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ANEXO

Atentamente manifiesto a usted que la fuante normativa de la reciprocidad de la cual se deriva
el derecho del solicitante para relvindicar prioridad en e! presente caso, se encuentra:

a)

b)

c)

d)

En el Articulo 2 del Tratado de Amistad y Comerclo suscrito el 14 de Marzo de
1908 entre Suiza y Colombia, que establece la "Clausula de la Naclén méas
favorecida®.

Sulza, que constituye uno de los paises signatarios de la Convencién Europea
de Patentes vigente desde el 7 de octubre de 1977, convencién en virtud de la
cual se expiden las Patentes Europeas, es uno de los palses respecto de los
cuales se ha solicitado la comespondients patente (Solicitud No. 00310403.1), tal
como se desprende del texto de la solicitud en relacién con la cual reclamo
prioridad.

En ol Articulo 2 del Anexo 1C, Aspectos de los Derechos de Propledad
Intalectual relacionadoa con al Comercio, del Acuerdo por el cual sa establece
la "Organizacién Mundial de Comercio (OMC)" suscrito an Marruecos el 15 de
abrll de 1994. Este acuerdo fue aprobado por el Congreso de Colombla
mediante Ley 170 de 1984 y por la Corte Constitucional Colomblana mediante
Sentencia C-137-85 de 28 de marzo de 1995, y entrd en vigencia en nuestro
pals el 30 de abril de 1995, 30 dias después de su ratificacion.

Dicho Articulo establece que en lo que respecta a las partes Il, il y IV del
Acuerdo (referidos a la existencla, alcance y ejerciclo de los derechos de
propledad Intelectual, entre otros) los Miembros cumplirén los articulos 1 a 12
y ol Articulo 19 del Convenio de Parls —el Articulo que establece la prioridad
de las patentes de invencién es el Articulo 4.

En el Articulo 4 del mencionado Anexo 1C, Aspecios de los Derechos de
Propledad Intelectual relacionados con el Comercio, del Acuerdo por el que
establece la Organizacién Mundial de Comerclo (OMC), el cual consagra el
"Trato de Ia naclén més favorecida® para los paises Miembros del mismo.

En el Articulo 4 del Convenio de Paris, del cual ya era parte Colombia en el
momento en que se presento la solicitud cuya prioridad ahora relvindico, con lo
cual se cumple la reciprocidad exigida en el Articulo 9 de la Declsion 486 del
Acuerdo de Cartagena para con solicitudes provenientes del Pais Miembro del
Acuerdo de Cartagena.



ANEXO

El documento que acredita la calidad REPRESENTANTES LEGALES en Bogotd de
los doctores ALFONSO LLOREDA CAMACHO y/o JOSE ANTONIO LLOREDA
para TODOS LOS ASUNTOS RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD
INDUSTRIAL de la sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos abogados
para actuar individualmente, se encuentra protocolizado ante esa Divisién bajo el
No. 12.817En consecuencia, ruego a usted reconocer la personeria de cada uno de
dichos Representantes Legales para actuar dentro del presente expediente, a fin de que
cualquiera de ellos pueda intervenir en cualquier tiempo respecto de la solicitud en él

contenida.

T.P. No. 10.784
Cédigo 231



PROCESO PARA MODIFICAR PLANTAS

Resumen: Objeto y Finalidad de la invencién

El uso de un gen que expresa una reductasa HMG inhibida sin
retroalimentacién en combinacién con un gen que expresa esterol
metiltransferasa1 para aumentar el nivel de esteroles en las plantas.



PROCESO PARA MODIFICAR PLANTAS

Campo de la Invenclén

La invencién se relaciona con un proceso por la modificacién de
plantas, més specificalmente un proceso para aumentar los niveles de
isoprenoides en plantas.

Antecedentas de la invencién

Muchas aproximaciones han sido sugeridas para modificar la
produccidn de isoprenoides en plantas.

Aunque solo unos pocos esteroles existen en animales, siendo el
colesterol significativamente el més importante, en las plantas se
encuentra un amplio rango de esteroles. Existen variaciones
estructurales entre estos a partir de diferentes substituciones en la
cadena lateral y en el nimero y la posicién de enlaces dobles en el
esqueleto tetracidlico.

Los esteroles de plantas pueden ser agrupados segqn la presencia o
ausencia de una o mas funcionalidades. Por ejemplo estos pueden
dividirse en tres grupos con base en los niveles de metilacién en C4,
como sigue a continuacién: 4-desmetilesteroles o esteroles de producto
final, 4a- monometilesteroles y 4,4-di-metilesteroles. Los 4-
desmetilesteroles que se presentan naturalmente incluyen sitoesterol,
estigmaesterol, brasicaesterol, A7-avenoesterol y campesterol.



En la mayoria de las plantas superiores, los esteroles con un grupo
libre 3p-hidroxil {(esteroles libres) son los productos finales principales.
Sin embargo, los esteroles también ocumen como conjugados, por
ejemplo, donde el grupo 3- hidroxi estd esterificado por una cadena de
acidos grasos, acidos fendlicos o partes de azdcar para producir
ésteres esteroles. Para propdsitos de esta descripcion el término
esterol se refiere tanto a esteroles libres como a esteroles conjugados.
Sin embargo, las referencias de esta especificacion a niveles,
cantidades o porcentajes de esterol se refieren al peso total de los
grupos esterol en donde se exciuye el peso de los grupos conjugados
tales como grupos de acidos grasos, acido fendlico o azdcar.

Hasta la fecha la mayoria de los estudios que intentan manipular los
esteroles en plantas han involucrado otros esteroles distintos a 4-
desmetilesteroles con el propdsito de aumentar ia resistencia a las’
pestes o a loa fungicidas.

La WO 88/45457 describe la modulacién de composiciones de
fitoesterol para lograr resistencia a insectos, nemdtodos, hongos y/o
estrés ambiental, y/o para mejorar el valor nutricional de las plantas
usando una molécula DNA de doble hélice que comprende un
promotor, una secuencia DNA que codifica una primer enzima que
enlaza un primer esterol y produce un segundo esterol y una regién 3'
no-fransiadada que causa poliadenilacién en el terminal 3'del RNA.
Preferiblemente la enzima se selecciona entre el grupo que consiste de
S-adenosil-L-metionina-A2*?®-esterol metil transferasa, una C-4
demetilasa, un ciclosucalenol a obtusifoliol-isomerasa, una 14- a-
demetilasa, un A® a A’- isomerasa, una A’-C-5-desaturasa y una 24,25
reductasa.
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La US 5,306,862 describe un método para aumentar la acumulacion de
esterol en una planta al aumentar e! nimero de copia de un gen que
codifica un polipéptido que tiene actividad HMG-CoA reductasa para
aumentar la resistencia de las plantas a las pestes.

iguaimente la US 5,348,126 revela un proceso para aumentar ia
acumulacién de esqualeno y esterol en plantas transgénicas al
aumentar la cantidad de un gen que codifica un polipéptido que tiene
actividlad HMG-CoA reductasa para aumentar la resistencia a las
pestes de plantas transgénicas.

La WO 87/48793 revela un polipéptido C-14 esterol reductasa para la
manipulacién genética de una ruta biosintética del esterol en plantas.

La WO 98/09393 revela una secuencia DNA que codifica esqualeno
sintetasa.

La WO 97/34003 revela un proceso para elevar ios niveles de
esqualeno en plantas por introduccién en el genoma de una planta de
un DNA para suprimir la expresién de esqualeno epoxidasa.

La WO 83/16187 revela nuevas plantas que contienen en su genoma
uno o més genes involucrados en las etapas tempranas de la
biosintesis del fitoesterol, preferiblemente los genes que codifican
mevalonato quinasa.



5

La US 5,589,819 revela acumulacién de esqualeno en plantas por
introduccién de un gen HMG-CoA reductasa para aumentar la
produccion de esterol y la resistencia a las pestes. El Ejemplo 10 revela
niveles aumentados de esqualeno en las semillas de estas plantas.

La WO 00/08190 revela una secuencia DNA que codifica una esterol
metiltransferasa aisiada de Zea mays.

En las plantas, la sintesis de mevalonato por medio de la 3-hidroxd-3-
metilglutaril Coenzima A reductasa (HMGR) es uno de ios pasos en
biosintesis de isoprencides.

Gondet et al en Piant Physiology (1994) 105:509-518 ha aislado un
mutante de tabaco que muestra composiciones de esterol
considerablemente alteradas en tejido de hojas con incrementos
significativos en la proporcién de ciclopropilesteroles y actividades
HMGR incrementadas aproximadaments 3 veces.

Re et al en The Plant Joumnal (1985) 7(5) , 771-784 ha mostrado que la
sobre-expresion de Arabidopsis thaliana HMG CoA reductasa (HMG 1)
no es suficiente para alterar la sintesis gruesa y la acumulacion de
productos finales de la ruta isoprencide la planta.

Los solicitantes creen que la razdn para esto es que la actividad de
HMGR en plantas esta sujeta a inhibicién de retroalimentacién por
esteroles. Aigunos genes HMGR, sin embargo, son inhibidos sin
retroalimentacion. Ejemplos de tales genes son los genes HMGR no
vegetales que carecen del dominio enlazante de membrana, tal como
los genes HMGR truncados de hamster o los genes truncados de
Saccharomyces cerevisiae, y los genes HMGR (o0 versiones truncadas

10



de los mismos) de plantas que producen elevados niveles de
isoprenocides tal como la Hevea brasiliensis.

Un gen HMGR truncado de hamster, que carecia del dominio enlazante

de membrana, fue expresado en plantas de tabaco bajo el control

del promotor CaMV 35S (Chappell et al., Plant Physiology (1995) 108:
1337-1343). Esto resultd en un incremento de 3 a 6 veces enla
actividad HMGR total en tejido de hojas.

Schaller et al en Plant Physiology (1895) 109:761-770 revela la
introduccién del gen hmg? de Hevea brasiliensis en tabaco
conduciendo a una produccién de esterol mejorada, especialmente de
cicloartenol, en tejido de hojas.

Polakowski et al en Applied Microbial Biotechnology (19988) 59:66-71
describe el uso de un gen Saccharomyces cerevisiae hmg 1 en
levadura, conduciendo a la acumulacién de esqualeno.

En ias plantas, la produccién de 24-metileno cicloartenol a partir de
cicloartenol por medio esterol metiltransferasat (SMT1) es uno de los
pasos en biosintesis de isoprenocides.

Bouvier-Nav et al en Eur. J. Biochem. 256, 88-86 (1988) describe dos
familias de esterol metil transferasas (SMTs), la primera (SMT1) que
aplica a cicloartenol y la segunda (SMT2) a 24-metileno lofenol.

Schaller et al en Plant Physiology (1998) 118: 461-189 describe la
sobre-expresion de SMT2 a partir de Arabidopsis en tabaco resultando
en un cambio en ia razén de 24-metil colesterol a sitoestercl en la hoja
de tabaco.
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Diener et al en The Plant Cell (2000) 12: 853-870 describe la
caracterizacion funcional de un gen Arabidopsis SMT1 y muestra que
los mutantes que carecen del gen presentan pobre crecimiento y
fertilidad.

Schaeffer et al en Lipids (2000) 35: 283-268 describe los efectos de
expresar genes Nicotiana tabacum SMT1 y SMT2 en tabaco
transgénico. La sobre-expresién de SMT1 resuita en variaciones en el
nivel de cicloartenol y en cambios concomitantes en la proporcién de
24-¢til esteroles. La sobre-expresién de SMT 2 altera la razén de 24-
metil colesterol a sitoesterol produciendo un crecimiento reducido.

Sorpresivamente ahora se ha encontrado que la expresién de genes
que codifiquen enzimas especificas HMG-reductasa en combinacién
con aquellos que codifican esterol metiltransferasa1 pueden ser usados
ventajosamente para aumentar més el valor nufricional de las plantas
especialmente en las semillas de las mismas.

Sorpresivamente se ha encontrado que el uso de HMGR regulada sin
retroalimentacién en combinacién con sobre-expresion de esterol
metiltransferasat conduce un mejoramiento adicional del esterol
nutricionalmente benéfico por ejemplo en las semillas de dichas plantas
comparado con plantas donde solamente uno de los genes de ariba ha
sido expresado.

La presente invencién pretende modificar los niveles de esteroles en
plantas, especialmente las semillas de plantas en donde esta
modificacién pueda involucrar un incremento del nivel (benéfico) de
esteroles o una disminucién ded nivel (menos deseado) de colesterol.

1z
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L a presente invencién pretende aumentar los niveles de esteroles en
plantas, en donde los esteroles son preferiblemente los 4-
desmetilesteroles nutricionalmente atractivos tales como sitoesteroles,
estigmaesteroles, brasicaesterol, A7-avenoesterol o campesteroles y
en donde los estercles se axpresan en las semillas.

Alcance de la Invencién

En consecuencia, la invencién se relaciona con el uso de un gen que
expresa un SMT1 en combinacién con un gen HMGR inhibida sin
retroalimentacién para aumentar el nivel de esteroles en iejido de
plantas y/o disminuir el nivel de colestarol en tejido de plantas.

En ofro aspecto, la invencién se relaciona con una planta modificada
que tiene incorporado en su genoma uno 0 mas genes al aumentar la
expresion de SMT1 y para aumentar la expresion de HMGR inhibida
sin refroalimentacién.

)



Deacripcién Detallada de la Invencién

En las plantas superiores, los isoprenoides son una gran familia de
compuestos con diversos papeles. Estos incluyen los esteroles, las
hormonas giberelinas de planta y 4cido absclsico, los componentes de
los pigmentos fotosintéticos, las fitoalexinas y una variedad de otros
terpencides especializados.

Los esteroles, especiaimente 4-deametilesteroles son de inferés debido
a que estos contribuyen a la calidad nutricional, al sabor y al color de
frutas y aceites vegetales. De particular interés son los compuestos
isoprenoides de beneficio nutricional tal como los esteroles solubles en
grasa. Estos pueden ser eficaces para reducir la enfermedad coronaria
del corazdn, por ejemplo, se ha demosirado que algunos fitoesteroles
disminuyen los niveles de sero-colesterol cuando se incrementan en la
dieta y la vitamina E reduce las placas aterosclerticas al disminuir la
oxidacién de LDL.

La expresion de tales compuestos en semillas de plantas en particular
en semillas oleaginosas es comercialmente ventajosa como
generalmente es muy convenients la recoleccidn de tales ingredientes
de las semillas y, en algunas instancias, puede ser posible extraer el
aceite en combinacién con los esteroles de la semilla, conduciendo a
un aceite que contiene elevados niveles de esterol sin o conla
necesidad reducida de la adicién separada de esteroles.

Los esteroles preferidos son 4-desmetilesteroles, méds preferidos
sitcesterol, estigmaesterol, brasicaesterol, avenoestero! y campesterol.
También preferiblemente, por lo menos parte de los esteroles, por
ejemplo por lo mencs 70 % en peso basado en el total de steroles en la
semilla son ésteres de esteroles con écidos grasos C10-24. En una

Y
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realizacién muy preferida los esteroles comprenden ésteres C10-24 de
4-desmetilesteroies.

Como se discute arriba, varias propuestas han sido sugeridas para
alterar los niveles de isoprenocides en plantas.

Ahora se ha enconirado que para el mejoramiento de los niveles de
isoprenoides en plantas particularmente en las semillas de las mismas,
una ruta adn més preferida es usar un gen HMGR inhibido sin
retroalimentacion en combinacién con esterol metiliransferasa1. El uso
de tal combinacién de genes es especiaimente ventajosa para mejorar
los niveles de 4- desmetilesteroles, méas que la expresién de cualquier
gen singularmentse. Aln més preferido, el uso de tales genes mejora el
nivel de estigmaesterol, sitoesterol y campesterol en semillas. También
ol uso de tales genes es especiaimente ventajoso para mejorar loa
niveles de isoprenoides en semillas oleaginosas que contienen més del
10 % en peso basado en peso saco de triglicéridos.

En una primera realizacién de la invencién la reductasa HMG inhibida
sin retroalimentacion es una enzima que estd expresada por un gen
HMGR truncado no-vegetal, dicha truncacién conduce preferiblemente
a una enzima que carece del dominio enlazante de membrana, pero en
donde se mantiene preferiblemente la funcionalidad HMGR del gen.
Ejemplos de tales genes son los genes HMGR truncados de hamster o
de levadura.

Una segunda realizacién preferida de una reductasa HMG inhibida sin
retroalimentacién es una enzima expresada por genes HMGR de
plantas que producen elevados nivelea de isoprenoides tal como Hevea
brasiliensis. Especiaimente preferidas estdn las versiones fruncadas de
HMGR producidas por genes de plantas que producen elevados
niveles de isoprenoides tal como Hevea brasiliensis, versiones

1S
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truncadas més preferidas son usadas en donde dicha HMGR carece
del dominio enlazante de membrana.

La enzima HMGR intacta comprende tres regiones: una regién
catalitica, que contiene el sitio activo de la enzima, una regién
enlazante de membrana, que ancla la enzima al reticulo endoplésmico
y una regién de enlace que une la regién catalitica y la regién enlazante
de membrana de la enzima. El dominio enlazante de membrana ocupa
la regién N-terminal de la enzima, mientras que la regién catalitica
ocupa la regiébn C- terminal. Se cree que la inhibicién con
retroalimentacién en la mayoria de las plantas generaimente requiere
de la presencia de la regién enlazante de membrana de la enzima. Por
lo tanto, una realizacién preferida de la invencién se relaciona con el
uso de un gen HMGR que expresa una enzima con un dominio
inactivado o sin enlazante de membrana, en donde dicho gen es
preferiblements usado para aumentar el nivel de 4-desmetilesteroles en
tejido de plantas tal como las semillas de plantas.

Un ejemplo de HMG reductasa con un dominio enlazante de membrana
inactivado o sin é! es la HMG reductasa expresada por el gen HMGR
truncado de hamster como se describe por Chappell (ver arriba). La
truncacién se cree que remueve el dominio eniazante de membrana de
la HMG reductasa donde después ocurre una reduccion significativa de
inhibicién por retroalimentacién. Otros genes truncados o0 mutados en
donde el dominio enlazante de membrana es removido o inactivado
puedes ser usados iguaimente. Un ejemplo de esto es el gen truncado
HMGR como se usé por Polakowski (ver arriba) .

Ejemplos preferidos de HMG reductasas son aquellos expresados por
genes HMGR obtenidos de plantas que tienen naturaimente la
tendencia a desarrollar niveles altos de isoprenoides tal como por
ejemplo los triterpencs y el caucho. Ejemplos de tales plantas son

4
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Asteraceae, especiaimente Euphorbiaceae. Por lo tanto otra realizacién
preferida de la invencién se relaciona con el uso de un gen HMGR se
aislo de Asferaceae para aumentar el nivel de esteroles,
particularmente 4-desmetilesteroles en el tejido de plantas,
particularmente las semillas de plantas. Preferiblemente el gen HMGR
8o aislé de Hevea brasiliensis. Especialmente versiones truncadas
preferidas de tales genes de planta pueden ser usadas. Un promotor
especifico puede ser insertado en el genoma de |la planta para
asegurar que el gen HMGR sea regulado ascendentemente,
preferiblemente dentro del tejido de semilla de |a planta.

Ideaimente el gen SMT1 puede estar presents naturaimente en la
planta. De acuerdo con la invencién las circumstancias se alteran luego
de modo que tenga lugar la expresién aumentada de SMT1,
preferiblements en la regién de semilla de la planta. Posible maneras
de hacer esto pueden ser regular ascendentemente facilitando
moléculas p.e. tales como factores de transcripcion.
Altemnativamente, un promotor especifico puede ser insertado en el
genoma de la planta para asegurar que el gan SMT1 sea regulado
ascendentements. Alternativamente, el nimero de copia del gen
*homodlogo” SMT1 puede incrementarse para aumentar la expresion
del mismo.

Alternativamente, el gen SMT1 puede ser un gen heterdlogo,

por ejemplo derivado de otras plantas o fuentes microbianas. Por
ejemplo, el gen SMT1 puede ser derivado de Arabidopsis, tabaco o
levadura.

El colesterol es un componente menos deseado en los productos
alimenticios debido a que los consumidores tienen el deseo de reducir
su consumo de colesterol. Se cree que niveles reducidos de sero
colesterol conducen a un riesgo reducido de enfermedad
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cardlovascular. Por lo tanto, en una realizacién la invencién se
relaciona con la reduccién del nivel de colesterol en el tejido de plantas,
especialmente las semillas de plantas.

Como se discute amriba, varias propuestas han sido sugeridas para
alterar los niveles de isoprenoides y/o de colesterol en plantas. Ahora
se ha encontrado que pama el mejoramiento de los niveles de
isoprenoides en semillas una ruta preferida es usar un gen SMT1. El
uso de tales genes es especialmente ventajoso para mejorar los
niveles de 4-desmetilesteroles, aiin méas preferido el nivel de
estigmaesterol, sitoesterol, brasicaesterol, isofucoesterol y campesterol
en semillas. También, el uso de tales genes es especiaimente
ventajoso para mejorar los niveles de isoprenoides en semilias
oleaginosas que contienen més del 10 % en peso basado en peso seco
de los friacilgliceroles.

La invencién también proporciona un método de transformacion de una
planta por medio de:

A1) transformacién de una célula de una planta con un
constructo de DNA recombinante que comprende un segmento
de DNA que codifica un polipéptido con actividad HMGR inhibida
sin retroalimentacion y un polipéptido que codifica una actividad
esterol metiltransferasal y promotores para dirigir la expresion
de dichos polipéptidos en dicha célula de la planta para formar
una célula transformada de planta; o

A2) re-transformacion de una célula de planta que expresa una
actividad HMGR inhibida sin retroalimentacién con un gen que
codifica una actividad esterol metiltransferasat; o
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A3) re-tranformacion de una célula de planta que expresa una
actividad esterol metiltransferasa1 con un gen que codifica una
actividad HMGR inhibida sin retroalimentacion; y

B) regeneracién de las células transformadas de planta de amiba
en plantas transgénicas; y

C) seleccién de plantas transgénicas que tienen niveles
mejorados de 4-desmetilesteroles comparados con cepas de tipo
silvestre de la misma planta.

Los segmentos de DNA que codifican HMGR inhibida sin
retroalimentacién o esterol metiltransferasa1, para uso de acuerdo con
la presents invencién, pueden ser obtenidos idealmente de animales,
fuentes microbianas o plantas. Altemativaments, genes equivalentes
podrian ser aislados de bancos de genes, por ejemplo por técnicas de
hibridizacién con sondas de DNA

La invencién serd ilustrada adn més en los siguientes ejemplos:
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Ejemplio 1: Co-expresién de Heves brasilfensis hmg1y Nicotiana
tabacum SMT1 en plantas

Cepa de E. coli DH5 (Gibco BRL) se us6 como la cepa huésped en
todos los procedimientos de clonacion y sub-clonacién. El vector
binario pSJ34 (PCT/EP/00/09374) se cred por reileno en el sitio BamH|
del pGPTV-Kan [Becker et al Planta Mol Biol (1892) 20:11985-87), entre
el marcador seleccionable y el terminal p{A) g7 3', con enzima Klenow.
La construccion de los plasmidos pNHB y pNH8 ha sido descrita en
nuestras solicitudes de patente no publicadas PCT/EP00/08374 y EP
00303183.7 respectivamente. Se cultivaron bacterias en medio LB
(triptona 10 g/, exiracto de levadura 5g/l, NaCl 5 g/l) agregado con la
adecuada presion de seleccion (ampicilina 100 ug/ml o kanamicina 50
pg/mi) sobre un agitador rotatorio (210 rpm) a 37 °C.

Las endonucleasas de restriccion, ligasa DNA T4, fosfatasa alcalina de
camarén y marcadores moleculares (X, XIV y XVIl) se adquirieron en
Roche. Las enzimas se usaron de acuerdo con las recomendaciones
de los proveedores. Todos los quimicos y reactivos que se usaron
fueron de grado analitico y disponibles en Fisher Scientific UK, Sigma o
BDH. Los siguientes primers oligonucledtidos se usaron: F72, 5'-GCC
ATA ATA CTC GAA CTC AG-3'’; 358, 5-TCC ACT GAC GTA AGG
GAT GAC-3’; CERV1S, 5-GTC TGT CTA AAG TAA AGT AGA TGC G-
3'; NOSAS, §'-CCG GCA ACA GGA TTC AAT CTT-3'.

El mini kit de preparacién Qiagen se usé para obtener DNA plésmido
para procedimientoa de secuenciacion y sub-clonacién. El kit de
extraccion en gel Qiagen se usé para purificar DNA a partir de geles de
agarosa. El plasmido pNH®S se digirié con Xmal y E&oRI y ol plasmido
pNHB8 con Xmal y Safl liberando el CERV-Nfsmt1-NOS y los cassettes
dobles CaMV35S-Hevea hmg1-TRBCS, reapectivamente. Las
reacciones de digestion se separaron en un gel de agarosa y los
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cassettes do expresion se excisaron y se purificaron. El vector binario
pSJ34 se digirid con EcoRl y Sall, se purificd y se tratd
subsacuentomente con fosfato alcalino de camarén para remsobre ios
grupos fosfato terminales. Usando una ligacion de tres vias, ambos
cassettes de expresion se insertaron en pSJ34 lo que resultd en pNHS
(Figura 1). Primero PCR, usando primers gen especlificos, y segundo
88 us) la digestion de la enzima de restriccion para seleccionar clones
positivos. Los clones positivos se secuenciaron confirmando la
integridad de las uniones entre transgen y terminador.

Transformacién de tabaco con vectores binarios

Células elecitrocompetentes de Agrobacterio tumefaciens {cepa
LBA4404) se descongelaron sobre hielo y se agregé 5ng de vector
plasmido. Las células mas el plasmido se colocaron luego en una
cubeta de electroporacién pre-enfriada y electroporada en un Pulsador
de genes Bio Rad a una capacitancia de 25uF y a 600 ohmios.
Inmediatamente después de la electroporacion se agregé 850l de
caldo 2X TY, las células se mezcalron suavemente y se colocaron en
un vial esteril. Las células se agitaron a 26°C por 2 horas y se
colocaron alicuotas de 25ul en cajas de medio sdlidc Lennox que
contenlan rifampicina 50ug/ml y kanamicina 50ug/ml y se incubaron a
28°C por 3 dias. Se usaron colonias sencillas para inocular 10ul de
agua (para confirnacién PCR) y 500u de medio Lennox que contenla
rifampicina S50pug/ml y kanamicina 50ug/mi.

Se usaron cultivos positivos PCR para inocular 10 ml de un caldo de
medio Lennox que contenla rifampicina 50ug/ml y kanamicina 50ug/ml.
Lo cultivado durante la noche se rotd a 3000g y se resuspendi6 en un
volumen igual de medio MS (sucrosa 3%) .Se cortaron segmentos de
hojas jévenes de tabaco de plantas crecidas en cuitivo de tejido. Los
segmentos se colocaron directamente en la solucién de agrobacierias y
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80 dejé por 10 minutos. Los segmentos se removieron luego y se
colocaron con la superficie superior hacia abajo sobre placas
alimentadoras (10 por placa) y se dejaron por 2 dlas con poca luz a
22°C. Los segmentos de hoja se colocaron, con la superficie superior
hacia arriba, sobre medio de tabaco proyectado con hormonas que
contenia cefotaxima 500ug/ml y kanamicina 50ug/ml y se colocaron en
un cuarto de crecimiento a 24°C con un régimen de 16hrs de luz /8 hrs
de oscuridad. Tres semanas mas tarde, los segmentos callosos se
transfirieron a tubos Magenta que contenian medio de tabaco
proyectado. Una vez se formaron los retofios, se excisaron y se
colocaron sobre medio de tabaco proyectado que contenla cefotaxima
500ug /ml y kanamicina 50ug /ml sin hormonas, paa enraizar. Las
plantas enraizadas se sembraron luego en una mezcla de perlita 50% /
compost 50% y se colocaron en un propagador. Después de 1 semana
las plantas se removieron del propagador y se sembraron
subsecuentements en materas de 5 pulgadas (12.7 cm). Una vez se
inicid la floracion se colocaron boisas de papel sobre las fiores para
prevenir la polinizacién cruzada. Cuando terminé la floracion y se
formaron las vainas se removieron las bolsas y se cosecharon las
vainas maduras. Las hojas maduras y las semillas de las vainas secas
se cosacharon y se almacenaron para andlisis posterior.

Andlisis de Esteroles

Paral andlisis de estervles, el tejido de la planta obtenido como se
indicd aniba se congelé en seco, luego se molié en un polvo fino. 250
w! de dihidrocolesterol 0.2 % p/v se disolvieron en cloroformo se
pipetiaron en un vial de septum de rosca superior. Después de
remsobre el solvente, se agregé al vial una cantidad del tejido de ia
planta (50 mg), y se extrajo el lipido total con 5 mi de una mezcia de
cloroformo: metanol 2:1 viv. El vial se tapd y se colocd en un bloque
caliente y se mantuvo a 80-85°C. Después de 30 minutos los
contenidos se filtraron y el vial se lavé con una segunda alicuota 5ml de
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la mezcla cloroformo: metanol. Los contenidos del vial se filtraron una
vez més y los filtrados se combinaron. La porcién solvents del filtrado

se insuflé usando una corriente de gas nitrdgeno para aislar el residuo
lipldico.

La fraccion lipldica se sometld luego a transmetilacién por
calentamiento a 80-85°C en 1 mi de tolueno y 2 ml de metdxido de
sodio 0.5N en metanol. Después de 30 minutos, se agreg6 2 ml de una
solucién de frifluoruro de boro al 14% en metanol y se calentd por 10
minutos adicionales a 80-85°C. Después de enfriarse, se agregaron 2-3
mi de eter dietilo seguido por 5 ml de agua desionizada. La fraccion de
eter se removid y se realizdé una extraccion adicional de eter. Las
fracciones de eter se combinaron, se volvieron a lavar con 5 ml de
agua aproximadamente y se secaron durante la noche sobre sulfato de
sodio anhidro. La fase de eter se filtr6 y el solvente se removié usando
una corriente de gas nitrdgeno.

Los esteroles se disolvieron en 300400 ulL de tolueno y sililataron por
adicién de 200 ul de N,O- bis(trimetilsilil) acetamida :trimetilclorosilano
85:5 seguido por incubacion a 50°C por 10 minutos. El andlisis CG se
llevé a cabo usando una columna de 25 m x 0.32 mm d.i. (espesor de
pelicula 0.25 um) 5% BPX5 (ex SGE) en un cromatdgrafo de gases
Perquin-Eimer 8420. El programa de temperatura es 180-240°C a
10°C/min, seguido por 240-355°C a 15°C/min. y, finalmente, 5 min. a
355°C. La temperatura FID es 380°C y |a presion de helio 10 psi
(688.48 Pa). Un volumen de 1.0 ul se injecté en la columna. Se asumié
un factor de respuesta CG de 1.0 por cada uno de los esteroles con
respecto al calibrador intermo de dihidrocolesterol.

La Tabla 1 muestra el andlisis de esteroles de muestras de hojas
obtenidas de tabaco transformado con el vector NH9 que co-expresa
una Hevea HMGR de longitud total y tabaco SMT1. Hojas de 12
plantas transgénicas independientes (NHS) se analizaron junto con
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. hojas de 8 plantas no transformadas independientes (SR1) que habilan
sido generadas por medio cultivo de tejidos, y hojas de 5 plantas
transformadas independientes con vector de control que carecia del
gen de interés (pVEC). El contenido total de esteroles de las hojas
control SR1 varié entre 0.185 - 0.268% peso seco y aquellos de los
controles pVEC entre 0.175% -0.269% peso seco. Las hojas
transgénicas NH8 conten{an contenidos de esteroles totales que
variaban entre 0.178- 0.318% peso seco, representando un incremento
de hasta 38.4% sobre el contenido promedio de esteroles en SR1y
45.6% sobre la media de 4-desmetilesteroles 'benéficos’ (4-
desmetilesteroles menosa colesterol). También de anctarse son los
niveles de colesterol draméticamente reducidoa en las muestras NHS,
con 6 de las 12 muestras que tenlan cero (o por debajo de los niveles
de deteccién) en los niveles de colesterol.

La Tabla 2 muestra el anélisis de esteroles de muestras de semillas
maduras de tabaco transformado con el vector NHY que co-expresa
una Hevea HMGR de longitud total y tabaco SMT1. Semillas de 27
plantas transgénicas independientes (NHS) se analizaron junto con
semillas de 12 plantas SR1 y 8 plantas de control pVEC. Las semillas
de las plantas de control SR1 contenlan contenidos de esteroles totales
que variaban entre 0.338- 0.425% peso seco y aquellos de las pantas
control pVEC entre 0.301- 0.413% peso seco. Las semillas de las
plantas transgénicas NH9 contenian contenidos de esteroles totales
que variaban entre 0.307 -0.545% representando un incremento de
hasta 43.0% sobre el valor promedio de esteroles totales en las SR1y
hasta 51.8% sobre el valor promedio en las SR1 4-desmetilesterol
benéfico. Se encontraron significativas disminuciones en el nivel de
cicloartenol, el substrato paral esterol metil transferasa1, en las
muestras NHB altas en eateroles. Niveles de colesterol en las muesiras
NHS con esteroles altos también se redujeron significativamenta. Como
nota particular estdn los niveles més latos de sitoesterol en las lineas
NHB altas en estercles comparados con los niuveles de los controles.
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Ejemplo 2: Co-expresién de una forma truncada de Hevea
brasillensis hmg1 y Nicotiana tabacum SMT1 en plantas

Una forma truncada de Hevea HMGR, que carecia del dominio
enlazante de membrana en el terminal N, se clon6 usando el Hevea
brasiliensis hmg1 como templete. El Hevea brasiiensis (H.B.K.) Mall.
Arg. thmg1 se cloné usando los primers con base en la secuencia
publicada [Chye et al (1891) Plant Mol Biol 19: 473-84] .El primer
delantero 5'-CCTACCTCGGAAGCCATGGTTGCAC-3' incorpora un
nuevo cod6n de inicio (resaltado) y un sitio de restriccién Nco /
(subrayado) para aplicaciones de clonacién. El primer reverso §'-
CATTTTACATTGCTAGCACCAGATTC-3' contiene un sitio de
restriccién Nhe I (subrayado) para propésitos de sub-clonacién
corriente abajo. El plasmido pNHB se usd como el templete de DNA en
el PCR (30 ciclos) usando polimerasa Pfu bajo condiciones estédndar y
produjo un fragmento del tamafio esperado ~1.3 kb. El gen thmg1
resultante codifica para los amino 4cidos 153-575 de la secuencia de
longitud total hmg1 (575) (Fig. 11b de PCT/EP/00/09374) .El producto
PCR thmg1 se clond en el vector pGEM-T (Promega) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante y se secuencié para confirmar la
fidelidad. El H. brasiliensis tHMG1 se insert en pNH4 (ver
PCT/EP/00/009374 entre los sitios Nco/y Nhe | sitios del
polieniazante, que yacen entre el promotor doble CaMV 35S y el
terminador nos, dando pMH3 (ver PCT/EP/00/09374. Este gen
quimérico se aislé por digestion con Xma Cly Sal I, se purificd y se
clon6 en los sitios correspondientes del polienlazante en pNHS,
después de la remocion del gen quimérico de longitud total hmg? que
ocupaba previamente estos sitios, y la purificacién subsecuents del
vector binario.

El vector binario pNH9 también contiene el gen smt7 clonado de
Nicotiana tabacum, que esta bajo control transcripcional del promotor
viral CERV. Este constructo binario se llaméd pMH7 (Fig. 2). Como se
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describe en el Ejemplo 1, los vectores binarios se transformaron en
Agrobacterio tumefaciens y estos fueron usados subsecuentements
para transformar tabaco.

La Tabla 3 muestra el andlisis de esteroles de muestras de hojas
obtenidas de tabaco transformado con el vector MH7 que co-expresa la
Hevea HMGR truncada y el esterol metiltransferasa1 de tabaco
(SMT1). Hojas de 32 plantas transgénicas independientes (MH7) se
analizaron junto con 4 controles no transformados SR1 y 4 controles de
vector (8J34). El contenido total de esteroles de las hojas control SR1
varié entre 0.141 -0.221% peso seco y aquel de las plantas control del
vector SJ34 entre 0.183 - 0.330%. El contenido total de esteroles de
las plantas transgénicas MH7 vari6 entre 0.142 - 1.339% peso saco
representando incrementos de hasta 7.2 veces el valor promedio del
control SR1. El contenido de 4- desmetilesterol benéfico de las semillas
MHB8 se incrementd hasta por 3.9 veces el valor promedio del control
SR1.

La Tabla 4 muestra el andlisis de estercles de muestras de semillas
maduras obtenidas de tabaco transformado con el vector MH7 que co-
expresa la Hevea HMGR truncada y el esterol metiltransferasat de
tabaco. Semillas de 28 plantas transgénicas independientes (MH7) se
analizaron junto con 9 plantas control no transformadas SR1 y 6
plantas control del vector (SJ34). Semillas de las plantas control SR1
muestran contenidos de esteroles totales que variaban entre 0,393 -
0.445% peso seco y aquellos de las plantas control del vector SJ34
entre 0.334 -0.413% peso seco. Semillas de las plantas MH7 mostraron
contenidos de esteroles totales que variaban entre 0.378- 0.987% peso
seco, representando incrementos de hasta 2.4 veces el valor promedio
del control SR1. El contenido de 4-desmetilesterol benéfico de las
semillas MH8 se incrementd hasta por 1.9 veces el valor promedio del
control SR1. Los niveles absolutos de los 4- desmetilesteroles
isofucoesterol, sitoesterol y campesterol se mejoraron
substancialmente en el aceite control con respecto a los valores de
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control. Los porcentajes de ios niveles de colesterol se redujeron hasta
por 73% comparado con los valores promedio del control SR1. E!
incremento en 4-desmetilesteroles ‘benéficos’ obtenido por co-
expresion de la Hevea HMGR truncada y SMT1 es mayor que el
incremento commespondiente obtenido por expresién de la Hevea
truncada HMGR sola (ver nuestras sdlicitudes de patente no-pre-
publicadas PCT/EP00/09374 y EP 00303193.7) .

Se realiz) andlisis posterior de dos muestras de semillas con esteroles
altos (MH753 y MH7 32) para determinar la proporcion de esteroles
libres y esterificados. La fraccién lipidica total se aislé como se describe
en el Ejemplo 2, pero no se sometié al proceso de transmetilacion. El
residuo lipidico, que contiene dihidrocolesterol como esténdar intemno,
8o disolvié en 40-80 eter de petrdleo (250 ul) y se aplict a una placa
de cromatografia (TLC) de 20 cm x 20 cm x 0.5 mm sobre vidrio con
una capa delgada de sllica gel. El vial que contenial residuo lipidico se
lavé con una alicuota adicional de 250 ul de eter de petréleo, que
también se aplico a la placa. Una alicuota de 10 pL de una solucién

que consistia de una mezcia de p- sitoesterol (10 mg) y oleato de
colesterol (10 mg) disuelto en acetona (1 mL) se sefiald para actuar
como marcador. La placa se reveld usando eter de petréleo-eter dietilo-
acido acético 60-80 (80:20:2, viv/V) .Las fracciones de esteroles se
visualizaron por aspersién con una solucién etandlica al 0.01% p/v de
rodamina 6G y observacion de ia placa bajo luz UV.

Los valores Ry aproximados son 0.25 para esteroles libres y 0.9 para
ésteres estériles. La banda de esteroles libres se raspé de la placa y se
transfirid a un vial. La fraccién de esteroles libres s aisi6 por lavado de
la banda con tres volimenes de 5 eter dietilo. Las lavaduras de eter se
combinaron y se filtraron.

La fraccién de estercles libres, se aislé soplando el solvents con gas
nitrébgeno, se sililatd y se analizd por cromatografia de gas (GC) como
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se describe en el Ejemplo 1. Las cantidades de esteroles esterificados
se determinaron por substraccion de las cantidades de esteroles libres
del total de esterol, siendo el Gitimo determinado por transmetilacién

(ver Ejemplo 1) .

La Tabla 5 muestra los anélisis de las fracciones de esteroles libres y
de ésteres esteroles de muestras de semillas transgénicas MH7 32 y
53, junto con la de una muestra control SR1. El esterol adicional
presente en las muestras transgénicas comparado con el control estd
principalmente en forma de ésteres esteroies. E! contenido total de
esteroles del control SR1 es 0.388% peso seco, del cual 52.4% esta en
forma de ésteres. Los contenidos totales de esteroles de MH7 32 y 53
son 0.885% y 0.987% peso seco reapectivaments, de los cuales 77.2%
y 75.0% respectivamente son esterificados.
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EJemplo 3: Co-expresién de una forma truncada de S. cerevisise
HMGR1 y N. tabacum SMT1 en plantas

Saccharomyces cerevisiae NCYC 957, X2180, SUC2 se cultivé en
medio liquido (glucosa al 12% (p/v), Bactopeptona al 2% (pAv), extracto
de levadura al 1% (p/v), pH 4.0) en un agitador rotatorio (125 rpm) , a
30 °C. Las células se cosecharon centrifugando 5.0 ml de cultivo a
4,500 rpm por 10 minutos. Al pellet de células, se agregé 4 ml de
tampén (Tris-HCl 50 mM, pH 8.0, NaCl 200 mM, EDTA 100 mM, SDS
1%) y se calentd a 60°C por 15 minutos. Se agregaron luego 40 pl de
Rnasa (1 mg/ml) y 40 mg de Proteinasa K a la mezcla antes del
calentamiento a 50°C por 15 minutos. El DNA se extract dos veces
con fenol/cloroformo y una vez con cloroformo. La capa acuosa se
agregdé a 0.7 volimenes de isopropanol y acetato de sodio 3 M, pH 5.2,
se incub6 a temperatura ambiente por 1 minuto y se.centrifugé a
13,000 rpm por 10 minutos. El sobrenadante se removié y se agregé
500 ul de etanol al 70% al pellet de DNA y se re-centrifugé. El etanol
se removid y el DNA se secd con aire por 60 minutos. El pellet de DNA
se suspendié en 100 ul de tampén TE y se midi6 la absorbancia a
260nm y se cuantificd el DNA. El DNA se diluyé a 0.5ug /u1 y se
congeld.

Con base en la secuencia nucledtida del césmido 8248 del proyecto de
secuenciacion del cromosoma Xlll de la S. ceravisiae, se disefiaron los
primers para clonar el gen tHMG1 por reaccién en cadena de la
polimerasa. El primer posterior 5-GCTTGGATAAGG
CCATGGGTCCTTTAG-3 incorpora un nuevo codén de inicio
(resaltado) y un sitio de restriccion Nco / (subrayado) para propésitos
de clonacién. El primer reverso 5'-GAATACCAATGAGCTCT
GACTAAG-3' contiene un sitic de restriccién Sac / (subrayado) para
aplicaciones de sub-clonacién. Antes de PCR el DNA genémico de S.
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cerovisiae, NCYC 857, X2180, SUC2, mal, gal2, CUA se digirié con
Eco Rl y el DNA se fraccion6 en un gel de agarosa al 0.7%. Los
fragmentos de DNA ~2.0 kb en tamafio se escizaron del gel y se
purificaron usando el kit de extraccién en gel Qiagen QlAquick, de
acuerdo con el protocolo de los fabricantes. Este DNA se usé como el
templete en el PCR subsecuents. El PCR (35 ciclos) se realizd usando
polimerasa Taq y Pfu (3:1) bajo condiciones estdndar y se produjo un
fragmento de DNA del tamafio esperado -1.4 kb. El gen tHMGR1
resuitante codifica para los amino acidos 588-1054 de la secuencia
HMGR1 de longitud total (1054) (ver Fig. 12b de PCT/EP/00/09374) .EI
producto tHMG1 PCR se clont en el

vector pGEM-T (Promega) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante y se secuencié para confirmar fidelidad.

El S. cerevisiae tHMG1 se insertd en pNH4 entre los sitios Nco /'y Sac /
del polienlazante pMH4. Este gen quimérico se aislé por digestién con
Xma Cl y Sal I, se purifict y se cloné en los sitios correspondientes del
polienlazante en pNH9 como se describe previamente por el gen
quimérico H. brasiiensis thmg1, para crear el plasmido binario pMH8
(Fig. 3). Ambos pMH3 y pMH4 (ver PCT/EP/00/09374) se
secuenciaron para chequear que los genes HMG1 habian sido
insertados correctamente y que hubiera errores en las secuencias
promotor-iniciacién y terminador. Como se describe en el Ejemplo 1,
los vectores binarios se transformaron en Agrobactenio tumefaciens y
estos fueron usados subsecuentemente para transformar tabaco.

La Tabla 6 muestra el andlisis de esteroles de muestras de semillas
maduras obtenidas de plantas de tabaco transformadas con el vector
MHS que expresa los genes de S.cersvigsiae HMGR truncada y de
tabaco SMT1. Semillas de 23 plantas transgénicas independientes
(MHB) se analizaron junto con semillas de 4 plantas control SR1y 4
plantas control del vector SJ34. El contenido total de esteroles de
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semillas de las plantas control SR1 varié entre 0.363% - 0.428%
(promedio = 0.388%) y el de las plantas control def vector entre 0.213 -
0.428%. E! contenido total de esteroles de las semilias transgénicas
MHS8 varid entre 0.251% - 0.528% representando incrementos de hasta
35% sobre el promedio SR1. El contenido de 4-desmetilesterol de las
semillas MHB se incrementd hasta por 41% comparado con el
promedio SR1.
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Ejlemplo 4: Re-transformacién de la planta de tabaco transgénica
ACP -Ntsmt-1 #27 con una forma truncada N del gen de Hevea
HMGR dirigido por un promotor constitutivo.

Plantas de Nicotiana tabacum (NH19 series) fransformadas con el gen
N. tabacum Ntsmi-1 (SMT1) se generaron como se describe

en la EP 00303193.7. Semillas de la planta NH19 #27 EP 00303193.7
se germinaron en agar MS que contania 25mg/L higromicina. De los
retofios resultantes, se cortaron segmentos de hojas y se
transformaron con un constructo de Hevea brasiliensis HMGR truncada
2x358 (MH 5, PCT / EP /00 /08374) como se deacribe aquf arriba.

La Tabla 7 muestra el andlisis de esteroles de semillas maduras
obtenidas de plantas de tabaco NH19 #27 transformadas con el
constructo MHS y que expresa los genes de tabaco SMT1 y de H.
brasiliensis truncada HMGR. Semiillas de 24 plantas transgénicas
independientes se analizaron junto con semillas de 5 plantas control
SR1, 4 plantas crecieron de la semilla NH18 #27 y 10 plantas control
del vector (SJ34 en NH18#27) .El contenido total de esteroles de las
plantas SR1 varié entre 0.375- 0.441% peso seco con un promedio de
0.413%, el de las Plantas NH18#27 entre 0.413- 0.555% peso seco con
un promedio de 0.496% y el de los controles del vector entre 0.409% -
0.560% peso seco con un promedio de 0.501%. El contenido total de
esteroles de las plantas MH5 / NH18#27 vari6 entre 0.480 - 0.928%
peso seco representando incrementoe de hasta 2.2 veces en esteroles
totales sobre la media control SR1. El contenido de 4-desmetilesterol
de las semillas MH5 / NH19#27 se incrementd hasta por 1.9 veces
sobre el promedio SR1. El incremento en 4-desmetilesteroles
'benéficos’ es mayor que el incremento correspondients en 4-
desmetilesteroles obtenido por expresién en tabaco de la HMGR
truncada sola (ver PCT / EP /00 / 09374 y EP 00303183).

3L
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Ejemplo 5: Re-transformacién de planta de tabaco tranagénica
ACP -Ntsmt 1 27 con un gen de Hevea HMGR truncada N dirigido
por un promotor de semilla especifico ACP 0.28kb (MH 165)

Plantas de Nicotiana tabacum (NH18 series) transformadas con el gen
de N. tabacum Ntsmt-1 (SMT1) se generaron como se describe en EP
00303193.7. Semillas de planta NH18 #27 EP 00303193.7 se
germinaron en agar MS que contenia 25mg/L. higromicina. De los
retofios resultantes, se cortaron segmentos de hojas y se
transformaron con el gen Hevea brasiliensis hmg1 dirigido por un
promotor de protelnas portador de acilo (ACP) semilla-specifico 0.28kb
Brassica napus (MH 15 como en PCT / EP /00 /09374) como se
describe aqul arriba.

La Tabla 8 muestra el andlisis de estaroles de semillas maduras de
plantas NH19#27 re-transformadas con MH15 que contenla el gen de
H. brasiliensis truncada hmg?1 dirigido por el promotor ACP. Semillas de
30 plantas transgénicas independientes se analizaron junto con 4
plantas control SR1, 5 plantas NH18#27 y 4 plantas control del vector
(SJ34 en NH19#27) .El contenido total de esteroles de las plantas SR1
varié entre 0.340% - 0.432% peso seco con un promedio de 0.393%, el
de las plantas NH18#27 entre 0.505% -0.585% peso seco con un
promedio de 0.585% y el de los controles del vector entre 0.509% -
0.573% peso seco con un promedio de 0.545%. El contenido total de
esteroles de las plantas MH15 / NH19#27 vari6 entre 0.430% -0.865%
peso seco representando incremantos de hasta 2.2 veces en estercles
totales sobre el promedio del control SR. El contenido de 4-
desmetilesterol ‘benéfico’ de las plantas MH15 / NH19#27 se
incrementd hasta por 2.3 veces sobre el control SR1. La expresion de
ambos genes HMGR truncada y SMT1 por medio de promotores de
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semilla especifica ACP ha conducido a un incremento mayor en 4-
desmetilesteroles ‘benéficos’ que loe esteroles totales.

Ejemplo 6 : Re-transformacién de planta de tabaco transgénica
ACP -Ntsmt 1 27 con un gen Hevea brasliiensis truncada N hmg1
dirigido por un promotor ACP de semlila especifica 1.4kb (NHG1)

Plantas de Nicotiana tebacum (serie NH18) transformadas con el gen
N. tabacum Ntsmt-1 (SMT1) se generaron como se describe en EP
003031983.7. Semillas de planta NH19 #27 EP 00303183.7 se
germinaron en agar MS que contenia 25mg/L higromicina. De los
retofios resultantes, se cortaron segmentos de hojas y se
transformaron con un constructo (NH61) que contenia la Hevea
brasiliensis truncada N HMGR enlazada a un promotor de proteina
portador de acilo (ACP) Brassica napus de semilla especifica 1.4 kb. El
promotor de protefna portador de acilo (ACP) Brassica napus de
semilla especifica 1.4 kb, que inclufa la regién no trasladada 5', se
amplificé por PCR (primers: clACP! 5'-agg tcg acc cgg gag gat cc-3',
clACP2 5'-cag aga gct age ttg cat gga gac-3') del vector pTZ5BS [de
Silva et al, (1882) Pianta Mol Biol 18: 1163-1172] , introducendo los
sitios de restriccion enzimética Xmal y Nhel (subrayado) .Una versién
truncada del gen Hevea brasiiensis hmgr1 (thmgr1) se generé por PCR
usando el vector pHEV38 [Schaller et al., (1895) Plant Physiol 108:
761-770] como el templete y los primers HbtH1 (51'-acg cGT CGA CTC
CCT TAG TCT CGG AGG AAG ACG-3') y HbtH2 (5'-tcg agce tcc aat tgg
cta gc-3') .Este fragmento de gen carece del terminal 5', que codifica el
dominio de extension de la membrana, y da lugar a un producto
genético que comprende los amino acidos 153-575 de la proteina
nativa. Los sitios de restriccién enzimética Sall y Nhel se introdujeron
en cualquiera de los extremos del fragmento para facilitar la clonacién.
El promotor amplificado ACP 1.4 kbp y los fragmentos tHMGR1se
digirieron, se ligaron y se insertaron en una regién polieniazante
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modificada de pUC19, que posela el vector pNH6E0. El casete de
expresion, ACP-thmgr1-NOS, se liberd y se cloné en el Xmal/EcoRl
digerido pSJ34 dando el vector binario pNH81 (Figura 4) . El vector
binario pSJ34 se habla creado previamente por llenado del sitio BamHI
de pGPTV-Kan, entre el marcador seleccionable y el extremo 3' de
p{A)g7, con enzima Kienow [Becker et al., (1892) Plant Mol Biol 20:
1195-97] .

La Tabla 8 muestra el andlisis de esteroles de semillas maduras
obtenidas de NH19#27 re-fransformada con NH81 y que expresa el
tabaco SMT1 y la Hevea brasiiensis truncada HMGR. Semiillas de 20
piantas transgénicas independientes se analizaron junto con semillas
de 5 plantas SR1 y 4 plantas que crecieron de la semilla NH18#27. E!
contenido total de esteroles de las semillas SR1 varié entre 0.389% -
0.459% peso seco con un promedio de 0.421% y el de las plantas
NH19#27 Tl entre 0.489% -0507% peso seco con un promedio de
0.489%. El contenido total de esteroles de las semillas de las plantas
NH18#27 / NHB1 vari6 entre 0.487% -1.264% peso seco representando
incremantos de hasta 3.0 veces sobre el promedio del control SR1. La
co-expresion de los genes de Hevea truncada HMGR y tabaco SMT1
por medio de promotores ACP mejord los esteroles totales a un nivel
mayor que el logrado en cualquier oira combinacién probada de los dos
genes. El contenido de 4-desmetilesterol de las plantas NH18#27 /
NH6E1 se incrementd hasta por 2.5 veces sobre el promedio SR1. Los
4-desmetilesteroles 'benéficos’ como una proporcion de esteroles
totales en estas semillas transgénicas son claramente muy altos. Los
niveles de sitoesterol, campesterol y isofucoesterol son particularmente
elevados, mientras que los niveles de colesterol se disminuyen.



Ejemplo 7: Co-transformacién de N.tabacum con una forma
truncada de Hevea brasillensis HMGR y N.tabacum SMT1 ambos
dirigidos por un promotor ACP de semilla-especifica 1.4kb

El fragmento de gen Nismit1-1, que codificaba esterol metiltransferasa
tipo 1 de Nicotiana tabacum, se amplificd por PCR (primers: clSMT1p1
51-aa cca ATG TCg AcA CAA GGG GCT TTT g- 3', dSMT1p2 5-tcc
aat gct age TTA CTG AGA GTC TGA AAT GG- 3') para introducir los
sitios Sall y Nhel (subrayado) .El fragmento amplificado Ntsmt1-1
digirié y y se insertd junto con el fragmento de! promotor ACP Brassice
napus 1.4 kb (ver Ejempio 8) en una regién polienlazante modificada de
pUC19, que también contiene la regién terminador NOS, que posee el
vector pNH70. Un enlazante de DNA que tiene un sitio EcoRV y
termina compatible con EcoRl y Ndel se obtuvo por los oligonuciedtidos
recodidos EcoV1 (5'-aat igt atg ata tcg agc tcg aat tog cgg cog ceca-3) y
EcoV2 (5'-tat ggc ggc cgc gaa tic gag ctc gat atc ata c-3') .Este
anlazante se insertd en el EcoRI/Ndel digerido de pNHB0 que posee
pNH71. El fragmento Smal / EcoRI (promator ACP 1.4 -Nismt1-1-NOS)
se liberd de pNH70 y se insertd en el EcoRV / EcoRlI digerido de
pNH71 para dar pNH72. El vector pNH72 se digirié con Xmal y EcoRI
para liberar el casete de expresion doble (1.4 ACP-tHMGR1/NtSMT 1-1-
NOS) , que se insertd subsecuentements en el vector binario pSJ34
para dar pNH73 (Figura 5) .

Como se describe en el Ejemplo 1, el pNH73 se transformd en
Agrobacterio tumefaciens que, a su vaz, se uad para transformar N.
tabacum.
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Ejempio 8: Co-transformacién de Brassica napus (acelte de
somilla de colza) con una forma truncada de Hevea brasiliensis
HMGR y Nicotiana tabacum SMT 1 (MH7)

Células electrocompetentes de Agrobacterio tumefaciens (cepa
LBA4404) se descongelaron sobre hielo y se agreg6 5ng del plasmido
pMH? (ver Ejemplo 2). Las células mas el plésmido luego se colocaron
en una cubeta de electroporacion pre-enfriada y se electroporaron en
un Pulsador de genes Bio Rad a una capacitancia de 25uF y a 600
ohmios. Inmediatamente después de la electroporacion se agregé
950l de caldo de 2X TY, las células se mezclaron suavemente y se
colocaron en un vial esteril. Las células se agitaron a 28°C por 2 horas
y alicuotas de 25ul se colocaron en placas en medio Lennox sélido
que contenla rifampicina 50ug /ml y kanamicina 50ug /ml y se incub6 a
28°C por 3 dias. Se usaron colonias simples para inocular 10ul de agua
(por confirmacién PCR) y 500ul de medio Lennox que contenla
rifampicina 50pg /ml y kanamicina 50ug /ml.

Las semillas fueron esterilizadas en la superficie en hipoclorito de sodio
al 1% por 20 mins. Las semillas se lavaron en agua destilada esteril 3
veces Y y se colocaron en placas a una densidad de 10 semillas por
placa en MSMO con sucrosa al 3%, pH 5.8. Las semillas germinaron a
24°C con un fotoperiodo de 16 h luz /8 h cscuridad. Después de 3-4
dias, los cotiledones, que inclulan 2mm de peciolo, se excizaron. Se
tuvo cuidado al remsobre el meristemo apical para mantener el
cotiledon fuera del medio. Los cotiledones excisados se colocaron en
el medio MS, sucrosa al 3% y agar al 0.7% con 6- benzilaminopurina
20 M (BAP). Los peciolos con los cotiledones unidos se sumergieron
en este medio a una profundidad de aproximadameante 2mm en 10 por
placa.

Para |a transformacién, los cotiledones individual excisados se tomaron
de las placas y la superficie cortada del peciolo se sumergié en la
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suspensién de agrobacterium por unos pocos segundes. Luego se
devolvieron a las placas MS y se co-cultivaron con el agrobacterium por
72 h. Después de la co-cultivacion, los cotiledones se transfirieron al
medio de regeneracion (medio MS con 20uM de BAP, sucrosa al 3%,
agar al 0.7%, pH 5.8 con augmentina 400mg/l y sulfato de kanamicina
1.5 mg/) .Los peciolos se sumergieron, como entes, a una profundidad
de 2mm a una densidad de 10 explantas por placa, y nuevamente el
cotiledon se dej6 fuera del medio. Después de 2 0 3 semanas, los
retofios hablan aparecido, algunos de estos estaban blancuzcos a la
cuarta semana, los retofios verdes restantes se sub-cultivaron sobre
medio de elongacion por proyeccién (medio de regeneracién menos
BAP). Después de 1 o0 2 semanas, cuando la dominancia apical se
habia establecido, los retofios se transfirieron al medio de
enraizamiento [medio MS, sucrosa al 3%, dcido indol butirico 2 mgA
(IBA), agar al 0.7% y augmentina 400mg/ (no kanamicina)]. Tan
pronto como se obtuvo una pequefia masa de raices, las pldntulas se
transfirieron a una mezcla para siembra suplementada con grénulos
fertilizantes. Las plantas crecieron en una camara himeda (humedad
promedio del 75%) por 2- 3 semanas a 24°C, fotoperiodo 18h luz / 8h
oscuridad. Después de 3 semanas las plantas se transfirieron al
invernadero y se dejaron florecer y producir semillas. Las vainas
maduras se cosecharon y las semillas se sometieron al andlisis de
esteroles como se describe en el Ejemplo 1.

La Tabla 10 muestra el anélisis de esteroles de semillas maduras de
plantas transformadas MH7. Semillas de 4 plantas independientes se
analizaron junto con la semilla de una planta control del vector. E!
conteniio de esteroles del control del vector fue 0.243% peso seco,
mientras que el de las MH7 transgénicas varié entre 0.277% - 0.374%
peso seco representando un incremento de hasta 1.5 veces en
esteroles tolales y 1.6 veces de incremento en los 4-desmetilesteroles
‘benéficos’.



REIVINDICACIONES

1. Un método para transformar una planta por medio de

A1) transformacién de una célula de una planta con un
consiructo de DNA recombinante que comprende un segmento
de DNA que codifica un polipéptido con actividad HMGR inhibida
sin retroalimentacion y un polipéptide que codifica una actividad
esterol metiltransferasal y promotores para dirigir la expresion
de dichos polipéptidos en dicha célula de la planta para formar
una célula transformada de planta; o

A2) re-transformacién de una célula de planta que expresa una
actividad HMGR inhibida sin retroalimentacion con un gen que
codifica una actividad esterol metiltransferasa1; o

A3) re-franformacién de una célula de planta que expresa una
actividad esterol metiltransferasal con un gen que codifica una
actividad HMGR inhibida sin retroalimentacion; y

D) regeneracion de las células transformadas de planta de armriba
en plantas transgénicas; y

E) seleccion de plantas transgénicas que tienen niveles
mejorados de 4-desmetilesteroles comparados con cepas de tipo
silvestre de la misma planta.

2. Planta obtenible por un medio de acuerdo con la Reivindicacion 1.

3. Tejido de planta obtenido de una planta de acuerdo con la
Reivindicacién 2.
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4. Tejido de planta de acuerdo con la Reivindicacion 3, seleccionado
del grupo de hojas, frutas y semillas.

5. Panta que tiene incorporado en su genoma un gen heterélogo
que codifica una actividad HMGR inhibida sin retroalimentacién en
combinacién con un gen que codifica SMT1.

6. Panta de acuerdo con la Reivindicacién 5 en donde el gen que
codifica una actividad HMGR inhibida sin retroalimentacién es un
gen que codifica una actividad HMGR de polipéptido truncado.
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Figura 4.

Vector Binario pNH61
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Figura 5.

Vector Binaric pNH73
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Industria y Comercio

SUFERIN‘TENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION-A. TRAM

I!illel.‘hl 3 01100340 m Folios: 65
Fecha (AED): 2001-11-R2 15384159
Tranite 3 O PATENTEB D I REBISTRIV All PRESENTAC

PATENTE DE INVENCION [ ")/ Depesdnciaz 2620 DIVISHEN 1€ MEWS CREACTONES

Indicacion de que se solicita la concesion de unapatents .+ . g,
o Datos de identificacion del solicitants o de la pérsona que presenta |a solicitud 4§
o Descripcion de la invencidn ! -:H
o Dibujos de ser estos pertinenies
Co;_n}qug ,te_ Pago de las tases establecidas | 24 3[4’

INCOMPLETA []

Tho= 1.
e

P
L ,

o lndacaclondaques -;__ ‘,_1,1 80istro’de Diseflo Industrial, | []
o Dalos deﬂge Higacld u“’l‘*;:ﬂ"i ants 0 de la persona que presenta la solickiud. [
**\ . Reprege té&‘L ff]m' yifo raﬁca del Diseflo Indushalomuestra del
£ Brgendhlek s aipgg diseflo . - H
R ”’*‘uﬁm e las tasas establecids. ' i‘ (1

__.*-‘- _ '
INCOMPLETA [ ]
@  ESQUEMA DET“WA 1]
M‘ -
SR o

. |nd|cac|6n.d o ““";gﬁ claelaeoi istro de un ,Esquema de hazado. []
. e Dalos dei eg% nigdolsBl Fgﬂawaa:}k,ﬁa presenta la solicitud. | ]
v o Representacintancas b iAdeirasado . )

« Comproba ‘ lecidas. i [ ]

i
S i ! by

COMPLETAEL'?— L — : a|NG@MPLErAH" 11

Firma Résponsable

Fecha: : | ' Carvera 13 No. 2700 Piso 5y 10

. iConmutador: 334 12 21234

Faxt 281 31 25 e-mail: info ov.co
Santa Fe de Bogoté D.C. -Colombia

. b
1
.



€=,

INFORME DE PROTOCOLO

Expediente 01-100340

Fecha: 11 de diciembre de 2001

Se certifica que:

Desde fecha 25 de abril de 1990 ’

del folio 60830 al folio 60835

del libro de Protocolo N®* 202 , obra el poder

N 12817 conferido por UNILEVER N.V.

domiciliado(a) en Rotterdam, Holanda

al doctor JOSE LLOREDA CAMACHO Y/0 ALFONSO

LLOREDA CAMACHO Y/O JOSE ANTONIO LLOREDA

Representante Bogota: los mismos

Facultad para desistir SI

Revisado 202027 .

Carrera 13 N° 27-00 Piscs 5°y 10°
Conouitador 334 1221-2-3-%
Fax 281 3125
Saninfé de Bogots, D.C. - Colombla



SIE seroom™
voommao.  GS

Folio 08

2020

Bogotd, D. C.

Doctor -

JOSE ANTONIO LLOREDA

Reprasantante o Apoderado

Oficio No. 0 8 71 9

REFERENCIA: Radicacién 01-100340
Trdmite 002
Evento 001
Actuacién 430
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la
Decisién 488 de la Comision de la Comunidad Andina, se le }omunica que:

- Debe allegar copia del documento en que consta la cesién del derecho a la patents
otorgado por @l inventor al solicitante o a su causante (art 26-k, Dec 486/2000).

En cumplimiento del articulo 39 de la Decisién 488, en concordancia con el articulo 85 de
la misma decision, se le requiere para que dentro del término de dos (2) meses siguientes
a la fecha de nofificacion del presents oficio, complete los requisitos anteriorments
enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
consideraré abandonada y perdera su prelacion.

rme a lo dispuesto an el articulo 8 de la Resolucién 210 del

Notifiquese el presente ofici
15 de anero del 2001.

ALIX CAR EDES DE VERGEL
uevas Creaciones

2 | FEB. 2002

El anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de fecha

Se recusrda al intsresedo que debe preseniar, dentro de ks dieciadla meses sigulentea contados a partir de iu feche de
presentaciin da la salicitud cuye prioridad e invoca, copla de (e miéma carfificads por ba autoridad que laa expldié y, en fos
cascs an que haya luger, s treducclén simple dei capRulo reivindicatorie. El incumplimienio de dsie plazo, acamreard
pérdida de la prioridad invocada.

202027

Carrern 13 N° 27-00 Plece 5°y 10°
Conmuindor 334 1221.2-3-4
Fax 281 3125
Saninfé de Bogoth, D.C. - Colombia



