260
Met Ala
Gly Glu
Phe val
Glu His
325

val Gl
340 y

110

Ser

Ile

Ile

ser

150

Leu

Asn

Thr

Gln

Ala

230

ser

Arg

Gly

Trp

His

310

ser

Ile

His
Pro
Glu
135
ser
His
Ser
Met
Lys
215
Leu
q[)}
Asp
Pro
Leu
295
Gly

Tyr

Gin

Asn Gly Ala Asn

Asn Arg Trp
105

Leu

Trp Asn ASp Leu
120

Arg

Ala

Ala

Thr

Ile
200

Tyr

Ala’

Lys

val

Thr

280

Ile

Ala

Gln

Phe

Phe
360

Arg

Arg

Glu

val

185

Gln

Thr

Glu

ser

Lys

265

val

Pro

Cys

Phe

val

345

val

Gly Lys Leu Asp val Asp

Ala

Glu

Leu

170

Pro

ser

Glu

Leu

Phe

250

Gly

Leu

Pro

Gln

Ile

330

Ile

His

Glin
155

Ala

val

Tyr

Pro

Ser

235

His

Asp

His

Pro

Thr

315

Asp

Trp

val Asn

Arg Gln
His Ala
125
Lys Ile
140
Gln Ile
Arg Gly
Glu Lys
Arg Arg
Ile Asn
220
Lys Arg
val Arg
Cys Arg
Trp G
288
Asp val
300
GIn pPhe
Ile Asn

ser Gly

Leu Lys
365

Glu Lys Tyr val
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370 _ 375 380

Leu Lys Trp Leu Leu Asp Glu-Ile Ser Glu Arg Glu Lys Glu Ala Glu-

sy . P 385 P 390 9 395. -

Arg Ser Leu Met His Arg.phe Asn Ile Ala Thr Glu Leu Thr Glu Arg -
400 - ' 405 410 -

s Lys Asp Glu Gly Glu Gly Gly cys Ile Gly Ile Met val Trp Met-
Vs s AP 1y Glu 2y 61y s B 425

phe Met Ala Thr A His. Leu Thr Trp Asn-L /S Asn TYr Asn va1 '
L 4;3 o P 440 y R4 445

Ar

43

Lys Pro Arg Glu Ilé .Ser Glu Ala Lei GTg,Arg phe Thr Asn Leu Met
T A4S0 . 455 460

Glu Lys Ile Igrs' Leu len GIn Prfo 2;3 Lys f\rg Glu Ile X;}-Arg Lteu

Leu vai Gly Arg. G]x, Gly GIn Gly Asp val Gly Gln Arg‘

ama

Ala,

80 490
: L 6lu Tie Lew Val :
‘Ile Arg Asp Glu TidrLen voa I‘Ie G]n Arg H'ls As\(s)g His Cys Lys Ser

Thr Met A

FS -

Gly Met Met Glu Glu T;g His Gln Lys Leu His Asn Asn ser ser Ala
510 s - . 520 525

. Asp Asp val Ile Ile Cys"G'l'u"Ala'Léu Ley ASH Tyr val Arg Ser Aé
P p © 530 ’ . 535 ' 9 540 P

~ Phe Arg Ile Asg Ala Tyr Trp Gin ?S‘('; Leu Gin Thr Asn ‘Si:.'i Leu Thr "

Lys Glu Arg Leu Ala Ser Tyr Asp Arg Pro Ile val Ser Glu Pro Arg
560 - Ty 'SGE. 570

Phe Arg Ser Asp Ser Lys Glu Gly Leu ITe Arg Asp Leu Thr Met Tyr
57 . 580 S ssg e

Leu Lys Thr Leu Lys Ala val His Ser Gly Ala Asp Leu Glu Ser Ala

590 : 595 _ 600 605.

_Ile Asp Thr Phe Leu'Ser Pro Ser Lys Gly His Nis val Phe Ala val
T 610 : 615 620

Asn Gly Leu ser Pro-Lys Leu GIn Asp Leu Leu Asn Leu val Lys Arg
625 . C 630 635

Leu val Azg'G'lu Glu Asn. Thr glg Pro Leu ITe Glu Lys Leu val Asp

6%0



Ala Arg Ile
65

Lys Asp Leu
sgo

Thr ITe Glu

Ile Ile Tyr

val Asn Asn

720

Ser Glu Ala

735

Ala val
750

Leu

Tyr phe Thr

Arg val Asp

Pro

Ala Gl
. y 800

Ser Leu

Ar
815 9

Ala Asp Ala

830

Gln Asn LyS
Thr Gly Glu

Ile
880

Ser Met

Lys Ile Cys
895

Lys Ser Lys
910 y

GIn

Leu

Lys

val

705

Glu

Tyr

Asp

Ile

Lys

785

Gly

Lys

Tyr

Phe

Glu

865

Asp

Phe

Glu

Leu His

Phe Leu
675

Arg Leu
690
Ile Cys
Glu Ile
Arg Pro
Arg Leu
9 755
Ile GIn
770
His Gly
Ala val

Ile Ala

Gly phe
835

r ser
850
Glu Ile
val Leu
Ala Thr

Gly Ar
gt

Pro
660
Asp
Ile
val
Ile
His
740
GIn
Pro
Ile
Leu
Asn
820
val
Lys
Pro
ser
Cys

Ala

Ala

Ile

ser

val

Phe

725

Asp

Leu

Thr

Asp

ser

805

Leu

val

Pro

Ala

His

885

Phe

Ile

112

Leu Arg Ala Pro
665

Ala
Leu

Leu
710

cys
val
val
Thr
%
Thr
Gly
Cys
Thr
Gly
val

Asp

ser

Leu

Asn

695

Glu

Thr

GIn

Leu

Lys

775

Phe

Leu

Cys

val

val

855

val

Ser

Gln

Ile

Glu Ser
680

Phe Asn

Asn Leu

Lys Asp

Trp Ala

745

Ala Asp
760

Tyr Leu

The Glu

val Asn

Trp Gln
825

Asn Glu
840

Ile 1le
val Ala
Ile Arg
A§n val

905

His Thr
920

Arg Thr Arg

Cys Phe Lys

Pro
700

Asn Pro

Cys Leu Ser

715

Tr rAr
750

Leu GIn Thr

Arg Cys GIn

Gly GIn Leu

780

Glu val Ile

795

Arg Phe Asp
810

val Ile Ser

Leu ITe val

Ala Ser Lys

860

val Leu Thr

875
Ala Arg Asn
890

Leu ser Asn

Lys ser Thr

Ala

Thr

685

Glu

Ile

val

Lys

His

765

Leu

Arg

Pro-

Leu

val

845

val

Pro

Ser

Leu

Gly



Leu
Phe
. Cys
Gly
990
Asn
ser
Lys
Leu
Tyr
Lys
Cys
Leu
Thr
Ile
Arg

Thr
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val Ile ser Asp Gly Asn Asn Ser G'lg val ser val Arg His Ile
930 93 940

Ile
Gly
ser
975
Ile
Ile
val
ser
Arg
Leu
Lys
LYS
Ile
Asn
val

Ala

val

ser

960

Lys

Lys

Leu

Leu

Ile

‘Asn

Gly

val

Lys

Gln

Asn

Lys

Met

Ile

Ser

945

ser

Ile

ser

Lys

GIn

Glu

ASp

Trp

Asn

Glu

Pro

Gly

Ser

ser

val pro Arg Gly val Ile Ser Lys Gly Lys Lys phe
9 & 950 Y 9§S Y

His Tyr val Ile Ser ss,g;' Lys Glu Phe Thr A;g Glu Arg val

9

r Asn Ile Lys Phe Leu Arg Glu Arg val Pro Ser
R4 980 y 9 985 9
pro Thr Ser Ala Ala Leu Pro Phe Gly Thr phe Glu
995 1000 1005

ASp Asp Ser Asn Lys Asp Val Ala Arg Arg Ile
1010 1015 9 1020

Asp Ser Leu Asn Arg G'Ig Asp Leu Thr Lys Leu
1025 1030 1035

Glu Ala Ile Leu GIn Met Ser Ala Pro Met Ala
1040 1045 1050

Leu Ile Thr Lys Leu Argo Ser Glu Arg Met Pro
1055 10 1065

Glu ser Gly Trp Asn Ar? ser Trp val Ala Ile
1070 . 1075 - 1080

Ala Sser Lys Trp Asn Glu Arg Ala Tyr val Ser
1085 y 1090 g R4 1095

Lys Leu Asp His Asp Ala Val Cys Met Ala val
1100 1105 1110

val Ile Cys Gly Asp Tyr Ala Phe val Ile His -
1115 1120 1125

val sSer Gly Asp Ser Ser Glu Ile Tyr Thr Glu
1130 . 1135 1140

Leu Gly Glu Thr Leu val Gly Ala Tyr Pro Gl
1145 1150 Y R4 11)5,5

Phe Ile Thr Lys Lys Thr Asn Leu Lys Ser Pro
1160 1165 1170

Tyr Pro ser Lys Arg Ile Gly Leu Tyr Ser L S
1175 1180 y R4 1{85



114

Pro Ser Ile Ile Phe Arg Ser Asp Ser Asn Asn Glu Asp Leu Glu
1190 1195 1200

Gly Asn Ala Gly val Gly Leu Tyr Asp Ser Vval Ile Met Asp Glu
Y y 1205 R4 1210 P 1215

Ala Glu Glu val val val Asp Tyr Ser Arg Glu Pro Leu Ile Met
1220 1225

Asp Lys Ser Phe Arg val Arg Leu phe Ser Ala Ile Ala Glu Ala

YQR! A Fvsda av

1235 1240 1245

Gly Asn val Ile Glu ser Ile Tyr Gly Cys Pro GIn Asp Ile Glu
1250 Y 1%55 P
Gly val val Lys Gly Gly His Ile Tyr Ile val Gln Ala Arg Pro
Y 12%5 Y R4 1270 9 12

Gln val

<210> 4

<211> 12

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 4

{Ie Asp val Leu ger His val ser 1Ile ?59 Ala Arg
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REIVINDICACOES

Célula vegetal geneticamente modificada, em que o0s
plastideos presentes na dita célula vegetal incluem uma
proteina que transfere um residuo fosfato de um
nucleosideo trifosfato ©para o amido, em que a
modificagdo genética consiste na introdugdo da molécula
de &cido nucleico exdgena no genoma da célula vegetal,
onde a molécula de acido nucleico exdgena é

seleccionada a partir do grupo constituido por

a) moléculas de 4cido nucleico que codificam uma
proteina com a sequéncia de aminodacidos
especificada na SEQ ID N° 3;

b) moléculas de 4&cido nucleico que codificam uma
proteina que inclui a sequéncia de aminoacidos,
codificada pela insercdo no plasmideo DSM 16587 ou
prela insercédo no plasmideo DSM 16645;

c) moléculas de 4cido nucleico gue codificam uma
proteina cuja sequéncia tem pelo menos 60 % de
identidade com a sequéncia de aminoacidos
especificada na SEQ ID N° 3;

d) moléculas de 4&cido nucleico gque codificam uma
proteina cuja sequéncia tem uma identidade de pelo
menos 60% com a sequéncia de aminodcidos codificada
pela inserg¢do no plasmideo DSM 16587 ou pela
inser¢do no plasmideo DSM 16645;

e) moléculas de acido nucleico que incluem a sequéncia
nucleotidica especificada na SEQ ID N° 1 ou na SEQ

ID N° 2 ou uma sequéncia complementar;



f) moléculas de 4cido nucleic gue compreendem a
sequéncia nucleotidica da insercdo presente no
plasmideo DSM 16587 ou no plasmideo DSM 16587;

g) moléculas de acido nucleico que tém uma identidade
de pelo menos 60% com as sequéncias de acido
nucleico descritas em a), b), e) ou f);

h) moléculas de acido nucleico que hibridam com pelo
menos uma cadeia das moléculas de &cido nucleico
descritas em a), b), e) ou f), sob condic¢des
restringentes;

i) moléculas de acido nucleico cuja sequéncia
nucleotidica se desvia da sequéncia de moléculas de
acido nucleico mencionadas em a), b), e) ou f), em
resultado da degenerescéncia do cddigo genético e

J) moléculas de acido nucleico que constituem
fragmentos, variantes alélicas e/ou derivados das
moléculas de acido nucleico descritas em a), b),

c), d), e), f), g), h) ou i)

e em qgque a molécula de 4&cido nucleico exdgena ¢é uma
molécula de acido nucleico recombinante compreendendo
sequéncias adicionais que ndo se encontram naturalmente
presentes numa combinag¢do em que se encontram presentes nos
adcidos nucleicos recombinantes, nos quais a molécula de
dcido nucleico codificadora da proteina que transfere um
residuo fosfato a partir de um nucleosideo trifosfato para
o amido esta fundida as sequéncias de &cido nucleico que
codificam um peptideo de sinal para o plastideo, de forma a
que a molécula de acido nucleico recombinante codifica uma
proteina que transfere um residuo fosfato a partir de um

nucleosiodeo trifosfato para o amido e que possuili uma



sequéncia de sinal para o plastideo para além da sua

sequéncia de aminodcidos.

2. Célula vegetal de acordo com a reivindicacdo 1 que
sintetiza um amido modificado em comparacdao com as
células vegetais de tipo selvagem ndo modificadas
geneticamente, em que o amido modificado inclui um teor
de fosfato de amido aumentado e/ou uma distribuicdo de

fosfato modificada.

3. Planta que inclui células vegetais geneticamente
modificadas de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 1 e 2.

4. Planta de acordo com a reivindicacdo 3 gque € uma planta

armazenadora de amido.

5. Material de propagacédo de uma planta de acordo com a
reivindicacdo 3 ou 4, compreendendo uma célula vegetal

de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 ou 2.

6. Parte que pode ser colhida de uma planta de acordo com a
reivindicacdo 3 ou 4, compreendendo uma célula vegetal

de acordo com qualgquer uma das reivindicagdes 1 ou 2.

7. Método de geracgado de uma planta geneticamente modificada

em que

a) uma célula vegetal ¢é transformada, conduzindo a
transformagcdo a um aumento da actividade de pelo

menos uma proteina que codifica uma proteina que



i)

ii)

transfere um residuo fosfato a partir de um
nucleosideo trifosfato para o amido em comparagao
com células vegetais correspondentes nao
modificadas geneticamente, de tipo selvagem, e dque
consiste na introdugdo de uma molécula de acido
nucleico exdgena codificadora de uma proteina que
transfere um residuo fosfato a partir de um
nucleosideo trifosfato para o amido seleccionada a

partir do grupo constituido por I

moléculas de acido nucleico que codificam uma
proteina com a sequéncia de aminoacidos
especificada na SEQ ID N° 3;

moléculas de &cido nucleico que codificam uma
proteina que inclui a sequéncia de aminoéacidos,
codificada pela insergcdo em DSM 16587 ou pela

insercdao em DSM 16645;

iii) moléculas de &cido nucleico gue codificam uma

iv)

V)

proteina cuja sequéncia de aminocacidos tem pelo
menos 60 % de identidade com a sequéncia de
aminoacidos especificada na SEQ ID N° 3;

moléculas de &cido nucleico que codificam uma
proteina cuja sequéncia tem uma identidade de pelo
menos 60% com a sequéncia de aminodcidos,
codificada pela insercdo no plasmideo DSM 16587 ou
pela inser¢do no plasmideo DSM 16645;
moléculas de acido nucleico que incluem a sequéncia
nucleotidica especificada na SEQ ID N° 1 ou na SEQ

ID N° 2 ou uma sequéncia complementar;



vi) moléculas de 4&cido nucleic qgue compreendem a
sequéncia nucleotidica da insercdo presente no
plasmideo DSM 16587 ou no plasmideo DSM 16645;

vii) moléculas de &acido nucleico gque tém uma identidade
de pelo menos 70% com as sequéncias de acido
nucleico descritas em i), ii), v) ou vi);

viii) moléculas de acido nucleico que hibridam com pelo

menos uma cadeia das moléculas de &acido nucleico

descritas em i), ii), wv) ou vi) sob condig¢des
restringentes;
iix) moléculas de 4acido nucleico cuja sequéncia

nucleotidica se desvia da sequéncia de moléculas de
dcido nucleico mencionadas em i), ii), wv) ou vi),
em resultado da degenerescéncia do cédigo genético
e

ix) moléculas de 4cido nucleico gque constituem
fragmentos, variantes alélicas e/ou derivados das
moléculas de &cido nucleico descritas em i), 1ii),

iii), 4iv), v), wvi), wvii), wviii) ou iix),

no genoma da célula vegetal, em que a dita molécula de
dcido nucleico exdégena ¢ uma molécula de &cido nucleico
recombinante compreendendo sequéncias adicionais gue nédo se
encontram naturalmente presentes numa combinacdo em que se
encontram presentes nos acidos nucleicos recombinantes, nos
quais a molécula de acido nucleico codificadora da proteina
que transfere um residuo fosfato a partir de um nucleosideo
trifosfato para o amido estd fundida as sequéncias de acido
nucleico que codificam um peptideo de sinal para o
plastideo, de forma a que a molécula de &cido nucleico

recombinante codifica uma proteina que transfere um residuo



fosfato a partir de um nucleosiodeo trifosfato para o amido

e que possul uma sequéncia de sinal para o plastideo para

além da sua sequéncia de aminoacidos,

b)

c)

8.

9.

10.

11.

uma planta é regenerada a partir de células vegetais da
etapa a) e
se apropriado, sao produzidas mais plantas com ajuda das

plantas de acordo com a etapa b).

Método de producdo de amido modificado, compreendendo a
etapa de extracdo do amido a partir de uma célula
vegetal de acordo com o reivindicado em qualquer uma
das reivindicagbes 1 ou 2 ou de extracdo do amido de
uma planta de acordo com o) reivindicado na

reivindicacdo 3 ou 4.

Método de produgdo de um amido modificado, compreendendo
a etapa de extracdo do amido de partes de planta que
podem ser colhidas de acordo com o reivindicado na

reivindicacédo 6.

Método de producdo de farinhas compreendendo a etapa de
moagem de  partes de plantas de acordo com O
reivindicado na reivindicacdo 3 ou 4 ou de material de
propagacgao de acordo com o) reivindicado na
reivindicacdo 5 ou material que pode ser colhido de

acordo com o reivindicado na reivindicacao 6.

Utilizacéao de uma célula vegetal geneticamente
modificada de acordo com o reivindicado em gqualquer uma

das reivindicagdes 1 ou 2 ou de uma planta de acordo



12.

com o reivindicado na reivindicagcdo 3 ou 4 para a

producao de uma farinha.

Molécula de &acido nucleico codificadora de uma proteina
com a actividade enzimdtica de uma proteina que
transfere um residuo fosfato a partir de um nucleosideo
trifosfato para amido seleccionada a partir do grupo

constituido por

a) molécula de acido nucleico que codifica uma proteina
com a sequéncia de aminodcidos especificada na SEQ
ID N° 3

b) molécula de acido nucleico que codifica uma proteina
cuja sequéncia de aminocdcidos tem pelo menos 60 %
de identidade <com a sequéncia de aminodcidos
especificada na SEQ ID N° 3;

c) molécula de acido nucleico que inclui a sequéncia
nucleotidica especificada na SEQ ID N° 1 ou na SEQ
ID N° 2 ou uma sequéncia complementar destas
sequéncias;

d) molécula de acido nucleico que tem uma identidade de
pelo menos 70% com as sequéncias de acido nucleico
descritas em a) ou c);

e) molécula de &cido nucleico que hibrida com pelo
menos uma cadeia da molécula de acido nucleico
descrita em a) ou c) sob condig¢gdes restringentes;

f) molécula de acido nucleic cuja sequéncia
nucleotidica se desvia da sequéncia de moléculas de
dcido nucleico mencionadas em a) ou a), em

resultado da degenerescéncia do cddigo genético e



g) molécula de 4acido nucleico que constitui um
fragmento, variante alélica e/ou derivado das
moléculas de &cido nucleico descritas em a), b),

c), d), e) ou f),

e em que a molécula de &cido nucleico mencionada € uma
molécula de 4cido nucleico recombinante compreendendo
sequéncias adicionais que ndo se encontram naturalmente
presentes numa combinacido em que se encontram presentes no
dcido nucleico recombinante, em que a molécula de &cido
nucleico codificadora da proteina que transfere um residuo
fosfato a partir de um nucleosideo trifosfato para o amido
esta fundida as sequéncias de acido nucleico gque codificam

um peptideo de sinal para o plastideo.

13. Vector compreendendo uma molécula de &acido nucleico de

acordo com o reivindicado na reivindicagao 12.

14. Vector de acordo com a reivindicacdao 13, em dque a
molécula de 4acido nucleico estd ligada a sequéncias
reguladoras que 1iniciam a transcrigdo em células

procariotas e eucariotas.

15. Célula hospedeira que compreende uma molécula de &acido
nucleico de acordo com a reivindicacdo 12 ou um vector

de acordo com a reivindicag¢do 13 ou 14.

16. Composicédo compreendendo uma molécula de acido nucleico
de acordo com a reivindicacdo 12 ou um vector de acordo

com a reivindicacédo 13 ou 14.



17.

18.

19.

20.

Utilizacdo de uma composicdao de acordo com a
reivindicagdo 16 para a identificacdo de células
vegetais, em comparacdo com células vegetais de tipo
selvagem, nao modificadas geneticamente, que revela um
aumento na actividade de uma proteina que transfere um
residuo fosfato a partir de nucleosideo trifosfato para

o amido.

Proteina com actividade de fosforilacdo do amido

seleccionada a partir do grupo constituido por

a) uma proteina que inclui uma sequéncia de aminoacidos
especificada na SEQ ID N° 3,

b) uma proteina com pelo menos 60 % de identidade com a
sequéncia de aminoacidos das proteinas citadas em
a) fundida as sequéncias de aminocacidos que

codificam um peptideo de sinal para o plastideo.

Proteina recombinante que inclui sequéncias de
aminodcidos codificadoras de uma proteina de acordo com
a reivindicacéo 18, fundida as sequéncias de
aminodcidos que codificam um peptideo de sinal para o

plastideo.

Proteina de acordo com a reivindicacgdo 18 ou 19 que

possui um dominio fosfo-histidina.
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