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{57) Resumo: Patents de Invencio "ACIDO NUCLEICO ISOLADO,
VETOR CELULA, ORGANISMO TRANSGENICO, PLANTA OU
PROGENIE DA CITADA PLANTA, E, PROCESSOS PARA PRODUZIR
UMA PLANTA COM CONTEUDC AUMENTADO DE ACIDC GAMA-
LINOLENICO, INDUZIR PRCDUGAO DE ACIDO GAMA-LINOLENICO E
ACIDO OCTADECATETRAEONICO EM UM ORGANISMO E PARA
PRODUCAO DE UMA PLANTA COM RESISTENCIA AO
CONGELAMENTO MELHORADA" . Acido linoleico € convestido em dcido
1~ lnciénico por meio da enama Af-dessatumss A presente invengio
refers-se aos dcidos nuciéicos tsoladon compreendedo o gene coditicador
de AS-dessaturass. Mais especificaments, o écido nucléico isclado
compresiie o promotor, a regido de codificacéio e as regibes de terminacio
do gene codificador da AS-dessaturasa A presente invenclic proporciona
construgbes recombmante compreendendo a regiio de codificaclio de AS-
hetepSiogas. Os #cudos nucléicos & as construcles recombinames da
presente invencho so (tefs na produclo de AGL (GLA, em Ingiés) em
organismos fransgénices



10

15

20

1

Relat&rio. Descritivo da Patente de Invencdo "ACIDO
NUCLEICO ISOLADO, VETCOR, CELULA, ORGANISMO TRANSGENICO, PLANTA OU
PROGENIE DA CITADA PLANTA, E, PROCESSOS PARA PRODUZIR UMA PLANTA
COM CONTEUDO AUMENTADO DE ACIDO GAMA-LINOLENICO, INDUZIR PRODUCAO
DE ACIDO GAMA-LINOLENICO E ACIDO OCTADECATETRAEONICO EM UM
ORGANISMO E PARA PRODUCAOC DE UMA PLANTA COM RESISTENCIA AO
CONGELAMENTO MELHO. n,

Acide linoleice (18:2) (AL, LA em inglés) &
transformado em dcldo gama-linolé&nico (18:3) (AGL, GLA em inglé&s)
por meio da enzima A6-dessaturase. Quando esta enzima, ou o &cido
nucléico codificador dela, & transferida({o) para dentro de células
produtoras de AL, & produzido AGL. A presente invengéio proporciona
dcidos nucléicos compreendende o gene para A6-dessaturase. De modo
mals especifico, os fcidos nucléicos compreendem os promotores, as
regides de codificagio e regldes de terminagidc dos genes
codificadores de A6-dessaturase. A presente lnvengdo refere-se em
adiciio a8 construgdes recombinantes compreendendo uma reglfic de
codificagdo de Aé6-dessaturase em combinagfo funcional com
sequéncias reguladora@s heterdlogas. 08 &cidos nucléicos & as
construgdes recombinantes da presente inveng8So sdo {iteis na
produgdc de AGL em ofXganismos transgénicos.



25

30

20

25

30

Boidos graxos insaturados tais como &clidos lincleilco
(Cea"2) e a-linolénico (C,0*'3-1%) gdo constituintes dietéticos
essenclais que ndio podem ser sintetizados por vertebrados porgue
ag células de vertebrados podem introduzir ligag®es duplas na
posicgio A dos &cidos graxos mas ndo podem introduzir ligagSes
duplas adicionais entre a ligagdo dupla A’ e a terminagdo de metila
da cadeia de acido graxo. Devido ao fato deles serém precursores
de outros produtos, o8 dcidos linolelco e a-linclénico sdc &cidos
graxos essenciais, e sdo normalmente obtidos de fontes vegetails.
O &dcide linoleico pode ser convertido por mamiferos em &cido v-
linolé&nico (AGL, C,,A%%*1'?) que pode por sua vez ser convertido em
ficido araquiddnico {20:4)

O &dcideo linolelico & convertido em AGL por meio da
enzima A6-dessaturases’. A A6-dessaturase, uma enzima compreendendo
mais do que 350 amino-&cidos, apresenta um dominio ligado em
membrana e um sitio ativo para a dessaturagdoc de &cidos graxos.
Quando esta enzima & transferida para dentro de cé&lulas dque
produzem endogenamente &clde 1lincleico mas n8o AGL, AGL &
produzido. A presente invencdio, por meio do fornecimento do_gene
codificador de A6-degsaturase, permite a produgfico de organismos
transgénicos que contém A6-dessaturase funcional e gue produzem
AGL. Em adigdo & permissfic para a produgdo de grandes quantidades
de AGL, a presente invengfo proporciona novas fontes dieté&ticas de
AGIL.

A presente invengdo refere-ge aos genesg codificadores
de A6-dessaturase isoclados. De modo especifico, os genes isolados
compreendem promotores, regides de codificaglo, e regidea de
termlinac8o relacionados 3 A6-dessaturase.



30

30

30

35

De acordo com a presente invengdo, moléculas de DNA
compreendendo genes codlflicadores de A6-dessaturase foram isoclados.
Mais especificamente, um DNA de 3,588 qullobases (kb) compreendendo
um gene codificador de A6~dessaturase fol igolado de clancbacté&ria
Synechocystis. A seqiéncia de nucleotideos do DNA de 3,588 kb foi
determinada e & mostrada na SEQ ID NO: 1.

Também de acordo com a presente invencdo, um cDNA
compreendendo um gene codificador de A6-dessaturase proveniente de
borragem (Borago officinalis) foi isclado. A seqléncia de
nucleotfdeos do cDNA de 1,685 gquilocbases (kb)) fol determinada e
est& mostrada na figura SA (SEQ ID NO: 4). O cbSdon de iniciac3o ATG
e o cbdon de terminagdo estiio sublinhados. A seqgiifncia de amino-
dcidos correspondendo A fase de leitura aberta da A6-dessaturase
da borragem esti mostrada na figura 5B (SEQ ID NO: 5).

Organismos transgénicos que ganham a fungfio de
produgdc de AGL por WMelo da introdugdoc de DNA codificador de A-
dessaturase ganham também a fungio de produgdc de &cildo
octadecatetraefnico (1B:4 A%9%1215) 0 &clido octadecatetrae8Snico
estd presente normalnente nos Slecos de peixe e em algumas espécies
de planta da famllia Boraginaceae (Cralg et al., [1964] J. Amer.
Oil., Chem. Soc. 41, 209-211; Grogs et al., [1976] Can. J. Plant
Sci. 56, 659-664). Nos organismos transgénicos da presente
invengdo, o #fcido dttadecatetrae@nico resulta da dessaturacio
adicional de &cido a-linolénico por meio de A6é-dessaturase ou da
degsaturacio de AGL pela A-15-dessaturase.
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS
(1) INFORMAGAO GERAL: "
(1) REQUERENTE: Rhone-Poulenc Agrochimie

LTS
H
(1]
LITTT™

(11) TITULO DA INVENCXO: PRODUCEO DE ACIDO GAMA-LINOLENICO POR
MEIC DE UMA DELTA-6-DESSATURASE

(11ii) NOMERO DE SEQUENCIAS: 25
(iv) ENDERECC PARA CORRESPONDENCIA:

(A) DESTINATARIO: Scully, Scott, Murphy & Presser

(B) RUA: 400 Garden City Plaza
(C) CIDADE: Garden City
{D) ESTADO: New York
(E) PAIS: Estados Unidos da América
(F) CODIGO POSTAL [ZIPl: 11530
{v) FORMA LEGIVEL EM COMPUTADOR:
{A) TIPO DE MEIQ: disco flexivel
(R} COMPUTADOR: tofpatfivel com BC da IBM
{C) SISTEMA OPERACIONAL: PC-DOS/MS-DOS

{D) SOFTWARE: PatentIn Release no. 1.0, Versfo no.

(vi) DADOS CORRENTES DO PEDIDO:
(A) NTMERO DO PEDIDO:
(B) DATA DE DEPOSITO: 30 de dezembro de 1994
(C) CLASSIFICAGHO:
{viii) INFORMAGCOES SOBRE O PROCURADOR/AGENTE :
(A) NOME: Presser, Leopold
(B) NUMERO DE REGISTRO: 19.827
(C) REFERENCIA / NOMERC DE REGISTRO: B3B3ZYXW
{ix) INFORMAGOES SOBRE TELECOMUNICAGAO:
(A) TELEFONE: (516) 742-4343
(B) TELEFAX: (516) 742-4366
(C) TELEX: 230 501 .SANS UR
{2) INFORMAGAO PARA A SEQ ID NO: 1:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 3588 pares de base
{B) TIPO: &cldo nuclé&ico
(C) FILAMENTC: ambos
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (gen®mico)
(ix) PARTE ESSENCIAL:
(A) NOME/CHAVE: CDS
(B) LOCALIZAGEO: 2002..3081
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CCTTAGGARA ATCTCGCCCT ACGTGRTCGA
TTATGCATCT TTCTCCARGG CCAATGARAT
GCAGGCTAGG GATATAACCA AGCOGCTCCC
TCATGGTTAR AATTACCCTT AGTTCATGTA
GTGTCTTGTC TTGGTTCTAC TTGTTGGAGT
ATGTTTTTTA ATATATTTTA GAGGTTTTGC
TGCATATTGT CAATTGTTGT GCTCAATATC
TGTTTTCAGT TGARGCTCAT GTGTACTTCT

TATTT

OTTATICAYG ARCATARTT PP CIMAR
o NI BRI

GAAGARTTTG GTATGGGRAG CTCTTCACAC -
ATAARTTTGAG ATTATGTATC TCCTATGTTT
CATTGCAMCT TGTCTTITTAT GGTTTATTAG
TTTCATCTCC ATTATTGATG AATAAGGAGT
TGATATTTTG GAATGTACTT TGTACCACTG

ATAGACTTTG TTTAAATGGT TATGTCATGT

(2) INFORMACRO PARA A SEQ ID NO: 5:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 448 amino-

(B) TIPC: amino-&cido
(D) TOPOLOGIA: linear

Acidos

(1i) TIPQ DE MOLECULA: DNA (gen8mico) [sic]
(xi) DESCRICHC DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 5:

Met Ala Ala Gln Ile Lys Lys Tyr Ile Thr Ser Asp Glu Leu Lys Asn
1

5

10 15

Hie Asp Lys Pro Gly Asp Leu Trp Ile Ser Ile Gln Gly Lys Ala Tyr
ao

20

25

Asp Val Ser Asp Trp Val Lys Rsp His Pro Gly Gly Ser Phe Pro Leu
35 40 45

Lys Ser Leu Ala Gly Gln Glu Val Thr Asp Ala Phe Val Ala Phe His

50 55

l;ro‘.h.ll Ser Thr Trp Lys Asn Leu Asp Lys Phe Phe Thr Gly Tyr Tyr

. &5 70

75 ao

Leu Lys Asp Tyr Ber Val Ser Glu Val Ser Lys Asp Tyr Arg Lys Lesu

S0 95

Val Phe Glu Phe Ber Lys Met Gly Leu Tyr Asp Lys Lys Gly His Ile

- 100

lo05 110

Met Phe Ala Thr Leu Cys Phe Ile Ala Met Leu Phe Ala Met Ser Val
115 130 135

Tyr Gly Val Leu Phe Cya Glu Gly Val Leu Val His Leu Phe Ser Gly

130 138

140
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REIVINDICACOES
1. Acido nucléico isolado, garacterizado pelo fato de

que codifica uma ‘A6-dessaturase de borragem.

2. fcido nucléico isclade de acordo com a
reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de compreender a

seqiéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 4.

3. Acido nucléico isolado, garacterizado pelo fato de
que codifica a seqlifncia de amino-fcidos da SEQ ID NO: 5.

4. Vetor, garacterizado pele fato de compreender o
Acido nucléico de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 1
a 3.

5. Vetor:-de expressio, caracterizado pelo fato de
compreender o &cide nucléico isclado de acordo com qualgquer uma das
reivindicacBes de 1 a 3 operacionalmente ligado em um promotor e
opcionalmente um sinal de terminagd3o capaz de efetuar expressfo de
produto de gene do cltado dcido nucléico.

6. Vetor de expressdo de acordo com a relvindicagdo 5,
caracterizado pelo fato de que o citado promotor & um promotor
relacionado & A6-dessaturase, um promotor relacionado & carboxilase
de Anabaena, um promotor relacionado a heliantinina, um promotor
relacionado & glicinina, um promotor relacionado & napina, o
promotor 35S de CaMV, ou um promotor tecido-especifico relacionado
2 heliantinina.
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7. Vetor de expressiio de acordo com a relvindicaglic 5,
caracterizado pelo fato de que o citado promotor & constitutivo ou
tecido-especifico.

B. Vetor de expressdio de acordo com a reivindicagdo 5,
caracterjizado pelc fato de que o citado sinal de terminagsio & um
g8inal de terminac3o .de Synechocystis, um sinal de terminagfio
relativo & nopalina sintase, ou um sinal de terminagio de semente.

9. Cé&lula, caracterizada pelo fato de compreender o
vetor de acordo com qualquer uma das reivindicacSes de 4 a 8.

10. Cé&lula de acordo com a reivindicagiio 9,

caracterlzada pelo fato de que a cltada'cslu'.llai é-imﬁ tiélﬂ'.lq anlimal,
uma c&lula bacteriana, uma célula de planl:a-bu- e -céluia"fung:l.ca

11. Orxganismo tranagénico, garacterizado pelc fato de
compreender o fcido nucléice isolado de acordo com qualgquer uma das
reivindicagfies de 1 a 3.

12. Organismo tranegénico, gcaracterlzado pelo fato de
compreender o vetor de€ acordo com qualquer uma das reivindicagSes
de 4 a 8.

13. Organismo transgénico de acordo com a
reivindicagido 11 ou 12, caracterizado pelo fato de que o citado
organismoc & uma bactéria, um fungo, uma planta ou um animal.

14. Planta ou progénie da citada planta, garacterizada
pelo fato de gque f5i regenerada a partir da cé&lula de planta de
acordo com a relvindicagdo 10.

15. Planta de acordo com a relvindicagio 14,
caracterizada pelo fato de que a citada planta & uma planta
girassol, feijdo-soja; milho, tabaco, amendoim, cencura ou colza
de semente olecsa.



