Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

0?0 Delegatura de propiedad Industrial

Divisién de Nuev_as Creaciones

SOLICITUD p C T

PATENTE DE INVENCION

e O 2188

54. TITULO ‘ PlauT@  De came ow aActionp ©C
' ~C-D-GABCTINSIDASH Reducon”

51. CLASIFICACION INTERN~CIONAL _C72v uj82

1. SOLICITANTE _SeciCTe Oe> PRODUETS NESTLE S.6.

DOMICILIO _UG.U_EE{7_5£LIZ.O

74. APODERADQ _"3AG0s5¢c ANTOA G LLOREDY |
+7. 0.8y G&DIGo- 23]

22. BOGOTA, D. C., __ 5 8532!L 2004,

(FORMA P-10)



| PETITORIO
u T—— —

SBERIRGSTRIT ¥ temTy
Radiracion : SMIZ183 i Folress 63
Fechn (D) : BNGM-O4-4y 17:26:4)
Venite @ 0 POY-MNENI 3 bR ML A1 nastNe
Dependencian N DIVISION B¢ MRS RIS

indnslriayComerci
SUPERINTENDENCIA

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

- PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
® SOLICITUD DE:
@ Patente de Invencion D Patente de Modelo de Utilidad
[ capiuio). - Caplitulo I1.
@ IDENTIFICACION
Nombre: SOCIETE DES PRODUITS
NESTLE 8.A.
cec.[] w~r [0
cCe.[J ow []
Direccién: P.O. Box 353, CH-1800
S LICITANTE Vevey, Suiza.
(1)
Naclonalldad o Domicllio: Vevey, Suiza
Lugar de Constitucion: Suiza
Teléfono: 3264270 Fax: 80689701 Nimero
E-mail: jllcco@lloredacamacho.com
@ Nombre: JOSE ANTONIO LLOREDA | C.C. 4| NT [
. lle 72 No. 5-83 Pi . .E. Otro
REPRESENTANTE| Dreccdn: Cole72No.583Poso. | CE. L] u
O APODERADO Cual _
Teléfono: 3264270 Fax: 6089701 Nimero 17.159.681 TP10.784
E-mall: Jlicco@lloredacamacho.com
® Nombre: MARRACCINI, Plerre; DESHAYES, Alain y ROGERS, John
INVEh:;‘gR(ES) Direccién: Res Vale das Araucarias, Rua Welter Motta Campos No. 233, 86047-
6870 Londrina, Parand; 32 rue Calmete, F-37540 Saint Cyr sur Loire y 6, rue
Galllée, F-01630 St Genls Pouilly.
Naclonalidad o Domicilio: BRASIL Y FRANCIA.
@ PCT (88)
Solicitud Internacionsl No. PCT/EP02/09148 Fecha:  15-08-2002
Publicacion Internacional No._ WO 03/032713 A3 Fecha: 24-04-2003

@ Titulo (54) “PLANTA DE CAFE CON ACTIVIDAD DE a-D-GALACTOSIDASA REDUCIDA®

@ Clasificacién Internaclonal (51)  C12N 15/82

Priorldad (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Niimero de Solicitud
siDd o [] | e 10-10-2001 01124160.1

@ Comprobante de Pago No. 04-24,985 Fecha: Marzo 26, 2004




g Comprobanta de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.,

1
E Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitants sea persona juridica.
E Documento de Representacion Legal. Protocolizado bajo el nimero 11.145.

D Documento de ceslén del inventor al solicitante o a su causante.
[[] Declaraciones

D Caopia de la solicitud intemaclonal. (Resumen, descripcion, relvindicaciones, dibujos)
E Traducclén de la solicitud Internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones)
. Copla de! examen preliminar intemacional efectuado por la Autoridad Intemnacional de Examen

Preliminar (IPEA).

E Traduccién del examen preliminar intemaclonal efectuado por ia IPEA

[] De ser el caso, copia del contrato de acceso.

D De ser el caso, documento que acredits la licencla o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales
de las comunidades indigenas.

[ Arte Finat 12x12.

D De ser el caso, Informacidn sobre ofras solicitudes de patents o titulos obtenidos en al extranjero por el
mismo titular o su causante, relacionados parclal o totalmente con la Invencién de esta solicitud.

I:l De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud Intemacional.

Otros: Reporte de Blsqueda Intemacional con su traducclén, Publicaclén con su traducclén, Capitulo
reivindicatorio como fue originalmente presentado en fase internaclonal con su traducclén, Anexo
Explicativo de Modificaciones a las relvindicaciones y Listado de Secuencias .
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@ FIGURA CARACTERISTICA:

@  solicitola Goncesion de la patente,
NOMBRE: JOSE ANTONI

FIRMA: i.
1 C.Cl17.150.681 Bta. T.P.10.784
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RECIBO OFICIAL DE CAJA : O4 - 24,985
FECHA ¢ MNARZO 25 DE 2004
M1 CONBIBNACION a48m8
DEPOSITANTE TIPG PAGD BANCO CUENTA No. PAGD  FECHA PEO Vr. PAED
LLOREDA Y CIA 5. A CONSIGWACION  BANCO POPULAR  050-00110- 2917361 26/03/2004  12,509,000.00
MWL CONCEPTOD IR
CANT. RENTISTICO CONCEPTO TOTAL CONCEPTD
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1 TRANITEE DE SOL. DE PATENTE IE IN 422,000.00
TOTAL 1 $ £22,000.00

REGPONSABLE :

CUATROCIENTOS VEINTIDOS MIL PES0S

RECIBO OE CAJA APLICADO AL EXPEDIENTE No.




ANEXO

El documento que acredita la calidad de 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. 11.145. En consecuencia, ruego a usted
reconocer la personerfa 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
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
PCT/EP 02/09148

A. CLASIFICACION DE MATERIA
IPC 7 C12N15/32

Segiin In Clasificacidn de Patentes Internacional (CPI) o segin ls clasificacidn naclonal y la CPI

B. CAMPOS BUSCADCS

IPC7 CI2N

Documnentacién minima buscada (sistermm de clagificacién seguido de simbolos de clanificaclén)

Documentacién buscada fuers de documentacidn minima hasta donde dichos documentos se incluyan en los campos buscados

Base de datos clectromica consultada durante Ia bisqueda internacional (nombee de ln base de datos v, donde sea prictico, buscar tirminos usados)
EPO-Intemno, BIOSIS, WP Datos, PAJ, BUSQUEDA DE SECUENCIA

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Catogoria *

Citacién de documento, con indicacion, onde Sca spropiado, dz los textos relevanties

Relcvaniz  Ia reivindicacion No.

GENE, ELSEVIER BIOMEDICAL PRESS.
AMSTERDAM, NL,

Vol 140, no. 2, 1994, péginas 227-231,
XP002062116

ISSN: 0378-1119

citado en Ia solicitud

¢l documento completo

o

X ZHU A ET AL: "CLONACION Y EXPRESION FUNCIONAL DE UN
CADN QUE CODIFICA ALFA-GALACTOSIDASA EN GRANOS DE

12,69

En ¢l recuadro C se enumeran mis documentos.

En el anaxo se enumeran miembros de Is familis de patentes.

* Categoriss especinles de documentos citados:

'A’' documenio que define ¢l esindo geneval de Ia técnica el cual no s
considern de relevancia particulsr

‘E' documento enterior pero publicado en o después de In fecha de
prasentacidn intemacional

L' documento que pucde arrojar dudss sobre reivindicaciones de
prioridad o que se cita para establecer s fecha de publicacidn de ote
citecidn u otra medn cspecial (segidn sc especifica)

0 documenin que se refiere a una revelacién oral, uso, exhibicién u
otros medios

P docurnento publicado antes de s fecha de presentacidn internacional
pero despuds de Ia fecha de prioridad relvindicada

T documento posterior publicado despuds de Ia fecha de presentaciin
internacional o fecha de prioridad y que no esth en conflicto con la
solicitud pero citedo pors entender ol prineipio o teorfa que sustenta
la invencidn

X’ docurnenin de relevancia particular; Ia invencidn reivindicada no
puede considerarse nueva a no puedo consideransa que comprende
un paso inventiva cunndo el documento se toma solo

Y docwmento de relevancia particular; la invencidn reivindicada no
puede considerarse que comprends un paso inventivo cusndo el

documento sa combina con uno o mis documentos, siendo dicha
combinacién obvis pars uns persons experta en la téenien

‘& documento miembro de ln misma familia de patentes

[ Fecha de I terminacian real de ls bisqueds mternacional

Fechs de envip por comeo del reparte de bilsqueda intemnacional

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,

| Fex: (+31-70) 340-3016

28 de Agosto de 2003 11/09/2003
Nombre y direceifn de correo de [SA Funcionario sutorizado
European Patent Office, P.B.5818 Patentalaan 2
NL-2280 HV Rijswijk Holtorf, S

Forms FCT 18A 210 (segunds boga) (Yulio 1993)




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Intemacional No.

PCT/EP 02/09148

C. (Continuacidn) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categorla *

Citacidn de documento, con indicacién, donde sea spropiado, de Ks texios relevantss

“Relevante s 1a reivindicacion No.

X

"~ Formm FCINEA/II0 (contltclie do 1 Sags sagends) (Fullp 1993)

GOLDEN KERITH D ET AL:

“Beta-Galactosidesa de Coffea ambica y su papel en la maduracidn de la
mll .
PHYTOCHEMISTRY (OXFORD),

vol. 34, no. 2, 1993, phginas 355-360,

XP008002908

ISSN: 0031-9422

¢l documento completo

WO 95 06478 A (HAWAII BIOTECH GROUF)
Marzo 9, 1995 (1995-03-09)
cjemplo 3

EP 1 138 771 A (NESTLE SA)
Octubre 4, 2001 (2001-10-04)
¢l documento completo

COCK ] M ET AL: “Transcriptores naturales antisentido del

gen 8 locus receptor de cinesa y secuencias relacionadas en Brassica
oleracea”

MOLECULAR & GENERAL GENETICS,

vol. 255, no. 5, 1997, péginas 514-524,

XP(02252703

ISSN: 0026-8925

el documento completo

MARRACCINI PIERRE ET AL: “Clonacién molecular del gen completo
118 de la protefna almacenada en 1a semilla de Coffea Arabica y andlisis
del promotor en plantas transgenicas de tabaco”

PLANT PHYSIOLOGY AND BIOCHEMISTRY (PARIS),

vol. 37, no. 4, Abril 1999 (1999-04)

péginas 273-282, XP002197483

ISSN: 0981-9428

citado en la solicitud

el documento completo

SACHSLEHNER A ET AL: “Hidrflisis de manano de café aislado y
extracto de café mediante mananosas de Sclerotium rolfsii”

JOURNAL OF BIOTECHNOLOGY, ELSEVIER SCIENCE
PUBLISHERS, AMSTERDAM. NL.

vol. B0, no. 2, Junio 23, 2000 (2000-06-23),

plginas 127-134, XP004213502

ISSN: 0168-1656

pégina 128, columna s mano izquierda, parigrafo 2
of—

12,69

12,69
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud ntemacional No.

PCT/EP 02/09148

C. (Contimzeidn) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria ©

Citacifn de documento, con indicacitn, dande set spropiado, de Jos texios relcvantes

Relevante s 1a redvindicacidn No.

A

" Fomm FCEAAT0 (aoaiemciin da & js sopads) (Yot 1993)

HAIBACH F ET AL: “PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE
UNA ISOENZIMA oD-GALACTOSIDASA DE COFFEA
CANEPHORA”

BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH
COMMUNICATIONS, ACADEMIC PRESS INC.

ORLANDO FL, US,

vol. 181, 10, 3,

Diciembre 31, 1991 (1991-12-31), piginas

1564-1571, XPOOOG644469

ISSN: 0006-291X

figura 1




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No,
Informe sobre miembros de familia de patentes PCT/EP 02/09148
Documento de patente Miembro(s) de la familiade |  Fecha de
citado :ﬁi:ll ur:g:rte de Fecha de publicacién patentes publicacién
WO 9506478 A 09-05-1995 TS 6329191 Bl 11-12-2001
AU 7640794 A 22-03-1995
EP 0722336 Al 24-07-1996
WO 9506478 A1  09-03-1995
EP 1138771 A 04-10-2001 EP 1138771 A1 04-10-2001
WO 0175084 A2  11-10-2001
EP 1272642 A2  08-01-2003
US 2003131380 A1  10-07-2003

" Forma PCT [SA 210 (anexo iamilia de patentes) (ubio 1992)

4o
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INTERNATI NAL SEARCH REPORT

Tt

PCT/EP 02/09148
—

U Y

. B RELDE SEARCHED
asmohed (chssliicalien systom foliowsd by ctasaification wywrbots).

Adinkgnam desunaprostien
IPC7 CIN

| Acowetg 1o amationsl Patent Clessiication (IPC) o 1o bath hationat cassiioation and PC

ISecronks data beay consulad dirieg e Plarnalional eserch (AT of data BAS and, Whiss Racical, SAarch ks sa)
EPO-Internal, BIOSIS, WPI Data, PAJ, SEQUENCE SEARCH

£. DCOCUMENTS CONSIDERED TO B RELEVANT

1r002062116

ISSN: 0378-1119

cited in the application
the whole document

vol. 140, no. 2, 1994, pages 227-231,

Catagery * | Chation of dosyewasnl, with inclicalion, wihaws apprepdais, of Sus raisvand presagen Faisvent 1 ciatw Mo
X ZHU A ET AL: °“CLONING AND FUNCTIONAL 1,2,6,9
EXPRESSION OF A CONA ENCODING COFFEE BEAN
ALPHA-QALACTOSIDASE"
GENE, ELSEYIER BIOMEDICAL PRESS.
AMNSTERDAM, NL,

m Futier docmassts ars Satagin T Chatisussien of boa G,

D Patat fanlly srowibess ase fatad in gunen.
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Wlhﬂ-m.‘m-ﬂl DOnie of meling of S Mlemeionsl sasrgh rapart
28 August 2003 11/09/2003
Nara nd oulieg aden of e BA Auibuetani alicer
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INTERNATIONAL SEARCH REP RT

Applisstion N
PCT/EP 02/09148

wmmm
m' Chafion of documen, with inchoalion whan sppropriate, of Ty rele\it pastiges Relsvasl is olaim Na.
X GOLDEN KERITH D ET AL: 1,2,6,9
] "Beta-Galactosidase from Coffea arabica
and its role in fruit ripening.”
PHYTOCHEMISTRY (OXFORD),
vol. 34, no. 2, 1993, pages 355-360
XP0GB002908
ISSN: 0031-9422
the whole document
X W0 55 06478 A (HAWAII BIOTECH GROUP) 1,2,6,9
9 March 1995 (1995-03-09)
example 3
A EP 1 138 771 A (MESTLE SA)
4 October 2001 (2001-10—04)
the whole docmt
A COCK J M ET AL: °®Natural antisense
transcripts of the S locus receptor kinase
gene and rﬂ sted sequences 1n Brassica
oleracea."”
MOLECULAR & GENERAL GENETICS,
vol. 255, no. 5, 1997, pages 514-524,
XP002252703
ISSN: 0026-8925
the whole document
A MARRACCINI PIERRE ET AL: “"Molecular
cloning of the coaplete 115 seed storage
protein gene of Coffea arabica and
promoter amalysis 1n transgenic tobacco
plants.”
PLANT PHYSIOLOG\' AND BIOCHENISTRY (PARIS).
vol. 37, no. 4, April 1999 (1999-04),
pages 273-282. "XP002197483
ISSN: 0981-9428
cited in the application
the whole document
A - SACHSLEHNER A ET AL: “"Hydrolysis of
isolated coffee mannan and coffee extract
by mannanases of Sclerotium rolfsii” .
JOURNAL OF BIOTECHNOLORY, ELSEVIER SCIENCE
PUBLISHERS, AMSTERDAM, ML,
vol. 80, mo,. 2, 23 June 2000 {2000-06-23),
pages 127—134 "XP004213502
ISSN: 0168-1656
page 128, left-hand coluan, paragraph 2
~f—

PFgun FCTERAE 1D poniirnsion of easend shaet) (Ady 100)
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INTERNATI NAL SEARCHREP RT

Applisation Ns
FCT/EP 02/09148

Cadesgeey ©

Clation of deciunent, with Indicaiing whers appreprisia, of [he RVER PESEROES

A

HAIBACH F ET AL: "PURIFICATION AND
CHARACTERIZATYION OF A COFFEA CANEPHORA
ALPHA-D-GALACTOSIDASE ISOZYME" )
BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH
COMMUNICATIONS, ACADEMIC PRESS INC.
ORLANDO, FL, US,

vol. 181, no. 3,

31 December 1991 (1991-12-31), pages
1564-1571, IP000644469

ISSN: 0006-291X

figure 1

Pams PCYARARYD ptsviinusiion of sngomy sheet) fluly 1008} *



INTERNATI NAL SEARCH REPORT

Applcutiin Ve
e on putard famfly mombere PCT/EP 02/09148
Pelent document Publication Patont farlly " Publiontios

clind In sasvet repant pree=y member(s) preee
WO 9506478 A 09-03-1995 US 6329191 B1 11-12-2001
. . . AN 7640794 A 22-03-1995
3 EP 0722336 Al 24-07-1996
) 9506478 Al 09-03-19956
EP 1138771 A 04-10-2001 EP 1138771 Al 04-10-2001
e e ) . ; 1) 0175084 A2 11-10-2001
IEI; 1272642 A2 08-~01-2003

o ¥

2003131380 Al

10-07-2003
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L (12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA SEGUN EL TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES (PCT)

(19) Organbmcién Mundial de Propledad Intelectual
Oficina Internacional

(43) Fecha de Publicacidn
Abril 24 de 2003 (24.04.2003)

(10) Ndmero de Publicacién Internacionsl

WO 03/032713 A3

(51) Clasificacidn Interzacional de Patentes: CI2N 15/82

(21) Nimsero de Solicitud Iniernacional: PCT/EPO2/09148

(22) Fecha de Registro Internacional: Agosto 15 de 2002 (15.08.2002)

(25) Idloms de registro: Ingés
(26) ldloma de Publlcachda: Inglés
(30) Informackin de Prioridad:

01124160.1 Octubre 10 de 2001 (10.102001) EP

(71) Solicitante: (Para todos los Extados designados excepto Estados
Unidos de Américax SOCIETE DES PRODUITS NESTLE S.A
[CH/CH]; P.O Bax 353, CH-1800 Vevey (CH).

(72) Inveutores; ¢

(73) ImnventoresSolicitantes (pam Estados Unidos do América
solamente): MARRACCINIL, Plerre [FR/BR]; Res Vale das Amucariss,
Ruz Walter Motta Campos No. 233, 86047-670 Landrina, Parand (BR).
DESHAYES, Alaln [FR/FR]; 32 ruc Calmate, F-37540 Saint Cyr mur
Loire (FR). ROGERS, Jobn [OB/FR]; 6, rue Galliée, F-01630 St Genis
Pouilly (FR).

(74) Agente: STRAUS, Alexander; Becker, Kirig,
Bavariastrasse 7, D-B0336 Manchen (DE).

Straus,

(81) Estades Deslgnasos (maclonales): AE, AG, AL, AM, AT, AU, AZ, BA,
BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, C0, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE,
ES, F1, OB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, I§, JP, KE, KG, KP, KR, KZ,
LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NO, NZ,
OM, PH, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, SL SK, SL, TI, TM, TN, TR, TT, TZ UA,
UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW.

(84) Estados Dealguados (regiooales)  Patente ARIPO (GH, GM, KE, LS,
MW, MZ, 8D, 8L, 5, TZ UG, ZM, ZW), patentz Eumsiaticn (AM, AZ, BY,
KG, KZ, MD, RU, TJ, TM) Patente (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK,
ER, ES, F1, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE, SK, TR), Patente OAPI
(BF, BJ, CF, CG, CL, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, 5N, TD, TG).

Pablicado:
~ con repone de bisqueda internacional

- antes do la expiracidn del limite ds tiempo para modificar
lay relvindicaciones y ser publicada de nuevo en el cavo de
recibo de modificaciones

(88) Fecha de publieacidn del reporte de bisqueda lnternacional:
13 de Noviembee de 2003

Para los cddigos de dos letraz y otras abreviaturas, refidrase a
"Las Notas Gulas sobre Cidigos y Abreviaturas” gue aparecen
al comjenzo de cada emisidn regulor de la Gaceta PCT.

(54) Titulo: “PLANTA DE CAFE CON ACTIVIDAD DE a-D-GALACTOSIDASA REDUCIDA"

(57) Resumen: La presente invencién se relaciona con modificaciones de galactomananos presentes en la
semilla del café verde mediante la reduccién del nivel endégeno de la actividad de a-D-galactosidasa. En
particular la presente invencién pertenece a una célula de planta con actividad de a-D-galactosidasa
reducida y a una planta que alberga esa célula de planta.
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(19) World-lntel-hetnl PmprUOmnm
Intemational Bureau

(43) International Publication Date
24 April 2003 (24.04.2003) PCT

SocvelE
NO

{12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY {PCT)

(16) Interuational Publication Number
WO 03/032713 A3

(51) Tuternational Patent Classification™ CI2N 15/22 (81) Desiguated States (natfomal): AE, AG, .Al... AM, AT, AU,

(21) Internatimal Application Number:  PCT/RPO2/09148
(1) Enternstions] Filing Date: 15 Angost 2002 (15.08.2000)

(25) Filing Language:

Eaoglish
(36) Publication Language: . Englsh (84)

(0 Priority Data:
. 01124160.1 10 October 2001 (10.10.3001)  EP

AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, CU,
CZ, DE, DK, DM, DZ, BC, EE, ES, F1, OB, GD, GE, GH,
GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JF, KE, KG, KF. KR, KZ, LC,
LK, LR, 1S, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW,
MX, MZ, NO, NZ, OM, PH, L., PT, RO, RU, SD, SE, 8G,
8L, SK, SL, T, T™, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ,

MFH(AT BE, BO, CH, CY, CZ, DE, K.
ES, FI, FR, GB, GR, IR, IT, LU, MC, NL, PT, SB,
TR), OAPI patent (BF, BJ, CF, CG, C1, CM, GA, GN, GQ,
GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

ETE DES PRODUITS NESTLE §.A. [CH/CH]; PO. Box
. 3”.“‘-1““(&“ Pablished:
— | : -—  with international search report
E (72) Investers; and . —  before the expiraiion of the time Uimit for amending the
ER (79 Isveaters/Applicants (for US only): MARRACCINI, claims and to be republished in the event of recelpt of
Fere [FR/BR]; Res Vals des Arancaries, Roa Walter cmendmenty
5 Motia Campos No. 233, 85047-670 Londrina, Purand
=2 (BR). DESHAYES, Alsia [FR/FR]; 32 rua Calmete, (88) Date of publication of the Internations] search report:
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8 (54) Thle: COFFER PLANT WITH REDUCED o-D-GALACTOSIDASE ACTIVITY

O(ST)AMnet: The present invention relstes to the modification of galactomanmans present in the green coffee bean by redocing
the endogenons level of a-D-guinctosidass activily. In particular the present invention pertains to a plant cell with redoced o-D-

galactosidase activity and o a plant harboring such a plant cell.
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REIVINDICACIONES

1. Una célula de planta de café, caracterizada
porque produce galactomananos, estando la ramificacidén de
galactosa implementada en ella.

2. La célula de planta de café de conformidad
con la reivindicacién 1, caracterizada porque el nivel
endSgeno de actividad de 1la oa-D-galactosidasa esté
reducido.

3. La célula de planta de café de conformidad
con la reivindicacién 1 6 2, caracterizada porque contiene
un &cido nucleico que es transcrito a un &cido
ribonucleico, el cual es antisentido al ARNm, o una parte
del mismo derivada del gen de la a-D-galactosidasa.

4. La célula de planta de café de conformidad
con la reivindicacién 3, caracterizada porque el &cido
nucleico, que es transcrito a un &cido ribonucleico, el
cual es antisentido al ARNm, ©o una parte del mismo,
derivado del gen de la a-D-galactosidasa estd bajo el
control de un promotor constitutivo o inducible.

5. La célula de planta de café de conformidad
con la reivindicacién 5, caracterizada porque el promotor
es8 el promotor cspI del café.

6. Una planta de café&, caracterizada porque
comprende una célula de planta de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones precedentes.

7. Un método para preparar café soluble,
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caracterizado porque comprende el pasc de usar semillas de
café derivadas de una planta de café de conformidad con la
reivindicacién 6.

8. Un método para incrementar la solubilidad
del café, caracterizado porque incluye el paso de usar
semillas de café derivadas de una planta de conformidad con
la reivindicacién 6.

9. El uso de semillas derivadas de una planta
de café de conformidad con la reivindicacién 6, para la

preparacién de café soluble.
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CLAIMS

A coffee plant cell, producing galacto-mammans, the galactose branching therein being
. i :

The coffee plant cell according to claitn 1, wherein the endogeneous level of a-D-
lactosid ivity is redicod

The coffee plant cell acoosding 40 claim 1 or 2, cantaining & Mucleic acid that is
transcribed to a ribomucleic acid, which is sntisense to the mRNA, or a part thereof,
derived from the a-D-galactogidase gene. =~

.The coffes plant cell according to claim 3, wherein the mucleic acid that is transcribed

to a ribonucleic acid, which is antisense to the mRNA, or a part thereof, derived from
the a-D-galactosidase gene is under the conmtrol of a constitutive or inducible
promoter.

The plant cell according to claim 5, wherein the promoter is the coffee csp] promoter.
A coffee plant containing a plant cell according to any of the preceding claims.

A method for preparing soluble coffes which comprises the step of using coffee beans
derived from a coffes plant accarding to claim 6.

A method for increasing the solubility of coffee, which comprises the step of using
caffee beans derived from of a plant according to claim 6j

Use beans derived from & coffec plant according to claim 6 for the preperation of
soluble coffee. '

"
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Forma PCT/IPEA/409 (Julio 1999)
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" INTERNACIONAL

6. Observaciones adicionales, si son necesarias:

V. Afirmacién razonada bajo el Articulo 35(2) respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial;
cltaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmaciém

1. Afirmacién
Novedad (N) St: Reivindicaciones
No: Reivindicaciones 1-8

Nivel inventivo (IS) St Reivindicaciones
No: Reivindicaciones 1-8

Aplicabilidad industrial (IA) Si:  Reivindicaciones 18
No: Reivindicaciones

2. Citas y explicaciones
Ver hoja separada

Forma PCT/IPEA/409 (Julio 1999)
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Re ltem V
Afirmacién razonada bajo el Articulo 35(2) respecto de la novedad, nivel inventivo
o aplicabilidad industrial; citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién.

Se hace referencia a los siguientes documentos:

D1: Gene, Elsevier. Biomedical Press. Amsterdam, NI(1994), 140(2), 227-231
D2: Fitoquimica {Oxford) (1893), 34(2), 355-360

D3: WO-A-8506478

D4: EP-A-1138771

D5: Genética Molecular & General (1997), 255(5), 514-524

Claridad (Art. 6 PCT) y Novedad (Art. 33(2) PCT)

La reivindicacién 1-2 y las reivindicaciones que dependen de ella o que se refieren a ella
no cumplen los requerimientos del Art. 6 PCT en cuanto a que el asunto para el cual se
busca proteccion no se ha definido claramente.

La redaccién de dichas reivindicaciones no se limita a células de plantas de café
transgénicas caracterizadas por la transformaciébn con una construccibn transgene
especifica pero de hecho también comprenden células de plantas de café no
transformadas, tipo silvestre.

Las células de plantas de café no transformadas —en especial las células de semillas de
café — muestran un nivel reducido de la “actividad alfa-D-galactosidasa® y por lo tanto
muestran también “una ramificacién galactosidasa aumentada® en ciertas etapas durante
el desarrollo y la maduracién.

Ademés, la materia objeto de la reivindicacién 1 como se ha delineado actualmente
ademéas de referirse a células de plantas modificadas transgénicamente también se
refiere a células de plantas de café que se originan de métodos de produccién de plantas
que generalmente aplican que comprenden esencialmente procesos biologicos y por lo
tanto la redaccién de la reivindicacion 1 extiende el alcance de proteccién de una manera
vaga y no definida precisamente.

Ademads, la reivindicacién 2 no se limita a moléculas de mRNA antisentido generadas al

Forma PCT/Hoja Separada 409 (Hoja 1) (EPO-Abril 1997)
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transformar una planta con construccibn antisentido pero de hecho también
comprenderia posibles “transcripciones antisentido naturales” que se originan en células
de plantas no transformadas (ver documento D5).

Debido a la falta de claridad de dichas reivindicaciones y debido al hecho de que las
plantas de café de tipo silvestre que comprenden células de plantas de café no
transformadas ya existen y muestran las caracteristicas de las reivindicaciones 1-2 y de
las reivindicaciones que dependen de ellas o que se refieren a ellas, se considera que
los documentos D1-D3 destruyen la novedad (Art. 33(2) PCT) para dichas
reivindicaciones.

Nivel Inventivo (Art. 33(3) PCT)

EP 1138771 (D4), que o8 |a t&chica anterior mas cercana revela un método para prevenir
la formacion de sedimentos formados por mananos insolubles durante la preparacién del
café expresando construcciones de sentido de la endo-beta-mananasa especifica del
café.

La diferencia entre D4 y la solicitud actual yace en la seleccién de la alfa-D-galactosidasa
como un objetivo alternativo para influir positivamente la solubilidad de los
galactomananos durante la preparacion del café.

El problema que hay que resolver podria por lo tanto ser formulado como la provision de
un método para prevenir que los galactomananos del café se volviera insoluble por la
liberacién de unidades de galactosidasa alfa-1,6-unidas de los galactomananos.

La solucién reivindicada en la presente aplicacibn es el uso de construcciones
antisentido de alfa-D-galactosidasa del café para la reduccién de su actividad en plantas
de café transgénicas.

Aunque la existencia de alfa-D-galactosidasa del café ya es conocida en la técnica
anterior, ningiin documento podria ser ldentificado que revele o sugiera la generacién de
construcciones antisentido de alfa-D-galactosidasa para reducir la liberacién de unidades
de galactosidasa alfa-1,6-unidas de los galactomananos en semillas de café.

Forma PCT/Hoja Separada 409 (Hoja 2) (EPO-Abril 1997)
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En concordancia, el uso de construcciones antisentido alfa-D-galactosidasa en plantas
de.café transgénicas podria ser considerado como inventivo siempre y cuando dichas
construcciones tengan el efecto pretendido sobre la solubilidad durante la preparacion de
café. Sin embargo, de la descripcién no puede concluirse que el problema se haya de
hecho solucionado. En ausencia de datos experimentales no es posible en el momento
hacer una declaracion final sobre inventividad respecto del Art. 33 (3) PCT.

Forma PCT/Hoja Separada 409 (Hoja 3) (EPO-Abril 1997)
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REIVINDICACIONES

“Una célula de planta de caf€, que produce galactomananos, célula la cual se caracteriza por
haber sido modificada de modo que el nivel enddgeno de actividad de a-galactosidasa se
reduzca de modo que se incremente la ramificacidn de la galactosa de los galactomananos.

La célula de planta de café de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizada porque
contiene un écido nucleico que es transcrito a un fcido ribonucleico, el cual es antisentido

al ARNm, o una parte del mismo derivada del gen de la a-D-galactosidasa.

La célula de planta de café de conformidad con la reivindicacién 2, caracterizada porque el
écido nucleico que es transcrito a un écido ribonucleico, el cual es antisentido al ARNm, o
una parte del mismo, derivado del gen de la a-D-galactosidasa estd bajo el control de un
promotor constitutivo o inducible.

La célula de planta de café de conformidad con la reivindicacién 3, caracterizada porque el
promotor es el promotor cspl del café.

Una planta de café, caracterizada porque comprende una célula de planta de conformidad
con cualquiera de las reivindicaciones precedentes.

Un método para preparar café soluble, caracterizado porque comprende el paso de usar
semillas de café derivadas de una plante de café de conformidad con la reivindicacion 5.

Un método para incrementar la solubilidad del café, caracterizado porque incluye el paso
de usar semillas de café derivadas de una planta de conformidad con 1a reivindicacién 5.

El uso de semillas derivadas de una planta de café de conformidad con la reivindicacién 5,
para la preparacién de café soluble.

HOJA ENMENDADA

(&
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INTERNATIONAL PRELIMINARY
EXAMINATION REPORT Intemational application No. PCT/EP02/09148

1. With ragardmmeolamonho!memtematlonal applmtlon (HephcomaﬂsheelsMMMvabeanﬂ:mbmdb
the recelving Office in response 1o an invitation under Article 14 are referred io in this report as “originally filed”
and are not annexed io this report since they do not contain amendments (Rufes 70.16 and 70.17)):

Description, Pages
1-18 as published

Claims, Numbers
1-8 received on 21.11.2003 with letter of 21.11.2003

Sequence listing part of the description, pages:
_ 17-19, as originally filed

2, With regard to the language, all the elements marked above werse available or fumnished to this Authorlty in the
language in which the International application was filed, uniess otherwise indicated under this item.

These elements were available or fumished fo this Autherity in the following language: |, which is:

O the language of a translation fumished for the purposes of the Intemational search (under Rule 23.1(b)).
O the language of publication of the intemational application (under Rule 48.3(b)).

O the language of a translation fumished for the purposes of intemational preliminary examination (under
Rule 55.2 andbr 56.3).

3. With regard to any nucieotide and/or amino acid sequence disclosed in the intemational application, the * -
international preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: -

contained in the intemational application in written form.

filed together with the intemational application in computer readable form.’
fumished subsequently to this Authority in written form.

fumished subsequently to this Authority in computer readable form.

The statement that the subsequently fumnished written sequence listing does not go beyond the disclosure
in the intemational appilcation as flled has been fumished.

The statement that the irﬂo'rmatlon recorded In computer readable form Is identical to the written sequence
listing has been fumnished.

4. The amendments have resulted in the cancellation of:

O DDO R KX

O the description, pages:
O the claims, Nos.:
O the drawings, sheets:
O

This report has been eatablished as if (some of) the amendments had not been mads, since they have
been considerad 1o go beyond the discloaure aa-filed (Rule 70.2(c)).

(My:jphmﬂﬂdnﬂmnhhﬁmsudtammmmwfbambmdmmm 1 and annexed fo this
report.

Form PCTAPEA/408 (July 1099)
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8. Additional observations, if necassary:

V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicabllity;
citations and explanations supporting such statement

1. Statement
Novelty (N) Yes:
No:
Inventive step (IS) Yes:
No:
Industrial applicability (1A} Yes:
No:

2. Chatlons and explanations
soe separate sheet

Form PCTAPEA/400 (July 1990)

Claims
Claims

Claims
Claims
Claims
Claims

1-8
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Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial -- -

applicability; citations and explanations supporting such statement.

Reference is made to the following documents :

D1: Gene, Elsevier. Biomedical Press. Amsterdam, NI (1994), 140(2), 227-231
D2: Phytochemistry (oxford) (1993), 34(2), 355-360

D3: WO-A-8506478

D4: EP-A-1138771

DS5: Molecular & General Genetics (1997), 255(5), 514-524

Clarity (Art. 6 PCT) and Novelty (Art. 33 (2) PCT)

of Article 8 PCT in that the matter for which protection is sought is not clearty defined.
The wording of said claims Is not limited to transgenic coffee plant cells characterized by
the transformation with a specific transgene-construct but indeed also encompasses wild
type, untransformed coffee plant cells.

Untransformed coffee plant cells - especially coffee bean celis - do exhibit a “reduced level
of alpha-D-galactose activity" and therefore also exhibit “an increased galactose branching®
in certain stages during development and maturation.

Furthermore, the subject matter of claim 1 as currently drafted apart from refeming to
transgenically modified plant cells also refers to coffee plant cells originating from generally
applicable plant breeding methods involving essentially biological processes and thereby
the wording of claim 1 extends the scope of protection in a vague and not pracisely defined
way.

Furthermore, claim 2 is not limited to antisense mANA molecules that are generated by

Form PCT/Separate Sheet/400 (Sheet 1) (EPO-Apill 1897)

Claim 1-2 and cialgns depbndin thereon or referring thereto do not meet the requirements

31
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transforming a plant with an antisense construct b;.n indeed would also enclose possible
"natural antisense transcripts® originating in non- transformed plant cells (see document
- -Ds);_—_ ...... - . . " E ————— -

Due to the lack of clarity of said claims and due to the fact that wild type coffee plants
comprising untransformed coffee plant cells do already exist and exhibit the characteristics
of claims 1-2 and of claims depending thereon or referring thereto, documents D1-D3 are
considered of being novelty-destroying (Art. 33 (2) PCT) for such claims.

Inventive Step (Art. 33 (3) PCT)

EP1138771 (D4), which is the closest prior art discloses a method of preventing the
formation of sediments formed by insoluble mannans during coffee preparation by
expressing sense constructs of the coffee-specific endo-beta- mannanase.

The difference between D4 and the current application lies in the selection of the alpha-D-
galactosidase as an altemative target to positively influence the solubility of the
galactomannans during coffee preparation.

The problem to be solved could therefore be formulated as the provision of a method to
prevent coffee galactomannans from becoming Insoluble by the release of alpha-1,8-linked
galactose units from galactomannans.

The solutlon claimed in the present application is the use of antisense constructs of the
coffee alpha-D-galactosidase for the reduction of its activity in transgenic coffee plants.

Although the existence of the coffee alpha-D-galactosidase is already known in the prior
art, no document could be identified that discloses or would suggest the generation of
alpha-D-galactosidase antisense constructs to reduce the release of alpha-1,6-linked
galactose units from galactomannans in coffee beans.

Form PCT/Saparate Sheet/408 (Sheet 2) (EPO-April 1807)
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Accordingly, the use of the alpha-D-galactosidase antisense constructs in transgenic
coffee plants could be regarded as being inventive providing that saild constructs would
have the intended effect on solubility during coffee preparation."However, from the
specification it can not be concluded that the problem has in fact been solved. In the
absence of experimental data it Is at present not possible to make a final statement on
inventivity with respect to Art. 33 (3) PCT. '

Form PCT/Beparsie Sheet/409 (Sheat 3) (EPO-Apiil 1887)
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CLAIMS .
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such that the endogeneous levelofa-galachosldase activity is reduced,uolhat

thegahcmlebrmchmgofthegalactomnmsbemgmmed.

ﬂnen&plmgnm;-bdmlb-lm:mwﬁnk

WblMMMuMthCIMM

hvdﬁmhwmhm

: .mmmmm&;mmz.wu&nmmﬂuhw

bnMﬂMuWﬁhMcnpﬂmmm

-hwwponmhﬁomddaemuﬁncm.

The plant cell according to claim ¥, wherein the promotse is tho coffie cap! promoter.

AWﬁmmmMmhmpdmmm e

. -dmwdﬂunuuﬁoplﬂmmbdlml.‘

Amﬂndhinmh nhbﬂnyofeoﬁa,whchmhmpofmg
caffe beans derived from of s plant according to claim #f°

' ] . s
Unbmdaiwdﬁomneoﬁoplntmdhgbcﬁmlhhmlﬁmof
soluble coffee. : '

_,—.—,.__.,__.

7 N B S iy



ANEXO EXPLICATIVO DE MODIFICACIONES A LAS REIVINDICACIONES

En ejercicio del derecho conferido por el Articulo 28 numeral 1 del Tratado de
Cooperacién en materia de Patentes PCT, atentamente me permito informar
a ese Despacho que el capitulo reivindicatorio tal como fue presentado

originalmente en Fase Intemacional ha sido modificado.

Las modificaciones realizadas se encuentran plenamente sustentadas en la
descripcién de la presente invencién y en este sentido, no configuran una
ampliacién del invento o de la divulgacién contenida en la solicitud

presentada.
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PLANTA DE CAFE CON ACTIVIDAD DE a-D-GALACTOSIDASA REDUCIDA

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencién se relaciona con
modificaciones de galactomananos presentes en la semilla
del café verde mediante la reduccién del nivel endbgeno de
la actividad de «@-D-galactosidasa. En particular 1la
presente invencién pertenece a una célula de planta con
actividad de a-D-galactosidasa reducida y a una planta que

alberga esa célula de planta.

36



10

15

20

25

PLANTA DE CAFE CON ACTIVIDAD DE a-D-GALACTOSIDASA REDUCIDA

La presente invencién se relaciona con la
modificacién de galactomananos presentes en la semilla de
café verde, mediante la reduccién del nivel endSgeno de la
actividad de 1la a-D-galactosidasa. En particular, 1la
presente invencién pertenece a una célula de planta con la
actividad de a-D-galactosidasa reducida y con una planta
que contiene esa célula de planta.

En granos de café, los polisacéridos de la pared
celular contribuyen a aproximadamente el 48% en peso de las
semilla de café madura, del cual los mananos representan
aproximadamente la mitad. EsoB polisacéiridos son
esencialmente insolubles en forma pura y tienen una
ramificacién de galactosa muy baja (Bradbury and Haliday,
J. agric. Food Chem 38 (1990), 385-392). Se reconoce que
los polimeros de manano son la razén principal de las
grandes pérdidas de peso de café verde original encontradas
durante la preparacién de bebidas de café spoluble. Las
pérdidas ocurren cuando el material insoluble permanece
como sedimento durante la extraccién inicial o cuando
precipita y forma geles durante el almacenamiento de
licoree de café. Los mananos también han demostrado ser el
componente principal responsable de la turbidez vy
precipitacién durante el reposo de las bebidas de café.

En algunas plantas se ha encontrado que el grado

34
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de ramificacién de la galactosa sobre las cadenas de manano
depende parcialmente de la actividad de la a-D-
galactosidasa (BC 3.2.1.22). Esta enzima es capaz de
liberar las unidades de galactosa ligadas en las posiciones
a-1,6 de los galactomananos almacenados en el tejido de
almacenamiento de la semilla de planta o maduracién
(Buckeridge and Dietrich, Plant Sci. 117 (1996), 33-43).
Ademfis, también la acumulacién de galactomananos que tienen
una relacién de galactosa/manosa muy baja en algunos
tejidos de endospermas o cotiledones de plantas ha mostrado
estar correlacionada con un pico de actividad de a-D-
galactoeidasa durante la maduracién de esos tejidos y con
un endurecimiento y deshidrataci6n de los mismos (Kontos
and Spyropoulos, Plant Physiol. Biochem 34 (1996) 787-793).

La actividad de lla. a-D-galactosidasa también ha
sido asociada con la capacidad de remover residuos de
galactosa, que estén ligados en la posicién a-1,6 a los
polisacdridos de galactomanano, lo cual 1lleva a una
disminucién de la solubilidad de los polimeros (McCleary,
Carb. Res. 92 (1981), 269-285). Ademfs, la remocibén de las
cadenas laterales de galactosa de los galactomananos parece
incrementar la capacidad de los mismos para interactuar con
otros polisaclridos, por ejemplo xantanos en guar, con una
formacién concomitante de gel complejo. La ramificacién de
la galactosa en los mananos del grano del café disminuye en

aproximadamente 40% en granos j6venes hasta el bajo nivel
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encontrado en los granoe maduros durante la maduracién.
Concurrentemente, la actividad de la enzima a-D-
galactosidasa se incrementa durante la maduracién del grano
de café.

El ADNc de la a-D-galactosidasa del café ha sido
clonado (zZhu and Goldstein, Gene 140 (1994), 227-231). De
acuerdo a la informacién derivada de lo mismo se presume
que la a-D-galactosidasa del grano de café maduro estéa
compuesta de 363 aminodcidos y es sintetizada como una
preproenzima de 420 residuos. Después de la biosintesis,
dos escisiones con proteasa remueven una sgefial de secrecién
(38 residuos) y otro péptido Bsefial (19 residuos) para
producida 1la proteina que exhibe 1la secuencia de
aminodcidos N-terminal caracteristica de la enzima activa.

En vista de los efectos conocidos de los
galactomananos sobre la preparacién y/o capacidad de
almacenamiento del café soluble existfia la necesidad en 1la
técnica de mejorar esta situacién.

En consecuencia, un objetivo de la presente
invencién es proporcionar un método mejorado para preparar
café soluble, obviando, de manera concurrente, a la vez,
las desventajas conocidas cuando se almacenan licores de
café.

El problema anterior ha Bido resuelto
proporcionando una célula de planta de café€, y una planta

de café, respectivamente, donde la ramificacién de 1la
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galactosa en los galactomananos estd incrementada.

De acuerdo a una modalidad preferida este
objetivo puede ser logrado re;iuciendo el nivel endégeno de
actividad de a-D-galactosidasa. Esto puede ser logrado por
métodos convencionalese de mutacién y seleccién usado los
métodos disponibles en la técnica. De este modo, las
células de planta pueden ser sometidas a tratamientos
mitagénicos, como la exposiciSn de las mismas a agentes
quimicos o radiacién que lleven a cabo una alteracién del
ADN de 1la célula. Las células asi tratadas son
posteriormente seleccionadas por las propiedades deseadas.

De acuerdo a otra modalidad preferida ese nivel
end6geno reducido de actividad de a-D-galactosidasa se
obtiene usando un constructo en una c¢élula de planta de
café, que contenga un &cido nucleico que sea transcrito en
una copia antisentido del ARNm codificado por el gen de la
a-D-galactosidasa, © a una parte del mismo.

Hasta este punto, la copia antisentido del ARNm
codificado por el gen de la a-D-galactosidasa puede ser
cualquier &cido ribonucleico capaz de formar dimeros bajo
condiciones fisiolSgicas, es decir de hibridarse con el
ARNm codificado por el gen de la a-D-galactosidasa bajo las
condiciones prevalecientes en la célula. De este modo, la
copia antisentido no necesita ser 100% hombSloga a la
contraparte correspondiente, sino que necesita proporcionar

suficiente unién para formar un dimero. En consecuencia,
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las copias antisentido (y los dcidos nucleicos
correspondientes de los cuales se transcribieron), gque sean
modificadas por sustitucién, supresién y/o insercién de
nuclebStidos también est&n dentro del contexto de 1la
presente invencién. A este respecto, también se apreciard
que la copia antisentido puede representar una contraparte
completa al ARNm codificado por el gen de 1la a-D-
galactosidasa, es decir, que puede proporcionar una
molécula de ARN que tenga esencialmente la misma longitud
que el ARNm que codifique para el polipéptido de la a-D-
galactosidasa. Por otro lado, la copia antisentido puede
cubrir f(inicamente una parte del ARNm que codifica para el
polipéptido de la a-D-galactosidasa.

El &cido nucleico que codifica para un &cido
ribonucleico, antisentido al ARNm codificado por el gen de
la a-D-galactosidasa, © para una parte del mismo, puede
eptar bajo el control de un promotor constitutivo o
inducible, de modo que el nivel de ARNm antisentido pueda
ser controclada de manera conveniente. Sin embargo, en todos
los casos el nivel de la copia antisentido deberi ser
suficientemente alto para reducir el niGmero de copias de
ARNm que codifique para el polipéptide de 1la a-D-
galactosidasa accesible desde los ribosomas.

De acuerdo a una modalidad preferida el promotor
utilizado es el promotor cspl del café, el cual da una

velocidad de transcripcién suficientemente alta.
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La presente invencién, por lo tanto, proporciona
una célula de planta de café y una planta de café
modificadas, respectivamente, donde el nivel de actividad
de la a-D-galactosidasa ha s8ido reducido de modo que
eventualmente la ramificacién de la galactosa sobre los
galactomananos se incremente. De acuerdo a una modalidad
preferida la planta es una planta transegénica, las células
de la cual contienen un constructo capaz de proporciona una
copia antisentido del ARNm derivado del gen de la a-D-
galactoeidasa o una parte del mismo.

La presente invencién también proporciona un
método para preparar café soluble, el cual comprende el
paso de usar semillas de café derivadas de una planta que
exhiba una actividad de a-D-galactosidasa reducida. A este
respecto la presente invencidn también proporciona un
método para incrementar la solubilidad del café
incrementando la ramificacién de la galactosa.

Esta invencién tienen comc propésito principal
incrementar la solubilidad de los galactomananos del café
incrementando s8su ramificacién de 1la galactosa. La
estrategia adoptada es reducir el nivel endSgeno de
actividad de la a-D-galactosidasa, preferiblemente mediante
la introduccifn de una copia antisentiﬁo de su ADNc bajo el
control del promotor cspl del café.

Este promotor c¢spl ya ha sido caracterizado

(Marraccini et al., Plant Physiol. Biochem. 37 (1999) 273-
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282) y controla la expresién de un gen que codifica para la
proteina de almacenamiento 11S del café. Un casete que
contiene el promotor fue construido e introducido en la
regién del T-ADN de un vector primario de transformacién,
el cual se deriva del plésmido pTiT37 (Bevan, Nucl. Acids
Res. 12 (1984), 8711-8721). Este vector recombinante fue
introducido en Agrobacterium tumefaciens, el cual fue usado
para transformar plantas de café. Las plantas de café- que
tienen el T-ADN insertado en su genoma fueron regeneradas y
analizadas para determinar la actividad de «-D-

galactosidasa en sus granos.

I. Andlisis de la actividad de la a-D-

galactosidasa en granos de café durante la maduracién

Se cosecharon frutos en diferentes etapas de
maduracién (la edad se expresd como semanas después de 1la
floracién: WAF) de Coffe arabica variedad Caturra T2308
crecida en invernadero (temperatura de aproximadamente
25°C, humedad del 70% e iluminacién natural). Las cerezas
fueron congeladas en nitr6geno 1ligquido después de 1la
cosecha y almacenadas a -85°C hasta su uso. Para estudios
de maduracifn, se separaron el endosperma y el perisperma.

El material de planta fue triturado en nitrégeno
lfquido y extralido en amortiguador de extraccibén enziméitica
frio (glicerol al 10% v/v, metabisulfito de sodio 10 mM,

EDTA 5 mM, MOPS (NaOH) 40 mM, pH 6.5) a una relacifén
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aproximada de 20 mg por 100 pl. La mezcla fue agitada sobre
el hielo durante 20 min, sometida a centrifugacién (12,000

g x 30 min), dividida en alicuotas y almacenada a -85°C

hasta su uso. La actividad de la a-D-galactosidasa fue'

detectada espectrofotométricamente con el Bsustrato p-
nitrofenil -a-D-galactopiranoaido (pNGP).

La mezcla de reaccifn que contenia 200 pul de pNGP
100 mM en amortiguador de McIlvain (&cido citrico 100 mM -
NaHPO, 200 mM, pH 6.5) se han formado hasta un volumen
final de 1 ml con extracto de enzima. La reacci6n fue
mantenida a 26°C y comenz6 con la adicifn de enzima y se
detuvo mediante la adicién de 4 volGmenes de solucién
interruptora (Na;CO;-NAHCO; 100 mM, pH 10.2). La absorcibn
Be leyS a 405 nm. El1 desprendimiento de nitrofenilec se
calculé usando el coeficiente de extensién molar € = 18300
(especifico para un pH de 10.2) y se convirtié a mmol min™
mg de proteina™. La protefna total fue medida de muestras
extrafidas en amortiguadores acuosos por el método de
Bradford (Anal. Biochem. 72 (1976), 248-254). Para la
expresién de la actividad, cada muestra fue extraida y
dividida en alicuotas, y s8se efectuaron ensayos por
triplicado, siendo los resultados expresados como
promedios.

La actividad Y la a-D-galactosidasa es
extremadamente baja o indetectable en las etapas del grano

joven, y alcanza un pico que coincide con la produccién de
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color del pericarpio. En las etapas cuales la actividad de
clima mientras las cerezas estén afin rojas. También se
compararon las actividades en diferentes tejidos de la
planta de café. La actividad en el perisperma, raices y
hojas es particularmente baja, y cercana a los limites de
deteccifén. Sin embargo, se registraron actividades altas en
el endosperma donde la actividad alcanza un pico a
aproximadamente 36 WAF pero también en granoe en

germinacién después de sumergir en agua.

II. Alglamiento del ADNc de longitud completa de

la a-galactosidasa de C. arabica

Aunque estl&n disponibles varias secuencias de
ADNc de a-D-galactosidasa del café en la literatura el
origen del material de café no es indicado. Para ver si se
observan diferencias en las secuencias de amino&cidos y
nucleicas entre C. arabica y C. canephora, se decidib
clonar ADNc de a-D-galactosidasa de ambas especies.

Se construy® una biblioteca de ADNc de Coffea
arabica var. Caturra T2308 con ARNm poliA+ extralido a las
30 semanas después de la floracién de acuerdo a Rogers et
al. (Plant Phyeiol. Biochem., 37 (1999), 261-272). Esta
biblioteca de ADNc plasmidico (10 ng) fue probada por PCR
usando los cebadores BETAl (SEQ ID NO: 2) y BETA3 (SEQ ID
NO: 3) deducidos directamente de la secuencia de ADNc de la

a-D-galactosidasa del café (Zhu and Goldstein, 1994). El
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cebador BETAl se localiza entre los nuclebdtidos 177 y 193
en la secuencia SEQ ID NO: 1. El cebador BETA3 se localiza
entre los nucleétidos 1297 y 1313 en la secuencia SEQ ID
NO: 1. La reacciém de PCR fue efectuada con ADN polimerasa
Pfu (Stratagene, 11011 North Torrey Pines Road, La Jolla,
California 92037, EUA) en amortiguador 1X apropiado, 0.2 mM
de cada dNTP y 0.25 pum de cada oligonucle6tido. Las
temperaturas de desnaturalizacién, recocido y extensién son
94°C durante 30 8, 46°C durante 30 B y 72°C durante 3 min,
respectivamente. Este ciclo fue repetido 30 veces en el
Robocycler Statagene (EUA). Los productos de la PCR fueron
purificados con el cartucho Microcon 100 (Millipore BSA,
BP307 Saint Quentin Yvelines cedex 78054, Francia) y
ligados en el pCR-Script SK (+) ;:le acuerdo a lo descrito
por Stratagene (EUA). Entonces se usé mezcla de ligacién
para transformar la cepa de E.coli XL1-Blue MRF’ y Bse
purificé un vector recombinante que contiene el fragmento
de a-D-galactosidasa y se clon6 en el sitio SfrI de pCR-
Script SK Amp (+). Su secuencia se localiza entre las
posiciones 177 y 1313 de la secuencia SEQ ID NO: 1.

De acuerdo a la literatura, el extremo 5’ del
ADNc de la a-D-galactosidasa contiene 198 pb corriente
arriba del extremo 5’ del cebador BETAl. Para clonar esta
secuencia de nuestro genotipo, efectuamos wuna PCR
adicional, como 8se describi® anteriormente, con los

cebadores BETAl00 (SEQ ID NO: 3) y BETA101 (SEQ ID NO: 4).
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Esta secuencia de €. arabica fue clonada en el vector pCR
Script Amp SK (+) para dar el pLPl, y corresponde a la SEQ
ID NO: 1.

El ADNc obtenido contiene un marco de lectura
abierto de 1263 pb, que comienza en la posicién 51 y que
finaliza en la posicién 1313 de la secuencia SEQ ID NO: 1.
El producto de la traduccifén corresponde a la secuencia SEQ
ID NO: 2 sugiriendo que la a-D-galactosidasa del café es
sintetizada como una preproenzima, usando un codén de
inicio de la traduccién ATG en la posiciéri 51 en lugar del
ATG en la posicibén 126. Por otro lado, el anéilisis del ADNc
de la a-D-galactosidasa clonado de C. canephora mostrd que
su producto de traduccién es muy hombélogo (similitud > 99%)

a la proteina encontrada en C. arabica.

III. Expresién del gen de la a-D-galactosidasa

durante la maduracifén del grano

Se verific6é la expresién del gen que codifica
para la a-galactosidasa en un grano de café de C. arabica
Caturra cosechados en varias etapas de desarrollo, es
decir, 9, 12, 16, 30 y 35 semanas después de la floracién
(WAF). Para hacer esto, se desnaturalizaron 10 pg de los
ARN totales de esos grancs de café durante 15 minutos a
65°C en amortiguador 1 x MOPS (MOPS 20 mM, acetato de sodio
5 mM, EDTA 1mM, pH 7) en presencia de formamida (50%) Yy

formaldehido (0.66 M final). Ellos fueron entonces
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separados por electroforesis durante 6 horas a 2.5 V/cm, en
presencia de amortiguador 1xMOPS, sobre un gel de agarosa
al 1.2% que contenfa formaldehido 2.2 M como concentracién
final.

Después de la migracién, los ARN fueron teiflidos
con bromuro de etilo (BET) de acuerdo a Sambrook et al.,
(Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, EUA, 1989, capitulo 9.31 a 9.51). Esto
hace posible estandarizar las cantidades depositadas sobre
un gel desde las intensidades de fluorescencia de los ARN
ribosomales de 185 y 25S. Los ARN totales fueron entonces
transferidos y fijados sobre una membrana de nylon cargada
positivamente de acuerdo a las recomendaciones
proporcionadas por Boehringer Mannheim (Roche-Boehringer
Mannheim GmbH, Biochemica, Postfach 310120, Mannheim 31,
DE). La prehibridacién e hibridacién se llevaron a cabo de
acuerdo a las condiciones descritas anteriormente.

Los resultados mostraron un pico de expresién del
gen durante la primera fase de desarrollo del endosperma.
Este pico de expresifn de ARNm especifica bajo condiciones
de invernadero ocurrié a aproximadamente 26 WAF, vy
corresponde al inicio del incremento de la actividad de la
enzima. El periodo pico de expresién del ARNm corresponde
al periodo mayor de @expansifn del endosperma Yy
endurecimiento que toma lugar en los granos maduros bajo

esas condiciones. La expresién pico para el ARNm especifico
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de la a-galactosidasa coincidié o fue ligeramente posterior
a la expresién pico del ARNm de 1la proteina de
almacenamiento del grano 118. Esos resultados condujeron a
la construccién de un cassette antisentido de ADNc de café
que codifica para la a-galactosidasa, bajo el control del
promotor del café 118, para reducir el nivel de actividad

de la a-galactosidasa en granos de café& bajo maduracién.

IV. Construceclién del casete antisentido de a-

galactosidasa

i’..a Becuencia promotora 118 (Marraccini et al.,
Plant Physiol. Biochem. 37 (1999), 273-282) del café se
amplificé con los cebadores especificos UP210-1
correspondiente a la secuencia SEQ ID NO: 7, y BAGUS2,
correspondiente a la secuencia SEQ ID NO: 8. El
oligonuclebdtido UP210-1 corresponde a la secuencia entre
los nuclebtidos 24 y 76 publicada por Marraccini et al.,
supra y contiene dentro de su extremo 5’ la secuencia
pintética CGGGGTACCCCG que contiene un pitio de restriccién
de KpnI y que corresponde a la secuencia SEQ ID NO: 9. El
cebador BAGUS2 contiene en su extremo 5’ la secuencia
sintética CGCGGATCCGCG que corresponde a la secuencia SEQ
ID NO: 10 la cual contiene un s8itio de restriccién de
BamHI. Este cebador también contiene los nuclebStidos 998 a
976 de la secuencia publicada por Marraccini et al. (1999).

Esta reaccién se 1llevd a cabo en presencia de ADN

\(a
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polimerasa Pfu (3 unidades), con 10 ng de pCSPP4 (WO
99/02688), en un volumen final de 50 pl que contenia KCl 10
mM, (NH,)2S80,, Tris-HCl 20 mM, pH 8.0, Triton X-100 al 0.1%,
MgCl; 2 mM, BSA a 10 pg/ml, 0.2 mM de cada dNTP, 0.25 pM de
cada oligonuclebétido descrito anteriormente. La mezcla de
reaccién fue entonces incubada durante 30 cicloe (94°C-60
B, 55°C-60 8, 72°C-3 min) seguidos por un ciclo de
extensién final a 72°C durante 7 min.

El fragmento de la PCR de aproximadamente 950 pb
fue purificado sobre un cartucho Microcon 100 (Millipore
Francia), y ligado en el vector pCR-Script Amp SK (+) en
presencia de ADN ligasa T4 (Promega Corporation, 2800 Woods
Hollow Road, Madison, Wisconsin 53711 EUA), de acuerdo a
las recomendaciones proporcionadas por el distribuidor. A
continuacién, la cepa de E.coli XL1-Blue MRF’ fue
transformada con toda la mezcla de ligacién. Se seleccioné
una transformacién y su plésmido fue purificado para
secuenciar el inserto para determinar la orientacifn del
fragmento de la PCR. Este andlisis hizo posible de este
modo -seleccionar el plasmido pLP7.

También se amplificé una versién mis corta del
promotor 118 por el mismo método excepto que el cebador
UP213-1, que tiene la secuencia nucleica SEQ ID NO: 11
reemplaza al cebador UP210-1. Este cebador corresponde a la
secuencia entre los nucleétidos 754 y 777 publicada por

Marraccini et al., supra, y contiene en su extremo 5’ la
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pecuencia sintética S8EQ ID NO: 9. Esto condujo a la
amplificacién de un fragmento de 250 pb del promotor del
café pllS el cual fue <clonado como wse describid
anteriormente para dar el pléismido pLP8.

Be amplificé el terminador TNOS siguiendo el
protocolo descrito para la amplificacién del promotor pllS
excepto que fueron usadoe los cebadores TNOS1 que tienen la
secuencia nucleica SEQ ID NO: 12 y TNOS2, que tiene la
secuencia nucleica SEQ ID NO: 13. El1 TNOSl1 contiene la
secuencla SEQ ID NO: 10 en su extremo 5’'. E1l TNC2 contiene
la secuencia SEQ ID NO: 9 en su secuencia en el extremo 5°'.
Esos cebadores condujeron a la amplificacién de 1la
secuencia de TNOS del vector comercial p35SGFP (Clontech
Laboratories Inc., 1020 East Meadow Circle, Palo Alto,
California 94303-4230 EUA). El productoc de la PCR fue
clonado en el vector pCR-Script Amp SK (+) como se
describié anteriormente, conduciendo al vector recombinante
llamado pLP32 y fue secuenciadc para deterxminar su
orlentacién. Este vector fue entonces digerido por BanHI
para remover la secuencia de TNOS que fue tratada
posteriormente por la ADN polimerasa T4 para proporcionar
extremos cortados.

Por otro lado, los vectores pLP7 y pLP8 fueron
linealizados por EcoRI y también tratados con ADN
pelimerasa T4 para proporcionar extremos cortados. El

terminador TNOS fue entonces clonado en la orientacibén

H9



10

15

20

25

17

correcta en los vectores pLP7 pLP8 conduciendo a los
vectores pllSTNOS7 y pllSTNOS7+, respectivamente.

El ADNc de la a-galactosidasa fue amplificado del
vector pLPl previamente aislado, usando las condiciones
descritas anteriormente excepto que se usaron los cebadores
BETA100Bl, que tiene la secuencia nucleica SEQ ID NO: 14 y
BETA101Bl, que tiene la secuencia nucleica SEQ ID NO: 1.
Esos oligonuclebtidos corresponden a los cebadores BETA101l
y BETA100 usados anteriormente en los cuales un sitio de
restriccién de BamHI correspondiente a la secuencia SEQ ID
NO: 10, ha sido introducido en sus extremoe 5‘. El producto
de la PCR fue clonado en el vector pCR-Script Amp SK (+)
como ge describié anteriormente, conduciendo al vector
recombinante -llamado pLP20.

Este plaemido fue digerido con BamHI para liberar
el ADNc de la a-galactosidasa. Por otro lado, los vectores
receptores pllSTNOS7 vy pllSTNOS7+ fueron digeridos
independientemente por medio de la misma enzima de
restriccién y desfosforilados por un tratamiento con CIAP
de acuerdo al distribuidor (Promega, EUA). El ADNc de la a-
galactosidasa fue clonado en la orientacién antisentido,
regpectivamente en los vectores pllSTNOS7 y pllSTNOS7+,
conduciendo a los vectores designados como pALPHAl Yy
pALPHAS.

Para movilizar esos casetes al vector binario

usado durante la transformacitn de la suspensién de célulae

B2
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de café&, se llevd a cabo una reaccifn de PCR final con la
ADN polimerasa Pfu usando los cebadores UPSALl, gque tiene
la secuencia nucleica SEQ ID NO: 16 y UPSAL2, que tiene la
secuencia nucleica SEQ ID NO: 17. Ambos oligonucleétidos
contienen un aitio de restriccifn de Sall y reconocen
secuencias de ADN del vector pCR Script Amp SK (+) que
flanquea a las regiones del ADN del promotor 11S y el
terminador NOS (TNOS). Ademéis este gitio de restriccién
estid ausente en la secuencia que se intentd introducir en
el T-ADN de pldsmido binario. Esoe productos de la PCR
fueron clonados nuevamente en el vector pCR-Script Amp (SK)
(+), el cual fue digerido con Sall para verificar que este
Bitio de restriccién flanquea los casetes. Los plésmidos
obtenidoe fueron llamados pALP414, y PALP50, y derivados

respectivamente de pALPHAl y pALPHAS.

V. Clonacién del casete antisentido de a-

galactosidasa en el vector primario de la transformacidén

Los casetes de a-galactosidasa contenidos en los
vectores pALP414 y pALP50 fueron secuenciados para
verificar su integridad, particularmente para verificar que
no seflalan mutaciones © han ocurrido rearreglos durante los
ciclos de amplificacién por PCR. Esos casetes fueron
entonces purificados mediante la digestifn de los vectores
pALP414 y PpALP50 con la enzima de restriccién Sall y

clonados independientemente en el pl&smido derivado de
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pBinl9 relacionado con el vector descrito por Leroy et al.,
(Plant Cell Rep. 19 (1999), 382-389), excepto que el gen
cryIAc estuvo ausente. Para hacer esto, el vector fue
digerido con la enzima de restriccién I, el cual reconoce
un gitio Gnico entre loa genes uidA y csrI-l, y fue
desfosforilado. Después de esta ligacién, fueron
seleccionados los vectores pBIAl2l, pBIAl26 y pBIA9. En el
vector pBIAl2l, el cassette de Sall obtenido del pALP414 es
clonado en 1la orientacién [LB]Gus-intron> ADNc de a-
galactosidasa antisentido (largo) de pllS > csrI-1 [RB].
Sin embargo, el mismo casete es clonado en orientacién
inversa en el vector pBIAl26. Por otro lado, el casete de
Sall obtenido de pALSO0 clonado en el vector pBIA9 estd en
la siguiente orientacién [LB]Gus-intron> ADNc de a-

galactosidasa antisentido (largo) de pillS > csrI-1 [RB].

VI. Transformacién de Agro.bac!:erium tumefaciansg

Los vectores primarios de transformacién pBIAl21,
pBIAl126 y pBIAY9 descritos anteriormente fueron introducidos
independientemente en Agrobacterium tumefaciens desarmada
cepa LBA4404 de acuerdo al método de transformacién directa
descrito por An et al., (Plant Mol. Biol. Manuel, Gelvin,
Schilpercort y Verma Eds, Kluwer Academic Publishers
Dordrecht, Holanda, A3 {(1993), 1-19). Para cada
transformacién, sBe seleccionaron clonas de Agrobacterium

tumefaciens recombinantes sobre medio LB suplementado con

=
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canamicina (50 pg/ml), estreptomicina (100 pg/ml) vy
rifampicina (50 pg/ml).

Para verificar la estatura de loe plasmidos
introducidos en Agrobacterium tumefaciens, ellos fueron
extraidos por 1la técnica de mwinipreparacién rapida y
entonces fueron analizados mediante el trazo del mapa de
restriccién después de la transformacién invernal en E.coli
cepa XL2 Blue MRF’.

VII. Transformacién de Coffea sp.

Se cultivaron y subcultivaron explantes de hoja
cada 5 semanas durante 3 a 5 meses hasta que aparecieron
embriones somiticos en el borde de los explantes. Los
embriones somiticos fueron cosechadeos en la etapa torpedo,
heridos con un escalpelo estéril y remojados durante 2
horas en solucién de NaCl al 0.9% gque contenia
Agrobacterium tumefaciens recombinante cepa LBA4404 a una
DOgoorm de 0.3 a 0.5. Se efectud un cocultivo en la oscuridad
sobre medio MS gemigélido sin hormonas durante 3 dfas y a
continuacién se lavo en medio MS liquido que contenia
cefotaxima (1 gr/l) durante 3 a 5 horas bajo agitacién
constante pero suave. Los embriones fueron cultivados sobre
medio semisblido con 5 UM de BAP, 90 uM de cefotaxima (400
mg/l) bajo condiciones de baja luz (fotoperiodo de 16 horas
por dia). Despuée de un periodo de 3 a 4 semanas, fueron
transferidos a un medio MS selectivo suplementado con

cefotaxima (400 mg/l) y clorsulfuron (80 mg/l). Ellos

52
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fueron entonces transferidos cada mes a un medio selectivo
nuevo hasta la regeneracién de callos. Lose embricnes
traneformados que crecieron alrededor de los callecs fueron
entonces cultivados sobre el mismo medioc MS semis6lido con
vitaminas de Morel (BAP 1 um y sucrosa 30 um) para inducir
Bu germinacién. Después de este paso, fueron transferidos
al medio de enraizamiento correspondiente al medio descrito
antes pero sin BAP.

Para verificar la efectividad de la
transformacién, los callos, brotes, raices y hojas fueron
probados regularmente por la expresién del reportero uidA
por ensayo histoquimico GUS (Jefferson et al., J. EMBO 6
(1987), 3901-3907).

Después- de este procedimiento, fueron
seleccionadas varias plantas individuales y propagadas in
vitro o por medio de microcortes. Algunas de ellas fueron
transferidas a un invernadero para lograr su desarrollo. No

se observaron anomalias morfolégicas.

VIII. Andlisis de embriones somiticos de plantas

de café transformadas

También se indujeron embriones somiticos de
explantes de hoja para detectar la presencia de ARNm
antisentido de a-galactosidasa. Las proteinas de
almacenamiento del café 115 fueron detectadas en embriones

somiticos (Yuffa et al., Plant Cell Rep. 13 (1994) 197-

=3
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202), sugiriendo que el promotor cspI estéd activo en este
tejido. En este caso, el andliseis de los embriones
somiticos inducidos de hojas de plantas de café
tranegénicos permitirin detectar 1la presencia de ARNm
antisentido de a-galactosidasa primero que en los granos.
Entonces se extrajeron los ARN totales de 100 mg
de embriones somiticos transformados como se describié
anteriormente y se probaron por RT-PCR usando el equipo
sistema de RT-PCR de acceso (Promega, EUA). En primer
lugar, se confirmé la presencia de ADN especifico de 118
efectuando una RT-PCR usando los cebadores localizados en
la secuencia codificadora del ADNc de 11S. Esto se efectud
usando los cebadores S0l11 correspondiente a la secuencia
SEQ ID NO: 18 y S0O2-1 correspondiente a la secuencia SEQ ID
NO: 19. El cebador S01l1 corresponde a la secuencia entre
los nucleStidos 1035 y 1059 de la secuencia publicada por
Marraccini et al., supra. Por otro lado, el cebador S02-1
corresponde a los filtimos 24 nuclebtidos de la secuencia
publicada. La sintesis de la primera hebra del ADNc (paso
de transcripcién inversa) se efectué de acuerdo a 1lo
descrito por el proveedor (45 min, 48°C). Los siguientes
pardmetros fueron utilizados por la reaccién de PCR: 45
ciclos (60 seg a 94°C para el paso de desnaturalizaci6n, 50
gseg a 52°C para el paso de recocido, 4 min a 68°C para el
paso de alargamiento) con una obtencién final de 68°C

durante 7 min.
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En este experimento se obtuvo un producto de la
PCR de 1590 pb correspondiente a la secuencia de ADNc de
118 flanqueada por los cebadores SOl11 y S502-1. El resultado
confirmd que el ARNm de 118 estuvo ausente de todo el
tejido probado, es decir, las raices, hojas, flores, pero
estuvo efectivamente presente en embriones somdticos de
Coffea canephora asi como en semillas a las 27 WAF.

En segundo lugar, se probS la presencia del ARNm
sentido del a-galactosidasa efectuando una reaccifn de RT-
PCR usando tnicamente el cebador B33, correspondiente a la
secuencia SEQ ID NO: 21 durante la fase de transcripcién
inverpa (condicién 1). Esete cebador corresponde a la
secuencia complementaria de los nucleStidos 1286 a 1314 de
la secuencia SEQ 1ID NO: 1.

En paralelo, se efectud la deteccién del ARNm
antisentido de la a-galactosidasa usando fGnicamente el
cebador Bll durante la fase de transcripcién inversa
(condicién 2). Este cebador corresponde a la secuencia
entre los nuclebtidoe 50 y 78 de la secuencia SEQ ID NO: 1.
Después de esta transcripcién inversa (45 min, 48°C), 1la
mezcla de reaccién fue tratada a 94°C durante 1 min para
inactivar la transcriptasa inversa MMLV. El oligonucleétido
ausente, Bll en la condicién 1 y B33 en la condicién 2, fue
agregado y la reaccién continué por medio de una PCR: 45
ciclos (60 seg a 94°C para el paso de desnaturalizacién, 90

Beg a 45°C para el paso de recocido, 4 min a 68°C para el

95
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paso de alargamiento) con una extensién final a 68°C
durante 7 min. Usando las células somiticas de C. arabica
no transformada, se observé un producto de amplificacién de
1310 pb para el experimento en la condicién 1 pero no para
la condicién 2. Sin embargo, para embriones somiticos
obtenidoe de una pléntula de café transformada por el
vector pBIA9, fue ©posible detectar un producto de
amplificacién durante la condicién experimental 2,
confirmando la presencia del ARNm antisentido de la a-

galactosidasa.
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REIVINDICACIONES

1. Una célula de planta de café&, que produce
galactomanancos, célula la cual se caracteriza por haber
sido modificada de modo que el nivel endb6geno de actividad
de a-galactosidasa Be reduzca de modo que se incremente la
ramificaci6tn de la galactosa de los galactomananos.

2. La célula de planta de café de conformidad
con la reivindicacién 1, caracterizada porque contiene un
4cido nucleico que es tramnscrito a un 4cido ribonucleico,
el cual es antisentido al ARNm, o una parte del mismo
derivada del gen de la a-D-galactosidasa.

3. La célula de planta de café de conformidad
con la reivindicacién 2, caracterizada porgque el &cido
nucleico que es transcrito a un acido ribonucleico, el cual
es antisentido al ARNm, o una parte del mismo, derivado del
gen de la a-D-galactosidasa esti bajo el control de un
promotor constitutivo o inducible.

4. La célula de planta de café de conformidad
con la reivindicacidn 3, caracterizada porque el promotor
es el promotor cspI del café.

5. Una planta de café, caracterizada porque
comprende una c¢élula de planta de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones precedentes.

6. Un método para preparar café soluble,

caracterizado porque comprende el paso de usar semillas de

6o
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café derivadas de una planta de café de conformidad con la
reivindicacién 5.

7. Un método para incrementar la solubilidad
del café, caracterizado pérque incluye el paso de usar
semillas de café derivadas de una planta de conformidad con
la reivindicacién 5.

- 8. El uso de semillas derivadas de una planta
de café de conformidad con la reivindicaciém 5, para 1la

preparaci6n de café soluble.
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Listado de Secuencias

SEQ ID NO: 1

TGCTOCACAAMGCAGTOGCAATGAGT TGAT TGATCARCACCAATTTACCATGGOOGCTGCTT
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ATGTTATGAATCAATTCAAAGCAAT TATGTGT T TTGAAGAGATTAAGTCAATAAAT

SEQ ID NO: 2
MAAAYYYLFSSKKSHQKLVLRASLLMFLCFLAVENVGASARRMVKSPGTEDYTRRS
LLANGLGLTPPMGWNSWNHFSCNLDEKLIRETADAMASKGLAATLGYKYINLDDCW
AELNRDSQGNLVPKGSTFPSGIKALADYVHSKOLKLGIYSDAOTQTCSKTMPGSLGH
EEQDAKTFASWGVDYLKYDNCNDNNISPKERYPIMSKALLNSGRSIFFSLCEWGDED
PATWAKEVGNSWRTTGDIDDSWS SMTSRADMNDKWASYAGPGGWNDPDMLEVG
NGGMTTTEYRSHFSIWALAKAPLLIGCDIRSIDGATFQLLSNAEVIAVNQDKLGVQG
KKVKTYGDLEVWAGPLSGKRVAVALWNRGSSTATITAYWSDVGLPSTAVVNARDL

WAHSTEKSVKGQISAAVDAHDSKMYVLTPQ

SEQ ID NO: 3 (BETAI)

ATGGTGAAGTCTCCAGG

SEQ ID NO: 4 (BETA3)

TCACTGTGGGGTTAGGA

SEQ ID NO: 5 (BETA 100}

TGCTCCACARAGCAGTGGCAATT

SEQ ID NO: 6 (BETAIOI)

ATTTATTGACTTAATCTCTTCAA

SEQ ID NO 7: 210-1
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CGGGGTACCCCGCCTCTTITCTTTTGAAGTACAAG

SEQ ID NC 8: BAGUS 2

CGCGGATCCGCGTCTCTGACAACAGAGGAGAGTGT

SEQ ID NO: 5. KpnI

CGGGGTACCCCG

SEQ ID NO 10: DamHI

CGCGGATCCGCG

SEQ ID NO 11: UP213-1

CGGGGTACCCCGACAAAAGATTGAACAATACATGTC

SEQ ID NO12:TNOS1

CGCGGATCCGCGAAGCTCGAATTTCCCCGATCSTT

SEQ ID NO 13: TNOS2
CGGGGTACCCCGGAATTCCCGATCTAGTAACATAG

SEQ ID NC 14: BETAlO00BI

CGCGGATCCGCGTGCTCCACAAAGCAGTGGCAATT

SEQ ID NO i5: BETAlOlBI

CGCGGATCCGCGATTTATTGACTTAATCTCTTCAA

A
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SEQ ID NO 16: UPSALl

CACGCGTCGACCCTCCACCGCQGETGGCGGCCGLTC

SEQ ID NO 17: UPSAL2

GGGCCCCCCCTCGAGGTCGACGG

SEQ ID NO 18: S0O11

TTCTTTTGTTCCTCGGCTGTTTG

SEQ ID NO 19: S02-1

CCAAACATCAAACTTCTCGCAATC

SEQ ID NO: 20 (BETAll)

ATGGCCGCTGCTTATTACTACCTTTTIT

SEQ ID NO: 21 (BETA33)

TCACTGTGGGGTTAGGACATACATTTT

61
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