[3 ¥
! n {
§
$1E

RU IR

(12) FASCICULO DE PATENTE DE INVENGAO

(11) Ndmero de Publicacao: PT 795018 E

(51) Classificagao Internacional:
C12N 15/54(2006.01) C12N 15/82(2006.01)
AO01H 5/00 (2008.01)

(22) Data de pedido: 1996.01.08

1995.01.06 EP 95200015
1995.03.27 EP 95200762

(30) Prioridade(s):

(43) Data de publicagéo do pedido: 1997.09.17

(45) Data e BPI da concessio: 2007.09.12
148/2007

(73) Titular(es):
PLANT RESEARCH INTERNATIONAL B.V.
DROEVENDAALSESTEEG 1 6708 PB

WAGENINGEN NL
(72) Inventor(es):

ARJEN JOHANNES VAN TUNEN NL
INGRID MARIA VAN DER MEER NL
ANDRIES JURRIAAN KOOPS NL

(74) Mandatario:
LUIS MANUEL DE ALMADA DA SILVA CARVALHO
RUA VICTOR CORDON, 14 1249-103 LISBOA PT

(54) Epigrafe: SEQUENCIAS DE ADN CODIFICANDO ENZIMAS DE SINTESE DE POLI:MEROS DE
HIDRATOS DE CARBONO E METODO PARA A PRODUCAO DE PLANTAS TRANSGENICAS

(57) Resumo:



PE795018 -1-

RESUMO

“SEQUﬁNCIAS DE ADN CODIFICANDO ENZIMAS DE SINTESE DE
POLIMEROS DE HIDRATOS DE CARBONO E METODO PARA A PRODUQKO

DE PLANTAS TRANSGENICAS”

E divulgado um fragmento de ADN possuindo uma
seguéncia nucleotidica SEQ ID NO: 1 tal como mostrada na
Figura 4A ou uma sequéncia hombéloga possuindo uma se-
melhanca de pelo menos 70% codificando l-sacarcse:sacarose-
frutosiltransferase. E também divulgado um fragmento de ADN
possuindo uma seguéncia nucleotidica SEQ ID NO: 2 tal como
mostrada na Figura 4B ou uma sequéncia hombdloga possuindo
uma semelhanca de peloc menos 70% codificando 1-fru-
tano:frutano-frutosiltransferase. Este invento divulga
ainda um ADN recombinante compreendendo um ou mais dos
referidos fragmentos de  ADN, ou compreendendo o(s)
referido(s) fragmento de ADN na orientacdo inversa.
Utilizando os referidos fragmentos podem ser produzidos

organismos transformados apresentando um perfil de frutanos

modificado.
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DESCRICA0

“SEQUENCIAS DE ADN CODIFICANDO ENZIMAS DE SINTESE DE
POLIMEROS DE HIDRATOS DE CARBONO E METODO PARA A PRODUQAO

DE PLANTAS TRANSGENICAS”

Este invento refere-se a sequéncias nucleotidicas
codificando enzimas de sintese de frutanos, uma sequéncia
de ADN recombinante compreendendo uma ou mais das referidas
sequéncias nucleotidicas, um método para producdo de um
organismo hospedeiro geneticamente transformado apresen-
tando um perfil de frutanos modificado e plantas ou partes
de plantas transformadas apresentando o referido perfil de

frutanos modificado.

Os frutanos referem-se a um grupo de compostos
hidratos de carbonc nos quais uma ou mais ligacdes
frutosil-frutose constituem a maioria das ligacgdes. Os
frutanos sdo polimeros de frutose com habitualmente, mas
n&c necessariamente, uma unidade glicosil terminal [G-(F),
G = opcional, n»2]. As ligag¢des frutosil-frutose nos fru-
tanos sdo do tipo de ligacdo p-2,6 ou p-2,1. Os frutanos
com ligac®es frutosil-frutose predominantemente (-2,6 séo
habitualmente designados levano(s). Os frutanos com 1li-
gacbes frutosil-frutose predominantemente (-2,1 sdo habi-

tualmente designados inulina(s).
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A biossintese dos frutanos ¢é vulgar em varias
familias de bactérias, fungos e algas e também em familias
especificas de plantas, tais comc a Liliaceae (p. ex.,
Allium cepa), Poaceae (p. ex., Lolium perenne) e Asteraceae
(p. ex., Helianthus tuberosus). A funcdo dos frutanos nas
bactérias e nos fungos estd pouco compreendida. Fol suge-
rido que os frutanos actuam como reservas extracelulares de
hidratos de carbono que podem ser mobilizadas durante
periodos de stress de hidratos de carbono (Jacques, 1993).
Em plantas, os frutanos podem funcionar como reserva de
hidratos de carbono que servem como fonte de carbonc para
(re)crescimento (Meier and Reid, 1982). Em espécies
armazenadoras de frutanos, a sintese de frutanos esta
restringida ndo sé a oérgi&os especificos (p. ex., o0s caules
ou tubérculos de H. tuberosus, o8 bolbos de Allium sps, as
bases das folhas e caules das ervas) como também a tipos
celulares especificos dentro destes 6rgidos (habitualmente
as células do parénquima). Nestes tipos celulares especi-
ficos, o wvactolo é provavelmente a localizagdo tanto da
biossintese como do armazenamento dos frutanos (Darwen e

John, 1989; Wagner et al., 1983).

Nas bactérias, exemplos de bactérias sinteti-
zadoras de frutanos sdo Streptococcus mutans e Bacillus
subtilus, a biossintese de frutanos a partir de sacarose &
catalisada apenas por uma enzima: levanossacarase (EC
2.4.1.10) em B. subtilus (Dedonder 1966) e levanossacarase,

mas também  designada frutosiltransferase, (FTF, EC
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2.4.1.10) em S. mutans (Carlsson, 1970). A sintese de
frutanos bacterianos prossegue através da transferéncia
directa da frutose de uma sacarose dadora (G-F) para uma
sacarose ou outras moléculas aceitadoras de acordo com a

seguinte reacgdo reversivel:

n(G-F) + aceitador - n(G) + aceitador-(F),, (1)

onde n pode ser maior que 10000.

A  Agua, hexoses, sacarose, oligossacaridos e
levano podem actuar como moléculas aceitadoras de unidades

de frutosil da sacarose (dadora de frutosil).

As sequéncias de ADN bacteriano codificando FTF
em S. mutans e de levanossacarase in B. subtilus estdo ja
descritas na literatura (Sato e Kuramitsu, 1986; Steinmetz
et al. 1985). Foram utilizados genes bacterianos de véarias
fontes para transformar plantas hospedeiras especificas que
normalmente ndo podem sintetizar frutanos, induzindo deste
modo a sintese de frutanos (ver por exemplo: Van der Meer
et ai., 1994; Ebskamp et al., 1994). Um método para
aumentar o teor sbélido dos frutos do tomateiro, utilizando
0 gene da levanossacarase de B. subtilus e 0 gene da
dextranossacarase de Leuconostoc mesenteroides estd des-
crito no pedido WO 89/12386¢. Um método para modificar o
padrdo de frutanos em plantas que normalmente ndo podem
sintetizar frutanos, utilizando o gene ftf codificando a

levanossacarase de S. mutans e o gene SacB codificando a
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levanossacarase de B. subtilus estd descrito nos pedidos NL
A 9300646 e WO 94/14970. A utilizacdo de uma sequéncia de
ADN codificando a levanossacarase de Erwinia amylovora, que
apds integracdo no genoma da planta hospedeira conduz a
sintese de levanos, estd descrita em DE 4227061 Al e WO A
0404692. Em todos os referidos pedidos, sdo descritas plan-
tas transgénicas que sdo transformadas com genes de leva-
nossacarase de bactérias. Concordantemente, estas plantas
transgénicas sintetizam e acumulam frutanos estruturalmente
comparadveis aos sintetizados pelas bactérias dadoras (Van

der Meer et al., 1994; Ebskamp et al., 1994).

O presente pedido difere dos referidos pedidos
por estar relacionado com sequéncias de ADN codificando
frutosiltransferases derivadas de plantas. Estas enzimas
sdo estruturalmente diferentes das enzimas bacterianas uma
vez que ndo existe uma homologia significativa ao nivel dos
amincacidos nem do ADN. Para além disso, o mecanismo de
bicssintese dos frutanos em plantas & essencialmente
diferente do das bactérias. Em contraste com a biossintese
de frutanos em bactérias, a formacdo de frutanos em plantas
¢ mediada por mais de uma enzima. Por exemplo, em
Helianthus tuberosus (girassol-batateiro), a biossintese de
frutanos ¢é catalisada por duas enzimas: a sacarose:sa-
carose-frutosiltransferase (SST, EC 2.4.1.99) e a fru-
tano:frutano-frutosiltransferase (FFT, EC 2.4.1.100). A SST
e a FFT de H. tuberosus estdo envolvidas na sintese de
frutanos ligados em f$-2,1 (inulina) e s&o portanto também

designadas como 1-SST e 1-FFT. A 1-FFT foil purificada a
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partir de tubérculos de H. tuberosus (Lischer et al., 1993;
Koops e Jonker, 1994). A purificacdo de SST provou-se ser
mais dificil de alcancar. Foi purificada uma putativa SST a
um rendimento muito baixo, a partir de varias fontes vege-
tais (Shiomi e Izawa, 1980; Praznik et al., 1990; Angenent
et al., 1993). No entanto, em nenhum destes estudos a
pureza da enzima foi convincentemente mostrada. Para além
disso, ndo foi convincentemente mostrado nestes estudos que

a enzima isolada ndo representa uma invertase.

Grandes quantidades de 1-SST e 1-FFT foram agora
purificadas até & homogeneidade a partir de tubérculos de
H. ‘tuberosus (1-FFI: Koops e Jonker, 1994) e os seus
mecanismos reaccionais foram extensivamente investigados. A
1-SST de H. tuberosus catalisa o passo inicial da
bicssintese de frutanos, a sintese do trissacérido 1-
cestose (1-[G-(F);]) a partir de duas moléculas de sacarose

(G-F), de acordo com a seguinte reaccgdo:

G-F + G-F - 1-[G-(F).] + G, (2)

em que G-F = sacarose, -F = unidade frutosil, -G = unidade

glucosil, G = glicose

A 1-SST pode também catalisar a formacdo do
tetrassacarido 1,1-[G-(F)3] e do pentassacarido 1,1,1-[G-
(F)4] (Fig. 3A). Por essa razdo, a actividade de 1-SST pode

ser descrita pela seguinte reaccdo geral:
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Verificou-se também que a 1-3ST de H. tuberosus
pode até certo ponto catalisar a transferéncia de uma

unidade frutosil de G-(F),, 1<n<3, para agua.

A segunda enzima, 1-FFT, catalisa a formacdo de
frutanos com um maior grau de polimerizacdo. Esta enzima
catalisa uma reacgao de polimerizacgéo através da
transferéncia de wunidades frutosil entre trissacéaridos,
tetrassaciridos e polimeros de frutose maiores de acordo

com a seguinte reaccdo geral:

G-(F)n + G-(F)n - G- (F)n-1 + G- (F)n1, 022, m>2 (4)

Verificou-se também que 1-FFT catalisa a trans-
feréncia de unidades frutosil entre hidratos de carbono
[(Gal),-G-F], também designados galactanos, contendo saca-
rose (G-F) e galactose (Gal). Por exemplo, a 1-FFT pode
catalisar a transferéncia de uma unidade frutosil de G-(F);
para rafinose (Gal-G-F) o que resulta na formacdo de [Gal-
G-(F)2]. Ndo se pode excluir que tanto 1-SST como 1-FFT de
H. tuberosus podem utilizar outros substratos como aceita-

dores de frutosil.

Embora 1-SST e 1-FFT tenham alguma actividade
sobreponivel - ambas as enzimas podem catalisar a formacdo
de tetra e pentassacaridos (reacgdes 3 ou 4) - 1-3ST e

1-FFT s&o enzimas distintamente diferentes. As proteinas
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1-SST e 1-FET tém diferentes propriedades fisicas e séo
codificadas por diferentes genes. 1-SST e 1-FFT tém
essencialmente propriedades enzimdticas diferentes. 1-FET
ndc é capaz de catalisar o passo inicial da sintese de
frutanos (reaccdo 2), enquanto que 1-33T ndoc é capaz de
catalisar a formacdo de polimeros de frutanos com um grau
de polimerizac¢ido superior a 5 [G-(F)., n>4]. Em concluséo,
apenas com a actividade de 1-SST, ¢&é apenas possivel
sintetizar oligofrutanos a partir de sacarose com um grau
de polimerizacdo até 5 [G-(F),, 2<n<4]. Para sintetizar
frutanos com um grau mais elevado de polimerizacido e
utilizando sacarose como substrato, é necessério tanto 1-
SST como 1-FFT. Apenas com a actividade de 1-FFT, néo &
possivel sintetizar frutanos a partir de sacarose. O0s
presentes inventores verificaram que fracgdes proteicas
contendo 1-SST purificada bem como a 1-FFT purificada
podiam utilizar sacarcse como Unico substrato para a
sintese de frutanos com um grau de polimerizacido de pelo

menos 15 [G-(F)14, Fig. 3B].

Os frutanos bacterianos diferem dos frutanos das
plantas no grau de polimerizagdo e no tipo de ramificacgédo
e, consequentemente, nas propriedades quimicas e fisicas.
Em geral, os frutanos das plantas s&o montados a partir de
menos de 1000 wunidades frutosil. O0Os frutanos de H.
tuberosus s&do montados a partir de menos de 100 unidades
frutosil. 0Os frutanos sintetizadcs por bactérias podem
compreender mais de 10000 unidades frutosil. Os frutanos
vegetais e bacteriancs diferem portantc nas suas possiveis

aplicacdes. Para frutanos com um grau relativamente baixo
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de polimerizacdo, tal como os isoladcs de Asteraceae (p.
ex., girassol-batateiro, chicéria ou dalia), foi ja feito
um pedido como substituto de fosfato em agentes de ligacgéo
ao célcio e detergentes (W091/17189). Outros pedidos estéo
relacionados com as propriedades organolépticas dos
frutanos. O poder adogante dos frutanos G-(F), diminui com
um aumento do grau de polimerizacdo (aumento do valor de
n). O poder adocante dos oligofrutanos G-(F); e G-(F);
aproxima-se do da sacarose (G-F). 0s frutancs de cadeia
muitoc longa tais como os que ocorrem em bactérias ndo séo
nada doces. 0Os frutanos de cadeia muito curta, tais como os
gue sdo sintetizados pela sacarose:sacarose-frutosiltrans-
ferase podem por isso ser utilizados como adocantes com a
vantagem adicional de gue estes frutanos de sabor doce nédo
sdc carcinogénicos e podem resistir a digestdo no tracto
digestivo dos humanos, o que abre possibilidades gquanto a
utilizacdo como adocante de baixas calorias. 0Os frutanos de
cadeia curta, e também os frutanos de cadeia mais longa,
podem ser utilizados como a porcdo hidrdfoba de bioten-

sicactivos.

Em contraste com os genes bacterianos que codi-
ficam levanossacarase, que foram 7ja clonados, 0S genes
codificando SST e FFT ainda ndo foram isolados das plantas.
Verificamos gue o©s genes codificando SST e FFT de plantas,
ao nivel dos aminocacidos, ndo tém uma semelhanga signi-
ficativa com as levanossacarases conhecidas e que ao nivel
do ADN n&o tém um grau de homologia significativo com os
genes de levanossacarases. Por esta razdo ndo fol possivel
isolar os genes de frutosiltransferases de plantas utili-

zando sondas heterdlogas de levanossacarases. Também nao
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foi possivel isolar os genes codificando SST e FET a partir
de plantas utilizando as sequéncias de aminoacidos das
enzimas SST e FFT purificadas e seus iniciadores oligonu-

cleotidicos deduzidos.

Em relac&o a enzima SST a razdo para isto é que,
embora tenham sido descritos métodos para a purificacdo de
frutosiltransferases a partir de plantas, ndo foi possivel
até agora obter a enzima SST em quantidades suficientemente
grandes e com graus de pureza suficientemente elevados. Em
relacdo a enzima FFT, a sua purificacdoc ¢é conhecida de

Koops e Jonker, 1994.

O objectivo deste invento é proporcionar seguén-

cias nucleotidicas codificando SST.

Outro objectivo deste invento & proporcionar
sequéncias nucleotidicas, obtidas através de recombinacéo
ou mutagénese de sequéncias nucleotidicas codificando SST,
gue codifiquem enzimas possuindo actividade de frutosil-

transferase.

Ainda outro objectivo deste invento & propor-
cionar um método para transformacdo de espécies ndo sinte-
tizadoras de frutanos em espécies sintetizadoras de fru-

tanos através da introducdo dos genes que codificam SST.

Ainda outro objectivo deste invento é desligar
(parcialmente) a sintese de frutanos em espécies que

normalmente sintetizam frutanos.
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Concordantemente, este invento proporciona um
fragmento de ADN possuindo uma sequéncia nucleotidica SEQ
ID NO: 1, tal como mostrada na Fig. 4A, ou uma sequéncia
homdéloga possuindo uma identidade de ©pelo menos 70%
codificando uma proteina possuindo actividade de l-saca-
rose:sacarose-frutosiltransferase, que catalise a reaccgédo

geral:

G- (F)n + G_(F)m - G_(F)n—l + G_(F)mﬂr lénéBl 1<m<3

em que -G representa uma unidade glicosil e -F representa

uma unidade frutosil.

Mais, este invento proporciona uma sequéncia de
ADN recombinante compreendendo um ou mais destes fragmentos
de ADN. Para além disso, este invento proporciona uma
sequéncia de ADN recombinante compreendendo um ou mais dos
fragmentos de ADN acima definidos e compreendendo ainda um
fragmento de ADN possuindo uma sequéncia nucleotidica SEQ
ID NO: 2 tal como mostrado na Fig. 4B ou uma seguéncia
homéloga possuindo uma identidade de pelc menos 70% codi-
ficando uma ©proteina possuindo actividade de 1-fru-
tano:frutano-frutosiltransferase, que catalise a reaccgdo

geral:

G_(F)n + G- (F)n - G_(F)n—l + G_(F)m+1r H22, m22

em que -G e -F sdo tal como definido acima.

A l-sacarose:sacarose-frutosiltransferase (1-SST)

e a 1l-frutano:frutano-frutosiltransferase (1-FFT) foram
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purificadas a partir de tubérculos de Helianthus tuberosus.
As enzimas purificadas foram clivadas em péptidos através
de digestdo triptica e as misturas peptidicas resultantes
foram separadas através de HPLC. A sequenciacdo dos
aminocacidos N-terminais foi efectuada para os péptidos
seleccionados. As sequéncias de aminocdcidos especificas
para 1-SST e 1-FFT foram utilizadas para desenhar inicia-
dores oligonucleotidicos degenerados especificos para 1-SST
e 1-FFT, respectivamente, para utilizacgdo em RT-PCR. A PCR
foi efectuada wutilizando ADNc como molde, um iniciador
especifico da cauda e iniciadores degenerados especificos
para 1-SST ou 1-FFT. O ADNc da primeira cadeia foi
sintetizado a partir de ARN poli(A)+ isolado de tubérculos
de H. tuberosus. Com o iniciador especifico de 1-SST, a RT-
PCR resultou num fragmento especifico de 450 pb. Com o
iniciador especifico de 1-FFT, a RT-PCR resultou num
fragmento especifico de 800 pb. Os fragmentos de PCR de 450
e 800 pb foram subsequentemente utilizados para pesquisar
uma biblioteca de ADNc feita a partir de tubérculos de H.
tuberosus para isolar as seguéncias de ADNc inteiras

codificando 1-SST e 1-FFT, respectivamente.

As sequéncias codificando SST e FFT de plantas do
presente invento induzem, apds 1insergdc no genoma de um
organismo hospedeiro, por exemplo uma planta, alteragdes
nas concentracgdes de hidratos de carbono contendo pelo
menos uma unidade frutosil (sacarose, oligofrutanos, fruta-
nos ou galactanos) ou causam uma alteracdo no grau de

polimerizacdo dos oligofrutanos, frutanos ou galactanos. O
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presente invento estd relacionado com os referidos hidratos
de carbono, uma vez que a sacarose & o substrato para SST,
os oligofrutanos sdo produtos de SST, os oligofrutanos e os
frutanos com um grau mais elevado de polimerizacdo gé&o
substratos e produtos de FFT. Para além disso as referidas
enzimas frutosiltransferases podem também efectuar reaccgdes
de transfrutosilac&o com galactanos da série rafinose como

aceitador de frutosil.

O presente invento inclui sequéncias de ADN que
sdo pelo menos 70% idénticas a sequéncia codificando 1-SST
de H. tuberosus, independentemente de se as sequéncias
homélogas s&o derivadas de outras fontes vegetais, ou
obtidas através de mutagénese de sequéncias codificando
frutosiltransferases de fontes vegetais ou de microrga-
nismos. E preferivel que o grau de homologia seja de pelo
menos 80%, de maior preferéncia que o grau de homologia
seja de pelo menos 85%, sendo ainda preferivel que o grau
de homologia seja de pelo menos 90%. E particularmente

preferido que o grau de homologia seja de pelo menos 95%.

O presente invento inclui sequéncias de ADN que
sdo pelo menos 70% idénticas a sequéncia codificando 1-FFT
de H. tuberosus, independentemente de se as sequéncias
homdélogas sdo derivadas de outras fontes vegetais, ou
obtidas através de mutagénese de sequéncias codificando
frutosiltransferases de microrganismos. & preferivel que o

°

grau de homologia seja de pelo menos 80%, de maior

preferéncia que o grau de homologia seja de pelo menos 85%,
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sendo ainda preferivel que o grau de homologia seja de pelo
menos 90%. E particularmente mais preferido que o grau de

homologia seja de pelo menos 95%.

O presente invento inclui também sequéncias de
ADN obtidas através de recombinacdo in vivo e 1in vitro
utilizando sequéncias codificando SST e opcionalmente FFET
de plantas e sequéncias cocdificando frutosiltransferases de
outras fontes procaridéticas ou eucaridticas, incluindo

bactérias e fungos.

O presente invento refere-se a sequéncias de ADN
codificando SST de plantas, gue apds insercdo no genoma de
um organismo hospedeiro induzem a sintese de oligofrutanos
compreendendo 2, 3 e/ou 4 unidades frutosil [G-(F),,
2<n<4]. O presente invento refere-se também a sequéncias de
ADN codificando FFT de plantas que apds inserc&o no genoma
de um organismo hospedeiro juntamente com sequéncias de ADN
codificando SST, induzem a sintese de frutanocs com um maior

grau de polimerizacdo [G-(F),, n>4].

O presente invento refere-se também a construgdes
génicas quiméricas compreendendo sequéncias codificando SST
e opcionalmente FFT, ou parte das sequéncias, estando as
sequéncias presentes na direccdo anti-sentido. A introducédo
destas construgdes anti-sentido em plantas que podem sinte-
tizar frutanos causara inibicdo das reaccdes catalisadas
por SST ou FFT ou causaréd inibicdo da expressdo de SST ou

FFT.
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O presente 1invento refere-se a construgdes
génicas quiméricas codificando SST, ou parte da sequéncia,
estando a sequéncia de codificac&o presente na orientacéo
anti-sentido. A introducdo destas construgdes anti-sentido
no genoma de plantas hospedeiras que podem sintetizar
frutanos, tais como espécies das familias Asteraceae,
Liliaceae e Poaceae, reduz ou blogueia a conversdo de
sacarose em oligofrutanos [G-(F),, 2<n<4]. Uma vez gue
apenas SST & capaz de catalisar o primeiro passo da sintese
de frutanos (reaccdo 2), em tais plantas transgénicas
também a sintese de frutanos com um maior grau de
polimerizacdo, [G-(F),, n>4], serd reduzida ou bloqueada e

estas plantas acumulardo sacarose em vez de frutanos.

O presente invento refere-se a construcdes géni-
cas guiméricas codificando FFT, ou parte da sequéncia,
estando a sequéncia de codificacdo presente na orientacédo
anti-sentido. A introducdoc destas construcdes anti-sentido
no genoma de plantas hospedeiras que podem sintetizar
frutanos reduz ou blogqueia a conversdo oligofrutanos [G-
(F)n, 2<n<4] em frutanos com um grau de polimerizacdo mais
elevado [G- (F),, n>4]. As plantas transgénicas assim
obtidas acumulardo oligofrutanos em vez de frutanos, com um

grau de polimeriza¢do mais elevado.

De acordo, © presente invento proporciona um
método para a produgdo de uma planta geneticamente
transformada apresentando um perfil de frutanos modificado,

gue compreende 0s passos de:
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i) preparacio de uma construgdo génica
guimérica compreendendo um ou mais fragmentos de ADN tal
como acima definido ou os referidos fragmentcs de ADN na
orientacdo invertida, operativamente ligados a uma sequén-
cia promotora activa na referida planta e uma sequéncia

terminadora activa na referida planta,

ii) introducdo da construcdo génica quimérica no

genoma da planta, e

iii) regeneracdc das células vegetais transfor-

madas em plantas transgénicas.

Mais especificamente o método do invento com-

preende 0s seguintes passos:

a. construcdo de um gene quimérico compreen-

dendo essencialmente as seguintes sequéncias:

- um promotor que assegura a formacdo de um ARN
ou proteina funcional no organismo alvo, O&rgdos alvo,

tecidos ou células pretendidos,

- uma sequéncia de ADN codificando 3ST e

opcionalmente FFT,

- um terminador da transcricdo operativamente

ligado a sequéncia de ADN, estando a sequéncia de ADN
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codificando SST e opciconalmente FFT funcionalmente ligada a
um promotor, uma sequéncia de ADN codificando um sinal de
direccionamento ou um péptido de trénsito que assegura o
direccionamento de SST e opcionalmente FFT para um

compartimento subcelular especifico;

b. introducdo do gene quimérico no genoma de um
organismo hospedeiro de modo a obter material genético

compreendendo a sequéncia de ADN e

c. regeneragdo do  material genético num

organismo hospedeiro transformado.

No ADN recombinante do presente invento, a
sequéncia de ADN codificando SST e opcionalmente FFT esté
de preferéncia ligada a uma segquéncia reguladora que
assegura a expressdo correcta da sequéncia de ADN num
organismo hospedeiro, tal como uma bactéria, uma levedura,
uma alga ou uma planta, a um nivel de expressdo sufi-
cientemente elevado. As sequéncias reguladoras sdo um
promotor, um sinal de terminagdo e um estimulador da
transcricdo ou da tradugdo. Um promotor pode ser o promotor
de 35S do virus do mosaico do tabaco (CaMV) ou um promotor
indutivel por acglcar semelhante ao promotor da patatina ou
um promotor especifico de um 6rgdo semelhante ao promotor
do 1inibidor II da proteinase de batata especifico do
tubérculo ou qualguer outro promotor indutivel ou especi-

fico de tecido.
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No ADN recombinante do ©presente invento, a
sequéncia de ADN codificando SST e opcionalmente FFT esté
de preferéncia ligada a sequéncias reguladoras que séo
operativas em plantas e que asseguram uma expressdo
correcta da sequéncia de ADN nos diferentes dérgdos, tecidos
ou células da planta. Um promotor altamente preferido & um
promotor que é activo em O6rgdos e tipos celulares que
normalmente acumulam sacarose (o substrato primédrio para a
sintese de frutanos). A producdo de frutanos é parti-
cularmente vantajosa em o6rgdos que armazenam Jgrandes
guantidades de sacarose, tais como as raizes aprumadas da
beterraba sacarina ou os caules da cana do acglcar. Para
além das raizes, estdo envolvidos outros érgdos ou tipos
celulares na sintese, processamento, transporte e acumu-
lacdo de sacarose. Portanto, as sequéncias codificando SST
ou FFT s&o também adeguadamente expressas em folhas,

caules, raizes, tubérculos, 6rgdos reprodutores e sementes.

No ADN recombinante do presente invento, a
sequéncia de ADN codificando SST e opcionalmente FEFT contém
ou esta ligada a uma sequéncia codificando um péptido de
tradnsito que dirige a proteina madura SST e opciocnalmente a
FFT para um compartimento subcelular contendo sacarose. A
produgdo de frutanos é particularmente vantajosa no vacuolo
gue pode acumular concentracdes muito elevadas de sacarose
(até 900 mol m™°). Para além do vactolo, outros compar-
timentos subcelulares estao envolvidos na sintese
(citoplasma), processamento (citoplasma, mitocdndrias,

plastos) e transporte (parede celular, citoplasma) da



PE795018 -18 -

sacarose. 0O presente invento refere-se portanto a
utilizacdo de sequéncias que permitem o direccionamento do
produto SST e opcionalmente FFT para compartimentos subce-
lulares especificos, tais como o vacuolo, a parede celular,

as mitocdndrias, os plastos e o citoplasma.

O presente invento refere-se também a construcdes
génicas, compreendendo uma sequéncia codificando SST e
opcionalmente FFT, ou parte das sequéncias, estando a
sequéncia de codificacdo presente na orientacdo anti-
sentido. ©Nestas construcdes génicas, a sequéncia codi-
ficando SST e opcionalmente FFT esta de preferéncia ligada
a um promotor que assegura a formacdo de um ARN anti-
sentido nos tipos celulares que eram normalmente capazes de

sintetizar frutanos.

Os ADNs recombinantes do presente invento podem
também codificar proteinas possuindo resisténcia a herbi-
cidas, propriedades de promocdo do c¢rescimento vegetal,
inibic&do do crescimento vegetal, antifingicas, antibacte-
rianas, antivirais e/ou anti-nemidtodes ou que confiram
resisténcia ao stress. 0Os ADNs recombinantes do presente
invento podem ainda codificar proteinas gue induzam
esterilidade. No caso de se pretender introduzir o ADN num
organismo heterdlogo este pode ser modificado para remover
motivos conhecidos de instabilidade do ARNm (tais como
regifies ricas em AT); e s8o utilizados sinais de polia-
denilacdo e/ou coddes que sejam preferidos pelo organismo,
no qual se pretender inserir o ADN recombinante, de modo a

gue a expressdo do ADN assim modificado no organismo
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hospedeiro seja maior gue a obtida através da expressdo de
ADN recombinante ndo modificadc no mesmo organismo

hospedeiro.

O presente invento proporciona também uma planta
transformada mostrando um perfil de frutanos modificado ou
uma célula vegetal, semente, fruto, plantula ou qualquer
parte da planta transformada, ancorando uma construcdo
génica quimérica compreendendo um ou mais fragmentos de ADN
tais como acima definidos ou os referidos fragmentos de ADN
na orientagdo inversa, operativamente ligados a uma
sequéncia promotora activa na referida planta e a uma
sequéncia terminadora activa na referida planta. O invento
inclui de preferéncia colheitas agricolas, de forragem,
legumes, ornamentais e de fruto, de maior preferéncia
beterraba sacarina, <cana do aclUcar, batata, petlnia,
alfafa, soja, arroz, azevém, rabo-de-gato, trigo, cevada,
sorgo, milho, chicéria, girassol-batateiro, tulipa, meldo,
cebola, alho, tomate, morango, macd e péra. Mais, este
invento inclui a descendéncia das plantas transformadas que
contenham o ADN estavelmente incorporado e transmissivel de
forma Mendeliana e/ou as sementes de tais plantas e tal

descendéncia.

PARTE EXPERIMENTAL

Purificagdo de 1-SST

Tubérculos de Helianthus tuberosus “Colombia”

foram utilizados para a extracgcdo de 1-SST e 1-FFT. Os

tubérculos foram colhidos em Agosto-Setembro, durante o
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periodo de crescimento rédpido dos tubérculos e de acumu-
lacdo massiva de frutanos. Os tubérculos foram lavados e
congelados em azoto liquido. Quatrocentos gramas de tubér-
culos congelados (-80°C) foram pulverizados e imediatamente
homogeneizados a partir dai num misturador Waring em 900
cm®  de tampdo fosfato (P) 50 mol m?, pH 6,5, contendo
glicerol a 10% (p/v), MgSO. 1 mol m™, Na;EDTA 1 mol m°,
PMSF 1 mol m™ (Sigma, USA), DTT 1 mol m™, PVPP 1,5% (w/v)
e Na»S,05 20 mol m™>. O homogenato foi filtrado através de
trés camadas de Miracloth e centrifugado a 17000 g durante

1 h.

O extracto proteico foi mantido a 4°C e ajustado
a uma saturacdo de 45% com (NH;),S0,. As proteinas inso-
ltveis foram sedimentadas através de centrifugacdo (10000
g, 30 min) e descartadas. 0O sobrenadante a 45% foi levado
até 70% de saturacido através de mais adicbes de (NHy),50;. O
sedimento, obtido apds um segundo passo de centrifugacéo,
foi novamente dissolvido em 60 cm® de tampao fosfato (P) 50
mol m™>, pH 6,5, DTT 1 mol m™~ e PMSF (Sigma, USA) 1 mol m>,
e dessalinizado através de didlise contra tampdo-P 10 mol
m>, pH 6,5, PMSEF 1 mol m”° e DTT 1 mol m™, durante 16 h.
Apds substituicdo do tampdo a diadlise foi continuada
durante mais 3 h. Todo o procedimento foi efectuado a
temperaturas entre 0 e 4°C. O dialisado centrifugado (30000
g, 30 min) foi aplicado scbre uma coluna de Fluxo Rapido de
Sepharose Q de 25x120 mm (4°C), que tinha sido pré-lavada
com bis-Tris 10 mol m%, pH ¢€,5, DTT 1 mol m%, PMSF 1 mol

m® e EDTA 5 mol m™ em &gua Milli-Q. As proteinas ligadas
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foram eluidas com um gradiente de NaCl (0-300 mol m™®) no
mesmo tampdo a um caudal de 5 cm’ min'. A 1-SST eluiu a

NaCl 200-250 mol m™°.

As fraccgdes de Sepharose Q foram ajustadas a 400
mol m® com (NH;),80, sblido. Fracgbes de 20 cm® foram
carregadas numa coluna de 15x50 mm de Alta resolug¢do de
Fenil-Sepharose ou de Alta Substitui¢do de Fenil-Sepharose,
gue foram pré-equilibradas com tampdo bis-Tris 10 mol m™,
pH 6,5, contendo (NH4)»S0, 500 mol m™°, DIT 1 mol m™>, PMSF 1
mol mﬁ, EDTA 2 mol m° e CHAPS (tampdo A) a 0,1% a 12°C. A
eluicdo das proteinas ligadas foi realizada utilizando um
gradiente linear de tampdo A (100-0%) sem (NH4),S0,,

contendo etilglicol a 25% (v/v), a um caudal de 1 cm® minT.

A 1-SST eluiu a (NHy),S04 100 mol m>.

Fraccdes de Fenil-Sepharose até 10 cm’® foram
injectadas numa coluna de Concanavalina A-Sepharose de 5x50
mm, pré-lavada em bis-Tris 20 mol m>, pH 6,5, NaCl 250 mol
m~, CaCl, 0,5 mol m~>, MnCl, 0,5 mol m>, DTT 1 mol m”> e
PMSF 1 mol m°. A 1-SST ligada foi eluida com «a-CHs-

e

manopirandsido 500 mol m° no mesmo tampdo.

As fracgbdes activas de uma corrida em Concana-
valina A foram reunidas e aplicadas numa coluna 5x200
empacotada com hidroxilapatite esférica (15 um) (Merck,
Alemanha). A coluna foi pré-equilibrada em CaCl; 2 mol m™>,
NaCl 10 mol m™, DTT 1 mol m™~, PMSF 1 mol m™ e CHAPS

o)

(tampdo A) a 0,1%. As proteinas ligadas & coluna foram
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eluidas com um gradiente em degraus de tampdo A e tampédo
fosfato de potéssio 500 mol m™, pH 6,5, a um caudal de 0,5

ml min™'. A 1-SST eluiu a fosfato de potéssio 75-100 molm .

As fracgbes activas de uma corrida em hidroxila-

patite foram reunidas e aplicadas numa coluna Monc Q de

5x50 mm que foi pré-equilibrada com tampdo-P 10 mol m™>, pH

6,5, DIT 1 mol m?> EDTA 1 mol m°® e CHAPS a 0,1%. As
proteinas ligadas foram eluidas com um gradiente de NaCl
(0-500 mol m™) a um caudal de 0,5 cem® min™t. A 1-SST eluiu

a NaCl 250 mol m™>.

Todas as colunas, empacotamentos de c¢oluna e
equipamento de cromatografia foram obtidos em Pharmacia

(Suécia), a menos que indicado em contréario.

Purificagdo de 1-FFT

Foi obtido um extracto bruto de proteinas a
partir de tubérculos de H. tuberosus tal como descrito para
a purificacdo de 1-SST. O scbrenadante do extracto bruto de
proteinas, tal como obtido apds centrifugacdo foi ajustado
a uma saturacgdo de 45% com (NH4):30:. e agitado durante 1 h,
As proteinas insollveis foram sedimentadas através de
centrifugacdo a 10000 g durante 30 min. O sedimento foi
novamente dissolvido em 60 cm’ de tampdo-P 50 mol m™°, pH
6,5, DIT 1 mol m> e PMSF 1 mol m%, e dialisado de um dia
para o outro contra tampdo citrato/fosfato (C/P) 10 mol m”
3, eH 4,5, contendo PMSE 1 mol m>® e DTT 1 mol m™”>. O

conteudo das tubagens de didlise foi reajustado para pH 6,5
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com NaHPQO; 0,2 M e as proteinas inscllveis foram removidas
através de centrifugacdo a 30000 g durante 1 h. O
sobrenadante foi carregado numa coluna de 25x120 mm de
fluxo rapido de Sepharose Q (Pharmacia) pré-equilibrada com
tampdo-P 10 mol m™®, ©H 6,5, DTT 1 mol m™> e PMSF 1 mol m™
em Aagua Milli-Q (Millipore B.V., Holanda). A coluna foi
arrefecida para 4°C. As proteinas ligadas foram eluidas com
um gradiente positivo de NaCl a um caudal de 5 cm’ min™'. A

1-FFT eluiu a NaCl 200-250 mol m™.

Foli adicionado (NHy)»30, sdédlido as fraccgdes de
Sepharose Q para dar uma concentracdo final de 750 mol m™.
As fraccBes de 5 cm® foram carregadas numa coluna de 15x50
mm de Elevada Resolucdo de Fenil-Sepharose (Pharmacia) pré-
equilibrada com tampdo-P 10 mol m%, pH 6,5, contendo
(NH4) >80, 750 mol m™ e DIT 1 mol m™°. As proteinas ligadas
foram eluidas com um gradiente negativo de (NHg);S0,, a um

1

caudal de 1 cm® min™ a 12°C. A 1-FFT eluiu a (NH4) »S0s 450-

400 mol m™>.

As fraccdes de Fenil-Sepharose (até 4 cm’) foram
injectadas numa coluna Hiload 16x600 mm Superdex 75
preparativa (Pharmacia) pré-lavada em tampdo-P 10 mol m’°,
pH 6,5, e DTT 1 mol m”®. As proteinas foram eluidas no
mesmo tamp&o a um caudal de 0,5 cm® min a 20°C. A 1-FFT

eluiu 95-105 min apds a injeccéo.

Ensaios de 1-FFT e 1-SST

A actividade de 1-FFT das fracgdes da coluna foi

rotineiramente ensaiada a 35°C. Aliquotas de 25 mm® foram
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misturadas com 25 mm’, 0,3 g de Neosugar P (Meiji Seika
Kaisha, Ltd, Tokyo, Japdo; Neosugar consiste em 1% de

hexoses, 4% de sacarose, 42% de G- (F),, 44% de G-(F)s3 e 7%

-3

de G- (F)4) por cm’ de tampdo-C/P 100 mol m™, pH 6,5. Apds 3
h, a reaccdo foi parada fervendo a mistura de incubac&o num
banho-maria durante 5 min. Um ganho liquido de GF; foi

tomado como medida da actividade de 1-FFT.

Para a actividade de 1-8SST, foram misturadas
fraccdes de 15 mm® da coluna com 15 mm® de GF 500 mol m™ em
tampao-C/P 100 mol m°, pH 5,0 e incubou-se durante 3 h a
35°C. A sintese de GF, foi tomada como medida da actividade

de 1-SST.

Analise de agucares e frutanos

A sacarose e o0s oligofrutanos foram analisados
através de RP-HPLC utilizando uma coluna Speri-5 RP 18 de
2,1%x220 mm (Brownlee Labs, Santa Clara, USA). Foi utilizada
agua Milli-Q como eluente a um caudal de 0,3 cm® mint a
37°C. A glicose e a frutose foram quantificadas numa coluna
Shodex SC-1011 6,5x300 mm (Millipore B.V., Waters Chroma-
tography Division, Holanda) corrida a 85°C com &gua Milli-Q
a 0,75 cm’ min?. Os actGcares foram detectados com um
detector do indice de refraccdo 2142 (RID, Pharmacia). A
identificacdo dos oligofrutanos foi feita através da
comparacdo dos seus tempos de retencdo com os dos
oligofrutanos purificados a partir de Neosugar P ou de H.

tuberosus e através das razdes glicose/frutose de cada

oligofrutano (Koops e Jonker, 1994).
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As andlises de HPAEC dos oligofrutanos e frutanos
com um grau mais elevado de polimerizacdo foram efectuadas
num cromatdégrafo i6nico Diconex Series 4000 equipado com uma
coluna de permuta aniénica CarboPac PAl de 250x4 mm e uma
coluna de guarda CarboPac PA de 25x3 mm. Os frutanos foram
separados com um gradiente linear de 60 min de 0,25 a 0,4
mol m™ de NaAc em NaOH 0,1 mol m™” a um caudal de 1 ml min~
. A deteccdo foi feita através de amperometria pulsada
(PAD) com um eléctrodo de ouro. O potencial aplicado de um
pulsc foi mantido a 0,1, 0,6 ¢ -0,6 V durante 0,5, 0,1 e
0,05 segundos, respectivamente. A ramnose foi utilizada
como padr&o interno. Os frutanos foram identificados
através de comparacdo dos seus tempos de retencdo com 0S8
dos padrBes de frutanos isolados e purificados a partir de

H. tuberosus de acordo com o método de Heinze e Praznik

(1991).

Sequenciagdo dos aminoacidos de 1-SST e 1-FFT

As fracc¢des de Mono Q de 1-SST ou as fracgdes de
Superdex 75 de 1-FFT foram dessalinizadas e concentradas
através de centrifugacdo em dispositives de ultrafiltracéao
Centricon-10 (2 cm®) (Grace B.V., Amicon division, Holanda)
e subsequentemente recolhidas através de precipitagdo em
acetona aquosa a 80% (v/v) a -20°C. 1-3SST e 1-FFT (50 pg de
cada) foram dissolvidas em tampdo SDS (Laemmli, 1970) e
separadas num ExcelGel SDS pré-polimerizado, gradiente 8-
18. As proteinas foram coradas com Azul Brilhante de

Coomassie de acordo com Rosenfeld et al. (1992). A 1-SST
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corada (2 bandas; devido a sua instabilidade intrinseca a
1-SST é clivada através do tratamentoc com SDS) e as bandas
de 1-FFT foram excisadas ccm um bisturi e lavadas, secas e
parcialmente re-hidratadas de acordo com o procedimento de
Rosenfeld et al. (1992). Foi adicicnada tripsina com quali-
dade para sequenciacdo (0,5 ng; Boehringer, Alemanha) a
fatia de gel e a digestdo no gel das proteinas foi reali-
zada durante 4 h a 30°C. Os péptidos resultantes foram
recuperados através de duas extracgdes de 20 minutos cada,
com 50 pl de acetonitrilo, &gua, &cido trifluorocacético e
Tween 20 (60:40:0,001:0,0002, wv/v). A mistura peptidica
resultante foi separada através de RP-HPLC preparativa numa
coluna SuperPac Pep-S de 9,3%x250 mm (Pharmacia) eluida com
um gradiente linear de TFA a 0,1% em acetonitrilo aquoso a
0 a 60% a um caudal de 4 ml min™'. As fraccdes peptidicas
individuais foram colhidas manualmente e armazenadas a -
80°C. As sequéncias de aminodcidos dos péptidos seleccio-
nados foram determinadas através de degradacdo de Edman,
utilizando um sequenciador de pulsos liquidos modelo 4773,
ligado em 1linha a uma wunidade de RP-HPLC modelo 120A
(Applied Biosystems). As sequéncias de aminoacidos especi-
ficas para 1-SST ou FTT foram traduzidas nas sequéncias de
ADN degeneradas correspondentes (Exemplo 1, Tabela 1), que,

por sua vez, foram utilizadas como iniciadores para PCR.

Metodologia de ADN

O isolamento de ADN e ARN, a subclonagem, a

analise de restricido e a sequenciacdo foram efectuados uti-
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lizando métodos padrdo descritos em manuals de biologia

molecular (Sambrook et al. 1989; Ausubel et al. 1994).

Sintese de ADNc

ARN poli(A)" foi isolado a partir de tubérculos
de H. tuberosus “Colombia”. O ADNc de cadeia simples foi
sintetizado através de transcritase reversa a partir de 10
1g de ARN poli(A)' iniciando o ARN poli(A)" com o seguinte
iniciador especifico da cauda:

5’ -CCGAATTCAATACGACTCACTATAGCG(T)-5-3".

PCR

Os oligonucledtidos degenerados especificos para
1-SST ou 1-FFT e ¢ iniciador especifico da cauda,
5’ -CCGAATTCAATACGACTCACTATAGCG-3" foram utilizados para
amplificacdo do ADNc de cadeia simples. A PCR foi efectuada
em 50 pl de tampdo de PCR (Life Technologies), contendo 100
pmol de ADNc molde, 100 pmol do iniciador especifico da
cauda e 100 pmol dos iniciadores especificos para 1-SST ou
1-FFT. A amplificac¢do envolveu 30 ciclos de desnaturacgdo (1
min, 92°C), ligacdo (1 min, 42°C) e amplificacdo (1 min,
72°C). Os fragmentos resultantes foram sujeitos a electro-
forese em agarose a 0,7%, excisados do gel, isolados da
matriz de agarose e subclonados no vector pMOSBlue
(Amersham). Os fragmentos especificos de 1-SST e 1-FFT
gerados através de PCR foram utilizados para pesquisar uma

biblioteca de ADNc Uni-ZAP XR.
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Construg¢do e pesquisa de uma biblioteca de ADNc

10 pg de ARN poli(A)" isolado a partir de
tubérculos de H. tuberosus “Colombia” foram utilizados como
material de partida para a construgdo de uma biblioteca de
ADNc Uni-ZAP XR (Stratagene). A construcdo, plaqueamento e
pesquisa da biblioteca foram efectuados de acordo com os
protocolos desenvolvidos por Stratagene (La Jolla, Cali-
fornia, cat. n° 237211). As sondas de ADN marcadas com 3p
especificas para 1-SST ou 1-FFT foram preparadas através de
iniciacdo com oligonucledtidos aleatdrios para pesquisar
cerca de 100000 placas. A hibrida¢do e lavagem da membrana
Hybond-N foram efectuadas sob condig¢les de elevado rigor
(hibridacdo a 65°C, passo final de lavagem com SSC 0,1x,
SDS a 0,1%, 65°C). Os clones positivos foram purificados,
os fagomideos pBluescript excisados do vector Uni-ZAP
utilizando o sistema Exassist/Solr (Stratagene) e as inser-
c¢bes analisadas através de analise com enzimas de

restricdo, hibridacdo e sequenciacédo.
Anadlise das plantas transgénicas
Analise de aciticares e frutanos
50 mg de tecido foliar foi congelado em N,
liquido e homogeneizado em 0,1 cm® de 4dgua Milli-Q num tubo

Eppendorf. O homcgenato fol aquecido a 90°C durante 5 min,

depois centrifugado a 14000 g durante 10 min. O sobrena-
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dante transparente foi analisado através de TLC: 2 ul do
sobrenadante foram colocadeos numa placa de silica-gel G
1500 (Schleicher & Schuell). As placas TLC foram reveladas
duas vezes com acetona, éagua (9:1, v/v), ou butan-1-ol,
propan-2-ol e agua (3:12:4, v/v). Os hidratos de carbono
foram visualizados através de vaporizacdo das placas TLC

com ureia-acido fosférico (Wise et al., 1955).

Ensaio de I1-FFT

Tecido foliar (50 mg) foi congelado em N, liquido
e homogeneizado num tubo Eppendorf em 0,1 cm’ de tampdo
fosfato (P) 25 mol m™°, pH 6,5, contendo, MgSO; 2 mol m?,
Na,EDTA 2 mol m™, PMSF 2 mol m~ (Sigma, USA), DIT 2 mol m
°, PVPP soltvel a 1,5% (p/v) (Merck) e NaS,05 20 mol m™. O
homogenato foi centrifugado a 14000 g durante 10 min a 4°C.
0 sobrenadante transparente foi utilizado para o ensaio de
1-FFT. Foram misturados 50 ul do sobrenadante com 50 pl de
uma mistura de ensaio, contendo G-(F); 2 mol m™>, G-(F). 80
mol m™°, tampdo citrato/fosfato 50 mol m>, pH 5,5 e NalNj
0,02% (p/v). A mistura de ensaio fol incubada no escuro a

28°C. Foram tomadas amostras de 15 pl apds 4, 20, 44 e 68 h

de incubacdo e analisadas através de TLC.
EXEMPLOS
Exemplo 1. Purificagdo da sacarose:sacarose-frutosil-

transferase (1-SST) e da frutano-frutosiltransferase (1-

FFT), e isolamento dos ADNcs codificando 1-SST e 1-FFT
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A 1-SST e a 1-FFT foram purificadas a partir de
tubérculos de Helianthus tuberosus utilizando técnicas de
precipitag¢do, varios procedimentos sucessivos de cromato-—
grafia e electroforese. As fracgdes com actividade de 1-
SST, que eluiram da coluna Mono Q deram uma banda apds PAGE
nativo. A 1-SST é clivada por SDS, portanto a anidlise atra-
vés de SDS-PAGE produziu duas bandas de 27 e 55 kDa (Fig.
1, pista 2). As fracgdes com actividade de 1-FFT que
eluiram da coluna de permeacdo em gel Superdex 75 deram em
SDS-PAGE uma banda com um peso molecular estimado de 70 kDa
(Fig. 1, pista 3). A 1-SST sozinha foi capaz de sintetizar
oligofrutanos a partir de sacarose como Unico substrato
(Fig. 3A, 80 h de incubacdo). Através da recombinacdo de 1-
SST purificada com 1-FFT purificada, a sacarose pdde ser
convertida em frutanos com um grau de polimerizacdo de pelo

menos 15 [G-(F)14, Fig. 3B, 80 h de incubacéo].

Para a sequenciacdo de aminodcidos através do
método de degradacdo de Edman (fenilisotiocianato), as
bandas proteicas de 27 kDa (1-SST), 55 kDa (1-SST) e 70 kDa
(1-FFT) foram excisadas do gel de SDS-PAGE e sujeitas a
digestdo proteclitica através de tripsina. As misturas
peptidicas resultantes foram separadas através de RP-HPLC
em corridas separadas (Figs. 2A-C). Os péptidos que eluiram
apbds 26 min e 37 min (ambos do fragmento de 25 kDa de 1-
38T, Fig. 22), 27 min, 34 min e 37 min (do fragmento de 55
kba de 1-38T, Fig. 2B), 28 min e 32 min (de 1-FFT, Fig. 2C,
a fraccdo que eluiu a 32 min continha os péptidos 7 e 8)
foram recolhidos manualmente e sujeitos a sequenciacdo dos

amincdcidos N-terminais (Tabela 1).
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Tabela 1. Sequéncias de aminoacidos de péptidos
seleccionados obtidos apds digestdo com tripsina de 1-SST
(polipéptidos de 25 e 55 kDa) e 1-FFT, e separag¢do das

misturas peptidicas resultantes através de RP-HPLC.

Proteina Sequéncia de Sequéncia de ADN do

aminoacidos iniciador de PCR

1 1-SST 0,25 kDa |ADVLF??TTSEGSVAR
2 idem FEQLPVYFYTAK 5" -
GARCARYTNCCNGTNTAYTTYTAYATH
GCNAAR-3'

3 1-S3T 0,55 kDa [VVLDLETK

4 idem FRDPSTLWL?PDGEY

5 idem GWANIL

6 1-FFT GWATVYNVGR 5’ -GGNTGGGCNACNGTNTAYRAAY-3'
7 idem LLVDHSIVEGFAQGGRS' ~ATHGTNGARGGNTTYGCNCAR-3
© idem VGESDS

As sequéncias de aminoacidos 2 (1-SST, 25 kDa), 6
e 7 (1-FFT) foram utilizadas para desenhar iniciadores de
ADN especificos para 1-SST ou 1-FFT que foram utilizados
para PCR. A PCR que utilizou os iniciadores 2, 6 ou 7
produziu ADN de cerca de 450, 800 pb e 300 pb, respecti-
vamente. PCR interna (“nested”), utilizando o oligonucled-
tido 7 como iniciador especifico e o fragmento de PCR de
800 pb como molde, produziu novamente o fragmento de PCR de
300 pb o que indicou que o fragmento de 300 pb esta

incluido no fragmento de 800 pb.
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Uma biblioteca de ADNc Uni-ZAP construida a
partir de tubérculos de H. tuberosus fol pesquisada com ©
fragmento de 450 pb de 1-SST ou o fragmento de 800 pb de 1-
FFT. A pesquisa de cerca de 100000 clones de ADNc produziu
cerca de 20 clones positivos gue hibridaram com o fragmento
de 450 pb e 5 clones gue hibridaram com o fragmento de 800
pb. O ADN dos clones que hibridaram com o fragmento de 450
pb ndo hibridou com o fragmento de 800 pb e vice-versa. 0Os
clones positivos foram purificados, os fagomideos pBlue-
script excisados do vector uni-ZAP e a insercdo caracte-
rizada através de andlise com enzimas de restricdo, hibri-

dacdo e sequenciacéo.

As seguéncias de ADN de 1-SST e 1-FFT e suas
sequéncias de aminodcidos correspondentes sdo apresentadas
na Fig. 4A e Fig. 4B, respectivamente. A Sequéncia ID NO:
1, codificando 1-SST, tem um enquadramento de leitura
aberto de 1800 pares de bases e codifica uma proteina de
630 residuos de aminoidcidos. Ao nivel do ADN, a 1-SST
mostra uma identidade de 68% com o ADNc da p-frutofurano-
sidase &cida soluvel (= invertase 4acida) de cenoura (Daucus
carota). Ao nivel dos aminodcidos, a 1-SST apresenta uma
semelhanga de 66% com a p-frutofuranosidase acida soluvel

de cenoura.

A Sequéncia ID NO: 2, codificando 1-FFT, possuil
um enquadramento de leitura aberto de 1845 pares de bases e
codifica uma proteina de 615 aminodcidos e um peso

molecular de cerca de 69 kDa. Isto corresponde ao peso
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molecular da proteina 1-FFT purificada tal como estabe-
lecido através de SDS-PAGE (Koops e Jonker, 1994). Ao nivel
do ADN, a 1-FFT apresenta uma identidade de 65% com o ADN¢
da P-frutofuranosidase acida soltvel (= invertase &acida) de
cenoura. Ac nivel dos amincacidos, a 1-FFT apresenta uma
semelhanca de 60% com a p-frutofuranosidase acida sollvel

de cenoura.

Embora a 1-SST e a 1-FFT tenham um grau relati-
vamente elevado de homologia com a invertase &cida mostrou-
se que a 1-8SST ou a 1-FFT e a invertase sdo enzimas
distintamente diferentes. Mostrou-se que a 1-SST e a 1-FFT
sdc incapazes de catalisar a hidrdlise da sacarose
(actividade de invertase). A actividade hidrolitica da 1-
SST e 1-FFT purificadas contra a sacarose fol testada num
intervalo de pH e de concentracdes de sacarose. Ndo houve
actividade de invertase significativa sob nenhuma destas
condigBes (Koops e Jonker, 1994). Ndo foil observada qual-
guer homologia superior a 68% entre a sequéncia de ADN
codificando 1-SST e qualquer sequéncia de ADN conhecida nas
bases de dados de sequéncias nucleotidicas PDB, GENBANK,
actualizacBes de GENBANK, EMBL e actualizacg¢des de EMBL. N&o
se observou uma homologia superior a 65% para a sequéncia
de ADN codificando 1-FFT com qualquer sequéncia de ADN
conhecida nas bases de dados de sequéncias nucleotidicas
PDB, GENBANK, actualizacbes de GENBANK, EMBL e actuali-

zacdes de EMBL.
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Exemplo 2. Construgdo de um gene sst quimérico

O clone de ADNc de sst inteiro, designado pSST
103, foi utilizado para a introducdc de um local Ncol no
ATG (posicdo 34), e um local EcoRV a jusante do coddo stop
(na posicgdo 1924) utilizando PCR. Do plasmideo pMOGl8 (Pen
et al., 1992) que contém o promotor CaMV3bS estimulado, a
sequéncia lider ALMV, o gene uidA e a sequéncia terminadora
nos, a sequéncia de codificacdo de uidA foi substituida
pelo ADNc de sst. pMOGl8 foi digerido com BamHI, preenchido
com ADN-polimerase Klenow, e digerido com NcoI. O fragmento
de PCR de sst, cortado com Ncol e EcoRI, foi ligado neste
vector, resultando no clone  pSSTZ17. o) fragmento
ECORI/HindII de pSST217 contendo a construcdo gquimérica
completa (enh.35S5+AILMV-sst-nos) foi clonado no local EcoRI
e HindIII de pBINPLUS (Van Engelen et al., 1995), um vector
bindrio de transformacdo de plantas derivado de pBIN19

(Bevan, 1984) resultando no plasmideo pVS1l (Fig. bHA).

Exemplo 3. Construgdo de um gene fft quimérico

O clone de ADNc de fft inteiro, designado pFFET
111, foi utilizado para a introducdc de um local Ncol no
ATG (posicdo 29) e um local BamHI a jusante do coddo stop
(na posicdo 1874) utilizando PCR. Do plasmideo pMOGl8 (Pen
et al., 1992) que contém o promotor CaMv3bS estimulado, a
sequéncia lider ALMV, o gene uidA e a sequéncia terminadora
nos, a sequéncia de codificacdo de uidA foi substituida

pelo ADNc de fft. O fragmento de PCR digerido com Ncol e
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BamHI foi ligado no vwvector pMOGl8 digerido com Ncol e
BamHI, resultando no clone PEFT209. 0 fragmento
HindIII/EcoRI de pFFT209 contendo a construcdo gquimérica
completa (enh.358+ALMV-fft-nos) foi clonado no local
HindIII e EcoRI de pBINPLUS (Van Engelen et al., 1995), um
vector bindrio de transformacdo de plantas derivado de
pBIN1S (Bevan, 1984) resultando no plasmideo pVF1l (Fig.

5B) .

Exemplo 4. Transformagdo de plantas de Pettnia e batata

Os vectores binarios pV3l e pVFl (Fig. 5) foram
conjugados a partir de E. coli XL1-Blue com a estirpe AGLO
de  Agrobacterium  tumefaciens através de cruzamento
triparental (Ditta et al., 1980). Os exconjugados foram
utilizados para transformar discos foliares de Petunia
hybrida tal como descrito por Horsch et al., 1985. O0s
discos foliares foram preparados a partir de fclhas do topo
de plantas jovens que ndo floriam. A variedade W1l5 de P.
hybrida foi wutilizada para as experiéncias de transfor-
macdc. Os exconjugados foram também utilizados para
transformar explantes do caule de Dbatateiros dipléides
(Solanum tuberosum, variedade Kardal) tal como descrito
anteriormente (Visser, 1991). Rpds regeneracdo de rebentos
e ralizes em meio contendo canamicina, as plantas foram
colocadas em solo e transferidas para a estufa. Plantas
regeneradas (em meio sem canamicina) a partir de discos
foliares e de explantes do caule tratados com a estirpe
AGLO de Agrobacterium sem um vector binario serviram como

controlo.
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Exemplo 5. Andlise de plantas transgénicas expressando os

genes sst e fft

Foram geradas cerca de 25 plantas transgénicas de
Petunia e 25 batateiros transgénicos ancorando a construcdo
pVSl e 25 Petunia e batateiros transgénicos ancrando a
construcdo pVEFl. Dez Petunia e dez batateiros foram
transformados com a estirpe AGLO de Agrobacterium sem um
vector bindrio. Estas plantas foram utilizadas como
controlo. A analise de “Southern blot” do ADN gendmico
isclado a partir das plantas transformadas mostrou gue em
média eram integradas 1-5 cépias dos genes quiméricos

introduzidos (dados ndo mostrados).

A composicdo em hidratos de carbono das plantas
transgénicas foli &analisada através de duas técnicas
essencialmente diferentes: cromatografia de camada fina
(TLC), que separa os hidratos de carbono com base na
particdo liquido-liquido (apds TLC, o©s frutanos foram
detectados através de uma reaccdo colorida especifica da
frutose) e HPAEC, que separa o8 hidratos de carbono em
condicdes alcalinas (pH 13) com base na carga e detecta
hidratos de carbono através de oxidacdo com um eléctrodo de
ouro. A andlise dos extractos de folhas do batateiro e de
Petunia ancorando a construg¢dao pV3Sl mostrou que ambas as
espécies de plantas transgénicas contém produtos que s&o o
resultado da actividade de SST. A TLC mostrou a presenca de

pelo mencs um trissacarido G-(F); e de preferéncia também o
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tetrassacdrido G-(F)s e o pentassacarido G-(F), em extrac-
tos de folhas de batateiro, enquanto que estes oligofru-
tanos estavam ausentes nas plantas de controlo (Fig. 6). A
presenca de G-(F); e G-(F); nos extractos de folhas de
batateiro mas também de plantas de P. hybrida transgénicas
foi demonstrada através de analise HPAE (Figs. 7 e 8).
HPAEC, que ¢é mais sensivel e mais especifica que TLC,
revelou também uma peguena quantidade de G-(F); en
batateiros transgénicos (Fig. 8). Os resultados das Figs.
-8 indicam claramente gque o gene sst & expresso numa

proteina SST enzimaticamente activa tanto em P. hybrida

como em batateiro.

As plantas transgénicas ancorando a construcgdo
PVF1l ndo continham frutanos porque a FFT necessita de
oligofrutanos (como G-(F); ou G-(F);) como substratos
iniciais para a sintese de frutanos. Os oligofrutanos nédo
estdo presentes em plantas sem actividade de SST tais como
O batateiro ou a Petunia de tipo selvagem, ou plantas
transgénicas contendo apenas a construgdo pVFl. A presenca
de actividade de FFT em plantas transgénicas ancorando a
construc&o pVF1l é& portanto verificada através de medigdes
da actividade de FFT. O ensaio de FFT utilizado para
avaliar a presenca de uma FFT activa em batateiro trans-
génico foi baseado na capacidade da FFT para catalisar a
sintese de G-(F),, n>4, 4a custa de G-(F),. O extracto
proteico de folhas total de Dbatateiro ancorando a
construcdo pVF1l, fol misturado com uma mistura de ensaio

contendo G- (F); e a presenca de frutanos com um maior grau
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de polimerizacdo (G-(F),, n>4) foli examinada através de
TLC. Logo apdés 4 h de incubacdo, pdde-se detectar G-(F)s e
G-(F)e¢. Apbs 44 h de incubacdo, podiam ser detectados
frutanos com um grau de polimerizacgdo superior a 4,
incluindo G-(F)., G-(F)s, G-(F)s, G-(F); e G-(F)g, enquanto
gue estes frutanos estavam ausentes das misturas de
controlo (Fig. 9). Isto indica que também o gene fft &

expresso numa proteina FFT enzimaticamente activa.

DESCRIGAO DAS FIGURAS

Fig. 1. Andlise das fracgdes de Mono Q da
purificacdo de 1-SST e das fracgdes de Superdex HR 75 da
purificacdo de 1-FFT em SDS-PAGE. Pista 1, marcador do Peso
Molecular (PM é dado em kDa); pista 2, fraccdo de Mono Q
com actividade de 1-SST; pista 3, fracg¢des de Superdex HR

75 com actividade de 1-FFT.

Fig. 2. Separag®es em RP-HPLC de digeridos
tripticos de: a. o polipéptido de 25 kDa de 1-SST (A); b. o
polipéptido de 55 kDa de 1-SST (B); c¢c. o polipéptido de 1-
FFT de 70 kDa (C). As fraccgles de péptidos que eluem livres
indicadas com setas foram colhidas manualmente e sujeitas a

sequenciacdo de aminoacidos.

Fig. 3. Separagdes em HPAEC de oligofrutanos
sintetizados a partir de sacarose através de 1-8S3T
purificada (A) e através de uma mistura de 1-SST purificada

e 1-FFT purificada (B). As reacc¢Bes foram efectuadas em
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sacarose 100 mol m%, DTT 2 mol m%, tampdo citrato/fosfato
10 mol m%, pH 5,0, Na-azida a 0,01% a 25°C. O tempo da
reaccdo foi de 80 h. A reaccdo foili parada fervendo a
mistura reaccional durante 5 min. A ramnose foi utilizada

como padrdo interno.

Fig. 4. Sequéncia nucleotidica e sequéncia de
aminocdcidos deduzida do ADNc isolado de 1-SST (A) e 1-FFT
(B). A sequéncia de aminoidcidos determinada através de
sequenciacdo dos aminodcidos (ver também Tabela 1) das

proteinas 1-SST e 1-FFT purificadas estd sublinhada.

Fig. 5. Construcdes génicas pvsl (A) e pVFl (B).
As construcdes quiméricas consistem no promotor CaMv35S
estimulado com o estimulador da traducdo ALMV (X), a
sequéncia de codificacdo de sst (Y) ou fft (W), e o sinal
de terminacdo nos (Z). Os locais de restric&o que foram

utilizados no procedimento de clonagem estdo indicados.

Fig. 6. Analise de TLC dos frutanos em batateiros
transgénicos ancorando a construcdo pSFl. As placas de TLC
foram reveladas duas vezes em acetona aquosa a 90%. S =
padrdo de sacarose, G = padrdo de glicocse, F = padrido de
frutose, H = mistura padr&o de frutanos de tubérculos de H.
tuberosus, N = padrdo de Neosugar, K = G- (F),-padrdo. 0s N
1-6  representam batateiros individuais ancorando a
construgcdo pvV3l. C é a planta de controlc ancorando a

construcdo AGLO.
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Fig. 7. Separacdes em HPAEC de hidratos de
carbono extraidos a partir de folhas de Petunia hybrida
ancorando a construcdo pVSl (a), uma mistura padrdo de
frutanos extraida de tubérculos de H. tuberosus (b), e
hidratos de carbono de folhas da Petlnia de controlo

ancorando a construcido AGLO (c).

Fig. 8. Separacdes em HPAEC dos hidratos de
carbono extraidos de folhas de Dbatateiro (Solanum
tuberosum) ancorando a construcdo pvVSl (a), uma mistura
padrido de frutanos extraida de tubérculos de H. tuberosus
(b) e hidratos de carbono de folhas do batateiro de

controlo ancorando a construcido AGLO (c).

Fig. 9. Analise de TLC de frutanos sintetizados a
partir de G-(F); através de extractos proteicos de folhas
de batateiros transgénicos ancorando a construgido pvVFl. As
placas de TLC foram reveladas duas vezes em butan-1-ol,
propan-2-o0l e &agua (3:12:4, v/v). S = padrdo de sacarose; N
= padrdo de Neosugar, H = mistura padrdo de frutanos de
tubérculos de H. tuberosus. 0s N 1-8 representam dife-
rentes batateiros individuais transgénicos ancorando a
construcdao pVFl. C; e C; sao as plantas de controlo

ancorando a construcdo AGLO.

DEFINIQéES E ABREVIATURAS

A nomenclatura dos frutanos esté de acordo com

Lewis (1993).



PE795018 -41 -

Unidade frutosil: uma molécula de frutose ligada
a outra molécula de actucar (p. ex., glicose, frutose ou
galactose). Abreviada como -F (p. ex., em G-F) ou -F- (p.
ex., G-F-F). Para moléculas consistindo em mais de uma
unidade frutosil (p. ex., G-F-F-F-F-F-F) é utilizada uma
designacdo condensada [G-(F)g] ou GFg. G-(F)s consiste numa
unidade glicosil e 6 wunidades frutosil. G-(F)s; consiste
numa ligacdc frutosil-glicose e 5 ligag¢des frutosil-

frutose.

Oligofrutanos: Qualquer composto com uma, duas ou
trés ligacgbes frutosil-frutose (pode estar presente uma
glicose mas ndo & necessédrio). No presente pedido, o termo
oligofrutanos foi utilizado para denominar os produtos de
actividade de SST [G-(F)2, G-(F)3; e G-(F)4]. Os oligofru-
tanos sdo mais wvulgarmente denominados como frutanos de
cadeia curta ou frutanos com um baixo grau de polime-
rizacdo. No presente pedido os oligofrutanos incluem também
compostos consgistindo em 2, 3 ou 4 unidades frutosil, mas

sem a unidade glicosil.

Frutanos: Qualquer composto no qual uma ou mais
ligagdes frutosil-frutose constituem a maioria das ligagdes
(uma glicose pode estar presente mas ndoc & necessario).
Frutano & utilizado como sujeito numerativo em que o0s mate-
riais referidos sdo quimicamente distintos (p. ex., 08
frutanos G-(F); e G-(F)i13) . no presente pedido, os frutanos
sdo definidos como produtos de actividade de FFT (G-Fy,

25n<+60) . A menos que indicado de outro modo, os frutanos
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incluem também oligofrutanos. Para denominar um Jgrupo
restrito de frutanos é utilizada a denominacdo “G-F,, n=.".
No presente pedido os frutanos incluem também compostos
consistindo em mais de 1 unidade frutosil, mas sem a

unidade glicosil,

Inulina: Frutano que tem maioritariamente a liga-
c&o p-2,1-frutosil-frutose (pode estar presente uma gli-
cose, mas ndo é necessario). A utilizacdo cumulativa vs.
numerativa como substantivo & a mesma que para o frutano

acima.

Levano: Frutano que tem maioritariamente a
ligacdo p-2,1-frutosil-frutose (& permitida wuma glicose,
mas ndo & necessario). O levano é também utilizado para
denominar os frutanos de origem bacteriana, embora os
frutanos bacterianos nido consistam sempre em ligacdes pre-
dominantemente p-2,6-frutosil-frutose. Por exemplo, 08
frutanos sintetizados através de levanossacarase de
Bacillus subtilus tém predominantemente ligag¢bes p-2,1-
frutosil-frutose (inulina). A utilizacdoc cumulativa vs.
numerativa de levano como substantivo é a mesma que para

frutano.

Levanossacarase: Enzimas de origem bacteriana que

estdo envolvidas na sintese de frutano.

Sacarose:sacarose-frutosiltransferase (SST) :

Enzima derivada de plantas que catalisa o passo inicial da
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sintese de frutanos (reaccgdo 2). A enzima pode também estar
envolvida na sintese de oligofrutancs [G-(F),, 2<n&4]
(reaccdo 3). No presente pedido, a designacdo SST pode
incluir 1-8SST, uma forma de SST envolvida na biossintese de
oligofrutanos que possuem maioritariamente a ligacdo p-2,1-
frutosil-frutose; ou 6-SST, uma forma de SST envolvida na
biossintese de oligofrutanos que tém maioritariamente a

ligacdo p-2,6-frutosil-frutose; ou 1-SST e 6-3ST.

Frutano:frutano-frutosiltransferase (FFT): Enzima
derivada de plantas envolvida na sintese de frutanos.
Enzima capaz de catalisar a sintese de oligofrutanos e
frutanos de um grau mais elevado de polimerizacdo. A FET de
H. tubercsus tem actividade sobreponivel com a de SST de H.
tuberosus (reaccdo 3), mas ndo pode catalisar o passo
inicial da sintese de frutanos (reaccdo 2). No presente
pedido, a designacdo FFT pode incluir 1-FFT, uma forma de
FFT envolvida na biossintese dos oligofrutanos que tem
maioritariamente a ligacdo p-2,l-frutosil-frutose; ou 6-
FFT, uma forma de FFT envolvida na biossintese de frutanos
gue tem maioritariamente a ligacdo [(-2,6-frutosil-frutose;

ou 1-FFT e 6-FFT.

Invertase: p-frutosidase ou f-frutofuranosidase.

Grau de polimerizagdo (GP): termo para indicar a
gquantidade total de residuos frutosil e glicosil; por
exemplo, G-(F), tem um GP de 3. O valor de n em G-F,

aumenta com um grau crescente de polimerizacao.
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Perfil de frutanos: termo para descrever o padrdo
do tamanho/distribuicdo dos frutanos ou, alternativamente,
as quantidades relativas e os tipos de frutanos, num
extracto derivado por exemplo de uma planta, de um o6rgéo
vegetal ou de uma célula vegetal. O método actualmente de
maior confianca para analisar um padrdo de frutanos de um
extracto é através da cromatografia de permuta anidnica de
alta resolugdo e a deteccdo amperométrica pulsada

(Chatterton et al., 1990).

Helianthus tuberosus: girassol-batateiro.

Cichorium intybus: chicoéria.

HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Resolugéo.
Técnica para a separacdo de misturas complexas de compos-—
tos. As variantes desta técnica sdo a cromatografia de alta
resolucdo de fase reversa (RP-HPLC) ou a cromatografia de
permuta anidénica de alta resolucdo em combinagdc com a
detecc&o amperométrica pulsada (HPAEC-PAD, ver por exemplo

Fig. 3).
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BECATGAGAL RABRACCOTOC CTCAGGOCRC CRC ATG ATH SOT TOR TOO ACO ASC 54
Het Mat Ala Ser Sar Thr Thr
1 5
ACC ACC Q0T OTC ATT T0 CAT GAT GAT OCT SAA AAD OFD OU8 SAN OT¢ 182
Thr Thr Pre Leu Ile Lew His Asp Asp Pro Glu Asn Les Pro Glu Leu
i0 kR a8
LG GET TR QG ACH ALT QGT OGT CTa TOC ATC G0N AAR GTE CIT MG 155
Tar Sly Ser Pro Thr Thr Arg drg Let Ber Iie Rla Lys Val leu Sey
25 38 3%
G ATC OTY T TC6 OFTF ¥ OTF ATH GOT GOT OFF 67D gUT Tra ATo is8
iy Xls Law Val Ser Val Len Val Ils Gly Als Teuw Tal Als Leu Jle
4 i35 Bg 1
AJRL BAQ CAA RCA TAT QAL RO 00 TOR GO0 ACC AQA TTC STA ACT CAS 245
Aen Asn Gln Thr Tyr Glu Sar Pro Ser Als Thr Thr Phe Val Thr Giwm
&4 % £5 . Bl
TPE 08 AAT ATT GAT OTG ARG OG0 OTT O0R G8& 348 TUY ST T¢C AST ERE
fen Pre Asn Ils Asp Loy Lys Arg val Fro 81y Lys Leu dap Ser Ser
TR 840 3]
SCT GRG GTT GAAM TEE CAR CRA TOC ACT TAT CAT TIT CAL CUC GAY XR3 342
Ma Glu Yal 8lu Trp &ln Avrg Ser Thy %yr His Phe &in Pro Asp Lys
g a5 149
ART TTC ATT AGC GAT CCT GAT O3 006 ATG TAT CAC ATG GGA TG TAT 394
Asy Fhe Ile Ser dsp Pro Asp @1y Pro Het Tyr His Met Sly Trep Ty
patd 1ig 138
CAT CTa TIT TRT CAG TAC AAC QCT CRA TOT GO0 ATC TGS G&C AAD ATC §33
His Leu Phe Tyr 4ln Tyr Asn Pro $in Ser Ala Ile Trp &ly &sn Ila
328 138 i3 133
ACR TGG QG0 CAD TOF GTR TOG ARA GAZ ATS ATC RAC U8 TTC AT o0 86
The Trp Cly His Ber Val Ser Lys dsp Met Ils Asp Trp Phe Him Leu
48 i45 REE1
COT TIC GOC ATG OTT COT GA8 CAT 166 TAD GAD APC SAR SGT 6RO ATS 534
Fro Phe Ala Het Val Sro Asp His Trp Pyr Asp I3e Gly Gly Val Mex
155 1848 168
ACF GOT TC6 GOT ACA GTC CTU COT AAT GGT CRA RTC ATC &TE 07T TRC nE3
Thr Gy S8er Ala Thr Val Leu Fro Asn Gly 6l Ile Ile Nat Lew Tyr
399 135 188
TCG GGC AAC GUG TAT GAT OTC TOO CAL GTA CMA TS0 T8 208 TAS gov £34
Ser Gly Ben &la Tyr Asp Leu Ser Oim Val Gln Oye Leu Alda Tyr Ala
185 b 18RS
G ARD TS TER GAT OCB OFT OTT ATA GAC TGO AL ASR TAT oMM 87§

Yzl Asn Ser Sar Regp Pro Lew leu Yle i Prp Lys Lys Tyr Sla
200 205 21p

S )
1 oaen 4}
1nFel &3
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O0G 504 OTC GIT U0C OTT GAG TR BGC AR GO ACR CRG TTH SAT AT 1388
Gly Ala Len val Pro Leu Glu lle 6ly Thr Ala fhe Gin Leu 3gp Ile
440 448 450 483

ST GO% ACA TTC BAA ATC GAC CAR AMG RFG TES CARA TCR ACE CTA GRG 1448
val Als Thr Phe Glu Tle Asp Gln Lys Met leu Glu Ser Thr Len Glu
L0 485 47Te
GOC GAT GTT OTh THC ART TGO ACS ADT AGT GAA S6C TOG 8TY GCA AGE 1498
Als Asp Val Leu Phe Asn Oys Thr Thr Ser ¢lu oly Ser VWal &la Arg
475 489 485
RGP GRS TIPS SGR UOG TP GET OT¢ ST GTT OTA GOU GAT GOU CAG CGC 1543
Ser Wel Leu Gly Pro Fhe 81y Vel ¥al Val len &la Bep Alzs &Im Arg
430 458 504G
OO GAR CAS O COT STA TAC TIO TAT AYC S0R AMR GRY ATT GAT GGA 15840
Ser Glu Gin Len Pra Val Tve Phe Tyr Ils Ala Lys Asp Tle aAsp Gly
50% BiQ 31%
ROC TOR CER RCT TRT TFT IST GO0 GRC GAA ACR AGA TCA TIC MM GAT 1538
Ihr Set brg The Tyr Phe Cys Ala Asp flu Thr Avg Ser Ser iys Rep
-1y g ’ 530 ‘ 835
G AGE OTh OO AAR TG OTC TAC ORA AGC AST GTT COT GTL OTC COOR 1686
val Ser Val Sly Tys Tep Vel Tyr &1y Ser Sex ¥8l Prs Vel fsu Pro
B4 G485 S5
GEC GAA AMG TRE AAT ATO AGE TTA TIC GDF GAT CAT TOG ATH GTA GAG 1734
Gly Glu Lys Pyr dsn Bet Arg Leu Ieow ¥al Asp His Ser Tle Val Glu
555 550 §8%
GER TIT GOA CAR AMC GEG AGR AUC OTS OI9 ACA TCA AGA TG TAT OC& 17E2
Gy Phe Als Gln Asn Gly Arvg Thr Val val The der Arg ¥al Tyr Pro
570 5 584
ACR AMS GRG ATC TAC AAC GOT GOT AMG GFG TTT TIS TTC AR AAC OCG 1838
fhy Lys Ala Ile Tyy Ash Ala Ala Lys Val Phe Leg Phe Ann Asp Ala
585 580 585
ACT GRR ATC AST GTGE ARG GOG TCE ATC ABG ATC TOH ARG ATG G060 GRA 1878
Thr #1y Ile Ser Yol Lws Ala Ser Ils Lys Ile Trp Lys Met 81y Gla
[J 8405 a1 515
GOA GAA OTC AT COT TIC 00T 97 OOT GOG TEE ACT ¥2C cAR QIT 1883
ala Sy Led Asn Fro Phe Pro Leu Pro G8ly Trp Thr Phe Glo Isu
BET 53§ 2340
PEATCETTAT ATITTRORACE OTATATATET GTTATTATCA TGATRGEITAT ATTTIGEACC 1983
CTRTATETGT STTATTATEA TRAASCATAA GUTTEOACTS GAUGGGRETAT TATTGIRATT 043
TTATATECAT GTTCTATTAS TISTEAGGTY ATARTATELS ATTAAATTAT TATATACTAT 2143

STCAATTTRNT AAY . ERES

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 2:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 630 aminocacidos
(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPCLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
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Thy

Gly &

Asn
Lys
Pro
Gin
480
Fhe
Fro
Fra
TYr
Evs
540

Asn

Leu
™y
Leu
445
il
Phe
Yal
Fhe
538
Tep

Kat

s Phe

TG

Trp

leu

=iy

Ile

Ils
350

Thr

;. Asn

Ile
&sp

Gla

Tyr
510
oys

Wal

Aryg

Glu

#ln

Asp

aly

Yalk

338

Gly
Agp
Aap
Tle
Gin
415
Glu
Ile
&Zln

The

© Val

485
Phue

Rla

TYr §

Lag

Leu
Lys
Metb
Asp
330
AsSN
etz
Gin
Fro
Fro
L
Tryp
Pha
Giy
iys
Thr
480

Wal

Ve

Len
5890
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val Asp His Ser Ile Wal €lu Gly Bhe Als §ln Asn Gly Axg Thr val
568 M 8YS

val Thr Ser Arg Val Tyr Pro Thr Lys Ala Ile Tyr Asn Ala Ala Lys
580 58% B0

Val Fhe Leu Phe Asn Asn ala Thr Gly Ile Ser Val Lys Ala Ser Ils
598 G060 803

Iys Tle Trp lys Met Gly Glu 3las Glu Leu Asn Pro Phe Pro Leu Pro
£10 618 §20

Siy Tep Thr Phe Glu Leu
B25 &30

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 3:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 2003 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADEIA: dupla

(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(1ii) HIPOTETICA: NAQ
(iv) ANTI-SENTIDO: NAO

(vi) FONTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Helianthus tuberosus
(B) ESTIRPE: Columbia
(D) ESTADIO DE DESENVOLVIMENTO: Adulto
(F) TIPO DE TECIDO: Tubérculo

(G) TIPO CELULAR: parénqguima de armazenamento
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(vii) FONTE IMEDIATA:
(A) BIBLIOTECA: lambda Uni-Zap XR (Stratagene,
USA)

(B) CLONE: PFFTII11

(ix) CARACTERISTICAS:
(A) NAME/KEY: CDS

(B) LOCALIZACAO: 29..1873

(x) INFORMACAC DA PUBLICACAO:
(E) NOMERO DO DOCUMENTO: WO 89/12386 Al
(I) DATA DE APRESENTACAO: 21-JUN-1989
(J) DATA DE PUBLICACAO: 28-DEZ-1989
(K) RESIDUOS RELEVANTES EM SEQ ID NO: 3: DE 1 A

4100

(x) INFORMACAO DA PUBLICACAO:
(E) NOMERO DO DOCUMENTO: WO 94/04692 Al
(I) DATA DE APRESENTACAO: 09-AGO-1993
(J) DATA DE PUBLICACAO: 03-MAR-1994
(K) RESIDUOS RELEVANTES EM SEQ ID NO: 3: DE 1 A

1438

(x) INFORMACAO DA PUBLICACAO:
(H) NUMERC DO DOCUMENTO: WO 94/14970 Al
(I) DATA DE APRESENTACAO: 28-DEZ-1993

(J) DATA DE PUBLICACAO: 07-JUL-1994

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 3:
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CRGACDGASTE CORSTOORGT CAGTCACD ATG CAX ROC OOT GAXA £OC TFT ACA
Mat Glm Thr Fro Glu Pre Fhe Thr
£38

1
Asp

08
Fri
£55

Ry
Gly

V.ai

JAR
Lvs
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The

GET
Sly
735

00y
Fea

Al

s

AR
Glu

SCA
Pro

Twe
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Ley

e i
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Coh
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g
Pal

ope
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Ber
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et
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ASE

Trp

AL
AER
00

v T
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ils
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ace
The

AND
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b
Phe
pdild

Ty
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Leu
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ATG
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TR
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GOT
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TR
Faoyg

CAG
Gl

BAT
His
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e
ro

ATC
Ile
TG

GNP

CAG
Gln

CAR
Gin

TEG
Trp

Glu

Ace
The

¥al
FRE

BAL
REN

ATC
Il

ATC
Ile

Lys
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Wal
835

coe
Fro

ane
Thy
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IR
Lag
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5 AT

Tor

CAS
Gin

ATS
Bk
TE0

766
Tre

el
Trp

oAl
Gl

T
Fhe

ARA
Eys
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BAS
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DAC
His
645

ACR
Thr

TRC
o

Bex

TEG
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At
Pro
728

GET
Giy

S5C
Ly
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GCA
Ala
803
Goy
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TaRT
Tye

AOR
Thx

ARA
Lys

PP
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TCT

SRy

fas e
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TG

GO
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P06
Trp
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Sy

G
Wal
794

TTG
et

e
val
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Fro
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Fre
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he

5TT
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585

i tniad
Thr

ARG
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TAT
Ty

ATG
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Lo
175
TR
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TAT
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GAT
REP

Ley

i
Ley
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6T
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GAY
asp

A7T
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CER
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TR
Sar
TG

[ ]
Fro

Se

A%

Thr ¢

ZTA
¥al

AAL
Asn
840
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PR
Phe
=13
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TEC
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Fhie

ATG
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V45
TRE
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(654 4
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el
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R
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=T
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T
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&0T
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& RAC
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TTA
Tal
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Rer
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THE
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TAT
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ATG
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ARG
Thy
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&TT
Val

Eriy Y
wal

Agr
Qe

TRG
Tre

GAT

Asy

Las
Gl

TCR
Ser

val
788
ALg
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TCAR
Pro
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¥al

AT
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CoR
Pro
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Thr
833

ARG
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Say
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ATT
Iie
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Gly
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GAT
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ARG
JEn
TEQ
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Sar
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Thr

CIT
Len

b v
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1ER
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Coh GGE AYT 668 T
Pro Gy Ils §iy Lew
g5

GOT O0C GAT GGA ARG
§1y Pro &sp Gly Lys
F55

ACA GGO ATG &8Th OTT
Thr Gly Bet Val Leu
$80

TG THR SAT GAG QOB
Ieu Leu Asp Slu Pro
298

TEO ST GAM TTT TAQ
oys Vel Asp Phe Tyy
a1%

ATG GCR ODO TAT G0
Mot Ala Als Tyr Oly
430

GAG GOR CAT GRA ATS
Gin Gly His Gly Meb
§45

AAT GAT ARR TG ALY
Asn Asp Lys Trp Thr
Y&

TTA LGS TG GAT TAR
Lew Arg Cve Asp Tyr
ek

CCR TES ARG AAA AGH
Pro Len Lys 1L¥s Avg
) 2895

SET QO CAT CAS G
Sar Als Asp Gla Bap
KREREL

BEA AGA ACK ATT TR
Gly Axg The Ile val
RBI8

TEG 80 GTT GAE GRA
Trp Fro Val slu Giuw
n4e

BAS S35 ATC BAG UTA
Lys Gin Ile Lys Leu
1855

-61 -

RAG S&C TAT OSC SAC
Lys Asp Tyr Arg Asp
855
CAT AGE ATE ATC ATE
His Arg Met Ile Met
o)

FTT TAC THT aC0 AOT
val Tyr Tyr Thr he
285

TS SAC TOT &P o0

Leu His Ser VYal Pro

2030

S0G ST PO TPA ALC

Pre ¥al Ser leuw Thr
930

TOG OFT ATC AXS CAR
Sar €1y Ile Lvys His
8385

CAT TGE TAT TOA RTC
Asp Trep Tyr Ser Iils
850

OO0 GAT AAC COG GAA
Pre Asp han Fre Glu
RES

Q86 ASG TIT ITT GCA
Gly Arg Fhe Phe Ala
B4

AGE ATE ADT Dae oOT
Arg Tle Thy Tep Gy

1090

CTC FOT ACA GGA TRG
Lex Ser Avg 8ly Trp
1618

CTR GAT AGR AMAG ACC
Let Asp Avg Lys The
03¢

ST GRE AGT TTG RGA
Val &lu Ser Len Arg
1845

AL OU0 ST TEA ATC
fiu Pre gy Ser lle
106D

SOR TOR AL STC TGE
Pro Ser Thr Val Trp
R0

GGA BUT AAL COT GEC
Gly Thy Lys Asy Gly
878

GAT TAC ACE ARD TAL

asp Tyr Thr Asn Iyr
§30

ML ACD SAT ATE T6G
Asn Thr Asp Mat Trp
305

AAT GAT AGT COA OTT
Asn Asp Ser BAla Leu
%35

GTT ATT ABR GRA AST
Wal Tle Lys Glu Sar

GEH ACR TAT GAC 806
Gly Thr Tyr Asp Ala
$58

CTA SAT GTC GeT ATC
Loy Asp Val &ly Ile

HCA ARG ART OFT AT
Sar Lys Ser lLeu TYY
L3S

PET ST GSh GAR TOR
Tyr Val Gly Glu Ser

S2T ACT OTT TAT AAT
Ala The Vval Ty¥e ksn
igan

GGE ALC CAT TTR OTT
&1y thr His Len Leuw
1038

TAC RAC GGT CAQ BAG
TYT Asn Gly Gin @l
10RD

ATT (TR CTC QAT ATA
Tla Pro Leu ssp Ile
DGR

ACA
The

ART
Asn

SRG
[N EW

GAR
&iv
4310

GAT
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TE
Trp

ATA
Ils

REC
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GAD
{898

GHEY
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1N0%

T
wal

CAT
His

T
Pha

riee
Giv
LTS

B20

858

&1&

864

1918

1060

1108

1156

1380

1348
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ACG GOT
Thr Als

GEE TR
Ala Laew

ALC TTA
Ser Lew

[epivite i1
Yal Lssu

&CA CAG
Thr &in

RAD2 GG
Asn Ala
1058

S5T GCA
Gly Ala
1185

GEC AT
Ala Asp

1128

ATA oET
Ile &la
1135

ARG CTA
L}i‘g Tasxk

el ACT
Gly The

Fro GAT
Val asp

ATA ALK
Tle Thye
IR0

ARA AMG
Lys Lys

MG TCA
Arg Ser

BTF T
val PFewo
1178

AT TCSE
His Sey
1185

TOA MGG
Bay Avyg

- 62 -

TG GAC ATA GTT GOR ACA TIT GAG S0G GAT CAA GCOR
Leu Xap Yle V8l Ala Thr Phe Glu Val Asp &ln Ala

IDFS
ALK AGT GAR
Thr Ser ¢lu

GO CAX AGT
Als Gin Arg Gly
13%6

GGA BCC CPT TOT

108E

1085

RGO GAT GAT ATT TAY GOT TET ACT ACT
Thr Asp Asp lle Tyr Sly Oys The The

1498 R0

GUR AGT TRE £CA CCR TTT GET

far Lex Gly Pro Fhe Sly
1115

SAG TR AT COG GTT TAT

“ly Thr Leu Sev Glu Lew Thr Fro Val Tyr

1125

GCA GAT Sah 86T
Ala Asp Gly Giy
1149

TCA CTR GAT TAT
ser Teu Asp TYC
1155

GTE TFA SAY SAT
Val Leu Asp Asp

ATR 370 GAG &G
Tls ¥Val @lu iy
LRG0

SOG TAT OO ACR
&la Tyr Pro Thy
1208

ST TN TG PR AAD ASD GO0 ACA
Loy Phe Leu Phe Asn Asn Als Thr

1215

13E0

1i3g

879 TOS A AT TPT TRT
Val Ser Thy His Fae Oys
1148

AT GOk GAG AGR OTG GIG
&8% Gl #lu Arg Val val
1igh

GAS SRR OFC ACA ATR ARG
Diu Gin Leu Thr Met Arg

2TT 805
Lew Ala

TYC TAT
Phe Tyr

ALT GRY
ThE Asp
1158
TAF GOE
Tyr Giy
11&5

CTR TS
Lot Ly

1178 1184

TTT GOG OAR GOA GEA AGG
Fhe Ala Gln Gy 81y Arg
: 1135

ARA GOUG ATA TAC GRR CRA
Lys Ala Tle Tyyr Slu Gin
L21G

COT ACR AGY GTC RAR OCA
Gly Thr Ssr Val Lys Ala
1235

ARG ATT TGE CAA ATG SCY TBCY GOR OO ATT OAT Q3& TAC COT
Lys Ile Trp &ln Met Ala Sar Rls Fro Ile His Sin Tvr Fre

TAATTACORG CTIATOGUTAT COTTITTOTY ATTGOTATIT ATETATCTTA ATTTTOTOTE
BAAACCITTIT ATTTCATARA TATTARYTCY TETFATDETE OTTOTAGTAR TARATGANDG

GISTTRYGES

L35

ixs0

ACG &TT
The Val

GG ARG
Ala Lys

TCT TR
Seyr Led
1330

TIT
Phe
1245

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 4:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A)
(B)

(D)

COMPRIMENTO:

615 amino&cidos

TIPO: aminoacido

TOPOLOGIA: linear

133

1444

3492

1588

1834

1884

riy2

1873

1833
L3ad

2R3
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Mat

Pro

Fro

Phs

Lys
Tyr
Met
Lau
145
Lay
Tyr
Pro
Asp
Arg

I35

Ile

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 4:

Gin
Lew
Tasiy
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Ser
130
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Val
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Hiz 1
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150
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Val
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Fhe
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Sey
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Pro
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Pro

Yal

The
215

Sly A
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: Thr

: Asn

. Ser

40

Il=

Liu

ATy

ASP

Ashr
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Sgr

Thr
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Phe

N 1
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Pro
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Fro
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Pro
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0

Pro
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Ala
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Gy
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Gly
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‘Thy
val
Leu
Lys
305
Sey
Bro
Fhe
Trp
aly

385

Lys

Bey
ala
Aap
465
Ser
gl
Val
Bap

Glu
548

Thr asp Tyr

Pro
250
His
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Gly
i
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Thy

B AYY
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Ssr
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TYE
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Ile
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Phe
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Gly
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Thr
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Laswy

S60

Thr
Asp

Iie
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340
Lys
Yal
Ti;r
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Pro
Giu
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Bre
Pro
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His
Arg

Thr

Thr
Asp
Sey
lys
TyY
335
Val
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Gly
Wal
Hig
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ey
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Gly
Fhe
48%
Yal
Phe

Val

Het

ASH
Mat
Ala
Glu
310
Rep
Gly
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Glu

Tyx
304
Leu
Gin
Asp
Aep
Cys
470
Gly
Tyr
CTys

Walk

Avy
550

Tyr
Trp
Lew
29%
Ser
Ala
Ile
Ty
Say
35
Amn
Lean
Glu
Iie
Gin
455
Thr
Lan
Pha
Thy
Tyr

Yaeeu
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LERRL

Gl
280

Leu
265

Azp Hek

Trp
Ile
Gly
Asp
360
Rsp
Val
His
Phe
Gly
440
Ala

Thr

Als

Asp
siq

Gly

Ley

Glu
Asn
Ley
345
Pro
Ser
Gly
Trp

Lys
4235
Thy
Ala

Ser

Val

r Il

505

Lys

&ly

Lo

Val

Ala

&ly
Asp
330
Arg
Leu
ala
Ay
Fro
$10
ala
Ala
JE ]
ey
ey
480
Ala

Leu

Thy

Val hsp

&S
ASp
Als
His
3ig
Iys
oys
Lys
Asp
Thy
85
Yal
Ile
Thy
Asn
Gly
£75%
Ala
Lys
Arg

Fal

His
555

Slu
Fhe
Tyr
304

Gly

Fro

Trp Thy

Asp
Lys
Gln
380
Ils
{2l
lys
Sin
Ala
450
Ala
Asp
lys
Sar
Fro

540

Ser

Tyr
Arg
385
dsp

Val

i

T

T
445
Thy
Aia
Sly
Ala
Ser
525

Val

Iia

Ly |

276

Pro

sat

Asp T

Bre
Gly
350
&rg
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Yal

LCHAT I

43¢
Asp
Saxr
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Thr
Asp
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Leu

Val

Aryg
Elg
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Asp
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£15
Ile
Giv
Arg
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Thy
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Slu Gly
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Fhe Ala €In €1y 8ly Arg Thr Val Ile Thr sar Avg Als Tyr Pre Thr

565 870 7%

Lys ala Ile Tyr Glw 6ln Ala Lys Leu Phe Leu Phe Asn Asn Ala Thr

580 555 540

iy Thr Ser Val Lys Ala Ser Leu Lys Ile Trp Gln Mat Ala Ser Ala
585

040 )

Fro Tls His 81in Tyr Pro Fhe

6§10

G615

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 5:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(11)

(iii)

(iv)

(vi)

(vii)

COMPRIMENTO: 33 pares de bases
TIPO: &cido nucleico
CADEIA: dupla

TOPOLOGIA: linear

TIPO DE MOLECULA: ADNC

HIPOTETICA: NAO

ANTI-SENTIDO: NAO

FONTE ORIGINAL:

ORGANISMO: Helianthus tuberosus
ESTIRPE: Columbia

ESTADIO DE DESENVOLVIMENTO: Adulto
TIPO DE TECIDO: Tubérculo

TIPO CELULAR: parénquima de armazenamento

FONTE IMEDIATA:
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() BIBLIOTECA: lambda Uni-Zap XR (Stratagene,
USA)

(B) CLONE: pSST103

(x) INFORMACAO DA PUBLICACAOQ:
(H) NUMERC DO DOCUMENTO: WO 89/12386 Al
(I) DATA DE APRESENTACAO: 21-JUN-1989
(J) DATA DE PUBLICACAO: 28-DEZ-1989
(K) RESIDUOS RELEVANTES EM SEQ ID NO: 5: DE 1 A

4100

(x) INFORMACAO DA PUBLICACAO:
(E) NOMERO DO DOCUMENTO: WO 94/04692 Al
(I) DATA DE APRESENTACAO: 09-AGO-1993
(J) DATA DE PUBLICACAO: 03-MAR-1994
(K) RESIDUOS RELEVANTES EM SEQ ID NO: 5: DE 1 A

1438

(x) INFORMACAO DA PUBLICACAO:

(H) NUMERC DO DOCUMENTO: WO 94/14970 Al

(I) DATA DE APRESENTACAO: 28-DEZ-1993

(J) DATA DE PUBLICACAO: 07-JUL-1994

(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 5:

GARCARYTNC CNGTNTAYTT YTAYATHGCN AAR 33

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 6:
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(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

COMPRIMENTO: 21 pares de bases
TIPO: acido nucleico
CADEIA: dupla

TOPOLOGIA: linear

(i1) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(1ii) HIPOTETICA: NAQO

(iv) ANTI-SENTIDO: NAO

(vi) FONTE ORIGINAL:

ORGANISMO: Helianthus tuberosus
ESTIRPE: Columbia
ESTADIO DE DESENVOLVIMENTO: Adulto

TIPO DE TECIDO: Tubérculo

TIPO CELULAR: parénquima de armazenamento

(vii) FONTE IMEDIATA:

(&)
USA)

(B)

BIBLIOTECA: lambda Uni-Zap XR (Stratagene,

CLONE: pFFT111

(x) INFORMACAO DA PUBLICACAO:

NUMERO DO DOCUMENTO: WO 89/12386 Al
DATA DE APRESENTACAO: 21-JUN-1989
DATA DE PUBLICACAO: 28-DEZ-1989

RESIDUOS RELEVANTES EM SEQ ID NO:

6:

DE 1 A
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4100

(x) INFORMACAO DA PUBLICACAO:
(B) NOUMERO DO DOCUMENTO: WO 94/04692 Al
(I) DATA DE APRESENTACAO: 09-AGO-1993
(J) DATA DE PUBLICACAO: 03-MAR-1994
(K) RESIDUOS RELEVANTES EM SEQ ID NO: 6: DE 1 A

1438
(x) INFORMACAO DA PUBLICACAO:
(H) NUMERO DO DOCUMENTO: WO 04/14970 Al
(I) DATA DE APRESENTACAO: 28-DEZ-1993
(J) DATA DE PUBLICACAO: 07-JUL-1994
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 6:
GGNTGGGCNA CNGTNTAYAA T 21
(2) INFORMAQAO PARA SEQ ID NO: 7:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADEIA: dupla
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(1ii) HIPOTETICA: NAO
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(iv) ANTI-SENTIDO: NAO

(vi) FONTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Helianthus tuberosus
(B) ESTIRPE: Columbia
(D) ESTADIO DE DESENVOLVIMENTO: Adulto
(F) TIPO DE TECIDO: Tubérculo

(G) TIPO CELULAR: parénquima de armazenamento

(vii) FONTE IMEDIATA:
() BIBLIOTECA: lambda Uni-Zap XR (Stratagene,
USA)

(B) CLONE: pFFT111

(x) INFORMACAO DA PUBLICACAO:
(E) NOMERO DO DOCUMENTO: WO 89/12386 Al
(I) DATA DE APRESENTACAO: 21-JUN-1989
(J) DATA DE PUBLICACAO: 28-DEZ-1989

(K) RESIDUOS RELEVANTES EM SEQ ID NO: 7: DE 1 A

(x) INFORMACAO DA PUBLICACAO:
(H) NUMERC DO DOCUMENTO: WO 94/04692 Al
(I) DATA DE APRESENTACAO: 09-AG0O-1993
(J) DATA DE PUBLICACAO: 03-MAR-1994

(K) RESIDUOS RELEVANTES EM SEQ ID NO: 7: DE 1 A
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(x) INFORMACAO DA PUBLICACAO:

(H) NUMERC DO DOCUMENTO: WO 94/14970 Al

(I) DATA DE APRESENTACAO: 28-DEZ-1993

(J) DATA DE PUBLICACAO: 07-JUL-1994

(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 7:

ATHGTNGARG GNTTYGCNCA R

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 8:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

COMPRIMENTO: 27 pares de bases
TIPO: &cido nucleico
CADEIA: dupla

TOPOLOGIA: linear

(i1) TIPO DE MOLECULA: ADNC

(1iii) HIPOTETICA: NAO

(iv) ANTI-SENTIDO: NAO

(vi) FONTE ORIGINAL:

ORGANISMO: Helianthus tuberosus
ESTIRPE: Columbia

ESTADIO DE DESENVOLVIMENTO: Adulto
TIPO DE TECIDO: Tubérculo

TIPO CELULAR: parénquima de armazenamento

21
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(vii) FONTE IMEDIATA:
() BIBLIOTECA: lambda Uni-Zap XR (Stratagene,
USA)

(B) CLONE: pFFT111

(x) INFORMACAO DA PUBLICACAO:
(E) NOMERO DO DOCUMENTO: WO 89/12386 Al
(I) DATA DE APRESENTACAO: 21-JUN-1989
(J) DATA DE PUBLICACAO: 28-DEZ-1989
(K) RESIDUOS RELEVANTES EM SEQ ID NO: 8: DE 1 A

4100

(x) INFORMACAO DA PUBLICACAO:
(E) NOMERO DO DOCUMENTO: WO 94/04692 Al
(I) DATA DE APRESENTACAO: 09-AGO-1993
(J) DATA DE PUBLICACAO: 03-MAR-1994
(K) RESIDUOS RELEVANTES EM SEQ ID NO: 8: DE 1 A

1438

(x) INFORMACAO DA PUBLICACAO:
(H) NUMERC DO DOCUMENTO: WO 94/14970 Al
(I) DATA DE APRESENTACAO: 28-DEZ-1993
(J) DATA DE PUBLICACAO: 07-JUL-1994

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 8:

CCGAATTCAA TACGACTCAC TATAGCG 27
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(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 9:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 16 amincacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) CADEIA: dupla

(D) TOPCLOGIA: linear

(i1) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(1ii) HIPOTETICA: NAO

(iv) ANTI-SENTIDO: NAO

(vi) FONTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Helianthus tuberosus
(B) ESTIRPE: Columbia
(D) ESTADIO DE DESENVOLVIMENTO: Adulto
(F) TIPO DE TECIDO: Tubérculo

(G) TIPO CELULAR: parénquima de armazenamento

(vii) FONTE IMEDIATA:
() BIBLIOTECA: lambda Uni-Zap XR (Stratagene,
USA)

(B) CLONE: pSST103

(x) INFORMACAO DA PUBRLICACAO:
(H) NUMERO DO DOCUMENTO: WO 89/12386 Al

(I) DATA DE APRESENTACAO: 21-JUN-1989
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(J) DATA DE PUBLICACAO: 28-DEZ-1989
(K) RESIDUOS RELEVANTES EM SEQ ID NO: 9: DE 1 A

4100

(x) INFORMACAO DA PUBLICACAOQ:
(H) NUMERC DO DOCUMENTO: WO 94/04692 Al
(I) DATA DE APRESENTACAO: 09-AGO-1993
(J) DATA DE PUBLICACAO: 03-MAR-1994
(K) RESIDUOS RELEVANTES EM SEQ ID NO: 9: DE 1 A

1438

(x) INFORMACAO DA PUBLICACAO:
(H) NOMERC DO DOCUMENTO: WO 94/14970 Al
(I) DATA DE APRESENTACAO: 28-DEZ-1993

(J) DATA DE PUBLICACAO: 07-JUL-1994

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 9:

Ala dsp Val Leu Phe ¥aa Xaa Thr Thr Ser flu 8ly Ser Val Ala aww
1 B 16 18

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 10:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 11 amincéacidos
(B) TIPO: aminoécido
(C) CADEIA: dupla

(D) TOPOLOGIA: linear
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(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(1ii) HIPOTETICA: NAO

(iv) ANTI-SENTIDO: NAQ

(vi) FONTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Helianthus tuberosus
(B) ESTIRPE: Columbia
(D) ESTADIO DE DESENVOLVIMENTO: Adulto
(F) TIPO DE TECIDO: Tubérculo

(G) TIPO CELULAR: parénquima de armazenamento

(vii) FONTE IMEDIATA:
(&) BIBLIOTECA: lambda Uni-Zap XR (Stratagene,
USA)

(B) CLONE: pSST103

(x) INFORMACAO DA PUBLICACAO:
(E) NOMERO DO DOCUMENTO: WO 89/12386 Al
(I) DATA DE APRESENTACAO: 21-JUN-1989
(J) DATA DE PUBLICACAO: 28-DEZ-1989

(K) RESIDUOS RELEVANTES EM SEQ ID NO: 10: DE 1 A

(x) INFORMACAO DA PUBLICACAO:
(H) NUMERO DO DOCUMENTO: WO 94/04692 Al
(I) DATA DE APRESENTACAO: 09-AG0O-1993

(J) DATA DE PUBLICACAO: 03-MAR-1994
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(K) RESIDUOS RELEVANTES EM SEQ ID NO: 10:

1438

(x) INFORMACAO DA PUBLICACAO:
(B) NUMERO DO DOCUMENTO: WO 94/14970 Al
(I) DATA DE APRESENTACAO: 28-DEZ-1993

(J) DATA DE PUBLICACAO: 07-JUL-1994

(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 10:

Glu Gin Leu Pro Val Tyr FPhe Tyr Ile Ala Lys
b3 g in

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 11:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 8 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) CADEIA: dupla
(D) TOPOLOGIA: linear

(11) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICA: NAO

(iv) ANTI-SENTIDO: NAQ

(vi) FONTE ORIGINAL:

(A) ORGANISMO: Helianthus tuberosus

DE 1 A
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(B) ESTIRPE: Columbia
(D), ESTADIO DE DESENVOLVIMENTO: Adulto
(F) TIPO DE TECIDO: Tubérculo

(G) TIPO CELULAR: parénqguima de armazenamento

(vii) FONTE IMEDIATA:
() BIBLIOTECA: lambda Uni-Zap XR (Stratagene,
USA)

(B) CLONE: pFFT111

(x) INFORMACAO DA PUBLICACAO:
(E) NOMERO DO DOCUMENTO: WO 89/12386 Al
(I) DATA DE APRESENTACAO: 21-JUN-1989
(J) DATA DE PUBLICACAO: 28-DEZ-1989
(K) RESIDUOS RELEVANTES EM SEQ ID NO: 11: DE 1 A

4100

(x) INFORMACAO DA PUBLICACAO:
(E) NOMERO DO DOCUMENTO: WO 94/04692 Al
(I) DATA DE APRESENTACAO: 09-AGO-1993
(J) DATA DE PUBLICACAO: 03-MAR-1994
(K) RESIDUOS RELEVANTES EM SEQ ID NO: 11: DE 1 A

1438

(x) INFORMACAO DA PUBLICACAO:
(H) NUMERO DO DOCUMENTO: WO 94/14970 Al
(I) DATA DE APRESENTACAO: 28-DEZ-1993

(J) DATA DE PUBLICACAO: 07-JUL-1994
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(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 11:

Val Val Lan Asp Len 6lu Thy Lys
3 S

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 12:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 15 aminoacidos
(B) TIPO: aminoécido
(C) CADEIA: dupla

(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iii) HIPOTETICA: NAC
(iv) ANTI-SENTIDO: NAO

(vi) FONTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Helianthus tuberosus
(B) ESTIRPE: Columbia
(D) ESTADIO DE DESENVOLVIMENTO: Adulto
(F) TIPO DE TECIDO: Tubérculo

(G) TIPO CELULAR: parénquima de armazenamento

(vii) FONTE IMEDIATA:

(A) BIBLIOTECA: lambda Uni-Zap XR (Stratagene,

USA)
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(B) CLONE: pSST103

(x) INFORMACAO DA PUBLICACAO:
(B) NOUMERO DO DOCUMENTO: WO 89/12386 Al
(I) DATA DE APRESENTACAO: 21-JUN-1989
(J) DATA DE PUBLICACAO: 28-DEZ-1989
(K) RESTDUOS RELEVANTES EM SEQ ID NO: 12: DE 1 A

4100

(x) INFORMACAO DA PUBLICACAO:
(E) NOMERO DO DOCUMENTO: WO 94/04692 Al
(I) DATA DE APRESENTACAO: 09-AGO-1993
(J) DATA DE PUBLICACAO: 03-MAR-1994
(K) RESIDUOS RELEVANTES EM SEQ ID NO: 12: DE 1 A

1438

(x) INFORMACAO DA PUBLICACAO:
() NOMERC DO DOCUMENTO: WO 94/14970 Al
(I) DATA DE APRESENTACAO: 28-DEZ-1993

(J) DATA DE PUBLICACAO: 07-JUL-1994

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 12:

Pha Arg Asp Pro Ser Thr Lag Trp Leu Xaa Pro Asp Gly Slu Tye
1 8 1 18

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 13:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
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COMPRIMENTO: 6 aminoacidos
TIPO: aminoacido
CADEIA: dupla

TOPCLOGIA: linear

(i1) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(1ii) HIPOTETICA: NAO

(iv) ANTI-SENTIDO: NAO

(vi) FONTE ORIGINAL:

ORGANISMO: Helianthus tuberosus
ESTIRPE: Columbia

ESTADIO DE DESENVOLVIMENTO: Adulto
TIPO DE TECIDO: Tubérculo

TIPO CELULAR: parénquima de armazenamento

(vii) FONTE IMEDIATA:

(&)

USA)

(B)

BIBLIOTECA: lambda Uni-Zap XR (Stratagene,

CLONE: pSST103

(x) INFORMACAO DA PUBLICACAO:

NUMERC DO DOCUMENTO: WO 89/12386 Al
DATA DE APRESENTACAO: 21-JUN-1989
DATA DE PUBLICACAO: 28-DEZ-1989

RESIDUOS RELEVANTES EM SEQ ID NO: 13: DE 1 A
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(x) INFORMACAO DA PUBLICACAO:
(H) NUMERC DO DOCUMENTO: WC 94/04692 Al
(I) DATA DE APRESENTACAO: 09-AG0O-1993
(J) DATA DE PUBLICACAO: 03-MAR-1994
(K) RESIDUOS RELEVANTES EM SEQ ID NO: 13: DE 1 A

1438

(x) INFORMACAO DA PUBLICACAO:
(H) NOMERC DO DOCUMENTO: WO 94/14970 Al
(I) DATA DE APRESENTACAO: 28-DEZ-1993

(J) DATA DE PUBLICACAO: 07-JUL-1994
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 13:

Gly Trp Ala Asn lle Len
1 5

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 14:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 10 aminocéacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) CADEIA: dupla

(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(1ii) HIPOTETICA: NAO
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(iv) ANTI-SENTIDO: NAO

(vi) FONTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Helianthus tuberosus
(B) ESTIRPE: Columbia
(D) ESTADIO DE DESENVOLVIMENTO: Adulto
(F) TIPO DE TECIDO: Tubérculo

(G) TIPO CELULAR: parénquima de armazenamento

(vii) FONTE IMEDIATA:
() BIBLIOTECA: lambda Uni-Zap XR (Stratagene,
USA)

(B) CLONE: pFFT111

(x) INFORMACAO DA PUBLICACAO:
(E) NOMERO DO DOCUMENTO: WO 89/12386 Al
(I) DATA DE APRESENTACAO: 21-JUN-1989
(J) DATA DE PUBLICACAO: 28-DEZ-1989

(K) RESIDUOS RELEVANTES EM SEQ ID NO: 14: DE 1 A

(x) INFORMACAO DA PUBLICACAO:
(H) NUMERC DO DOCUMENTO: WO 94/04692 Al
(I) DATA DE APRESENTACAO: 09-AG0O-1993
(J) DATA DE PUBLICACAO: 03-MAR-1994

(K) RESIDUOS RELEVANTES EM SEQ ID NO: 14: DE 1 A
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(x) INFORMACAO DA PUBLICACAO:

(H) NUMERC DO DOCUMENTO: WO 94/14970 Al
(I) DATA DE APRESENTACAO: 28-DEZ-1993

(J) DATA DE PUBLICACAO: 07-JUL-1994

(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 14:

1y Trp Ala Thr Val Tyr Asn Val Gly Arg
i 5 0

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 15:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(i1)

(iii)

(1v)

(vi)

(A) COMPRIMENTO: 16 aminocacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) CADEIA: dupla

(D) TOPOLOGIA: linear

TIPO DE MOLECULA: ADNc

HIPOTETICA: NAO

ANTI-SENTIDO: NAO

FONTE ORIGINAL:

(A) ORGANISMO: Helianthus tuberosus

(B) ESTIRPE: Columbia

(D) ESTADIO DE DESENVOLVIMENTO: Adulto

(F) TIPO DE TECIDO: Tubérculo
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(G) TIPO CELULAR: parénquima de armazenamento

(vii) FONTE IMEDIATA:
() BIBLIOTECA: lambda Uni-Zap XR (Stratagene,
USA)

(B) CLONE: pFFT111

(x) INFORMACAO DA PUBLICACAO:
(E) NOMERO DO DOCUMENTO: WO 89/12386 Al
(I) DATA DE APRESENTACAO: 21-JUN-1989
(J) DATA DE PUBLICACAO: 28-DEZ-1989
(K) RESTDUOS RELEVANTES EM SEQ ID NO: 15: DE 1 A

4100

(x) INFORMACAO DA PUBLICACAO:
(E) NOMERO DO DOCUMENTO: WO 94/04692 Al
(I) DATA DE APRESENTACAO: 09-AGO-1993
(J) DATA DE PUBLICACAO: 03-MAR-1994
(K) RESIDUOS RELEVANTES EM SEQ ID NO: 15: DE 1 A

1438

(x) INFORMACAO DA PUBLICACAO:
(H) NUMERC DO DOCUMENTO: WO 94/14970 Al
(I) DATA DE APRESENTACAO: 28-DEZ-1993

(J) DATA DE PUBLICACAO: 07-JUL-1994

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 15:
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Ly Lew Val Asp His Ser Ile val Glu Sly sha Als fin Gly féy Ary
i ) b 1!

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 16:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 6 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) CADEIA: dupla

(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(1ii) HIPOTETICA: NAQ
(iv) ANTI-SENTIDO: NAO

(vi) FONTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Helianthus tuberosus
(B) ESTIRPE: Columbia
(D) ESTADIO DE DESENVOLVIMENTO: Adulto
(F) TIPO DE TECIDO: Tubérculo

(G) TIPO CELULAR: parénquima de armazenamento

(vii) FONTE IMEDIATA:
(A) BIBLIOTECA: lambda Uni-Zap XR (Stratagene,
USA)

(B) CLONE: pFETI111
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(x) INFORMACAO DA PUBLICACAO:
(E) NOMERO DO DOCUMENTO: WO 89/12386 Al
(I) DATA DE APRESENTACAO: 21-JUN-1989
(J) DATA DE PUBLICACAO: 28-DEZ-1989
(K) RESTDUOS RELEVANTES EM SEQ ID NO: 16: DE 1 A

4100

(x) INFORMACAO DA PUBLICACAO:
(E) NOMERO DO DOCUMENTO: WO 94/04692 Al
(I) DATA DE APRESENTACAO: 09-AGO-1993
(J) DATA DE PUBLICACAO: 03-MAR-1994
(K) RESTDUOS RELEVANTES EM SEQ ID NO: 16: DE 1 A

1438

(x) INFORMACAO DA PUBLICACAO:
() NOMERC DO DOCUMENTO: WO 94/14970 Al
(I) DATA DE APRESENTACAO: 28-DEZ-1993

(J) DATA DE PUBLICACAO: 07-JUL-1994

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 16:

al Bly Slu Ser Asp Saw
i &

Lisbca, 11 de Dezembro de 2007
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REIVINDICAGCOES

1. Fragmento de ADN possuindo uma seguéncia
nucleotidica SEQ ID NO: 1 tal como mostrada na Fig. 4A ou
uma sequéncia homdloga possuindo uma identidade de pelo
menos 70% codificando uma proteina possuindo actividade de
l-sacarose:sacarose-frutosiltransferase, que catalisa a

reaccdo geral:

G- (F)n + G_(F)m - G_(F)n—l + G_(F)m+1r 1§H§3, lSmSB

em que -G representa uma unidade glicosil e -F representa

uma unidade frutosil.

2. Fragmento de ADN de acordo com a reivindi-

cacdo 1 possuindo uma identidade de pelo menos 85%.

3. Sequéncia de ADN recombinante compreendendo
um ou mais fragmentos de ADN tal como definidos na reivin-

dicacdo 1 ou 2.

4. Sequéncia de ADN recombinante de acordo com
a reivindicacdo 3, compreendendo ainda um fragmento de ADN
possuindo uma seguéncia nucleotidica SEQ ID NO: 2 tal como
mostrada na Fig. 4B ou uma sequéncia homdéloga possuindo uma
identidade de pelo menos 70% codificando uma proteina
possuindo actividade de 1-frutano:frutano-frutosiltrans-

ferase, que catalisa a reaccdo geral:



PE795018 -2-

G-(E)n + G-(F)vw - G- (F)n-1 + G- (F)ut1, n22, m>2

em que -G e -F sdo tal como definidos na reivindicacédo 1.

5. Sequéncia de ADN recombinante de acordo com
a reivindicacdo 3 ou 4, em que o referido fragmento ou

fragmentos estdo presentes na orientacgdo inversa.

6. Método para a producdo de uma planta geneti-
camente transformada apresentando um perfil de frutanos

modificado, que compreende o0s passos de:

i) preparacdo de uma construcdo génica quimé-
rica compreendendo um ou mais fragmentos de ADN tal como
definidos nas &reivindicacgdes 1 ou 2, ou o0s referidos
fragmentos na orientacdo inversa, operativamente ligados a
uma sequéncia promotora activa na referida planta e uma

sequéncia terminadora activa na referida planta,

ii) introducdo da construcdo génica quimérica no

genoma da planta, e

iii) regeneracdo das células vegetais transforma-

das em plantas transgénicas.

7. Método de acordo com a reivindicacdo 6, em
gue a construcdo génica quimérica preparada no passo 1)
compreende ainda um fragmento de ADN possuindo uma
sequéncia nucleotidica SEQ ID NO: 2 tal comoc mostrada na
Fig. 4B ou uma sequéncia homdloga possuindo uma identidade

de pelo menos 70% codificando uma proteina possuindo
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actividade de 1-frutano:frutano-frutosiltransferase, que

catalisa a reaccdo geral:

G-(E)n + G- (F)q » G=(F)n1 + G—(F)p, n22, m>2

em que -G e -F sdo tal como definidos na reivindicacédo 1.

8. Planta transformada mostrando uma perfil de
frutanos modificado ou uma célula vegetal, semente, fruto,
plantula ou gqualquer parte da planta transformada, anco-
rando uma construcdoc génica quimérica compreendendc um ou
mais fragmentos de ADN tal como definidos nas reivin-
dicagdes 1 ou 2, ou os referidos fragmentos de ADN na
orientacdo inversa operativamente ligados a uma seguéncia
promotora activa na referida planta e uma sequéncia

terminadora activa na referida planta.

9. Planta transformada de acordo com a reivin-
dicacdo 8 em que a construcdo génica quimérica compreende
ainda um fragmento de ADN possuindo uma sequéncia
nucleotidica SEQ ID NO: 2 tal como mostrada na Fig. 4B ou
uma sequéncia homdloga possuindo uma identidade de pelo
menos 70% codificando uma proteina possuindo actividade de
l1-frutano:frutano-frutosiltransferase, que catalisa a

reacgdo geral:

G=(E)n + G- (F)n » G- (F)n-1 + G (F)m1, n22, m22

em que -G e -F sdo tal como definidos na reivindicacdo 1.
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A SEQ ID. NO. 1.
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REFERENCIAS CITADAS NA DESCRIGEO

Esta lista de referéncias citadas pelo requerente & apenas
para conveniéncia do leitor. A mesma n&o faz parte do
documento da patente Europeia. Ainda que tenha sido tomado
o devido cuidado ao compilar as referéncias, podem ndo
estar excluidos erros ou omissdes e o IEP declina gquaisquer
responsabilidades a esse respeito.

Documentos de patentes citadas na Descrigdo
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