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DESCRIPCION

Moléculas de ADN y promotores y Genes estructurales que codifican para la pectato liasa de fresa, y
su utilización en la obtención de fresas transgénicas.

Campo técnico de la invención

Dentro del amplio campo de la Bioloǵıa Molecular y sus aplicaciones en Agricultura y Horticultura,
la presente invención se encuadra dentro del campo de la obtención de productos agŕıcolas transgénicos.

Más concretamente, la presente invención se refiere a una nueva molécula de ADNc y al promotor del
gen que codifica para la pectato liasa de fresa y a su utilización en la obtención de fresas transgénicas.

Estado de la técnica anterior

La maduración de los frutos se caracteriza por ser un proceso en el que el fruto al final de su ma-
duración sufre un reblandecimiento debido a una degradación de las paredes celulares de las células del
fruto. Ello hace, que la gran mayoŕıa de los frutos sean muy perecederos y que una vez maduros éstos
sean de dif́ıcil recolección, almacenamiento, transporte y comercialización.

El reblandecimiento se debe fundamentalmente a la inducción en los últimos estadios de maduración
de enzimas hidroĺıticas de pared celular que degradan la misma. Una de las hidrolasas más potentes en
la maceración de las paredes celulares es la pectato liasa enzima que cataliza la hidrólisis de las pectinas
atacando enlaces glicośıdicos 1,4 que unen los monómeros de ácido galacturónico, que son los constitu-
yentes principales de las pectinas.

La aplicación de las técnicas de Bioloǵıa Molecular ha permitido la modificación genética positiva de
determinadas plantas, permitiendo la obtención de frutos transgénicos que presentan importantes venta-
jas comerciales.

Un claro ejemplo lo constituye el tomate. Mediante la tecnoloǵıa del ARN antisentido se han conse-
guido frutos transgénicos de tomate que poseen actividades reducidas de las enzimas poligalacturonasa
(PG) y pectin metil esterasa (PE).

Aśı, en los tomates transgénicos FLAVR SAVRTM, que actualmente se comercializan en Estados Uni-
dos por la multinacional Calgene, se ha conseguido que la actividad PG se reduzca a menos de un 1 % de
la actividad de tomates normales. Estos tomates transgénicos son más resistentes al resquebrajamiento
y al daño mecánico que los tomates de variedades no transgénicas, por lo que presentan ventajas a la
hora de su recolección, transporte y almacenamiento. También presentan la ventaja de que no necesitan
ser recolectados hasta que no se encuentran en sus últimos estadios de maduración, que es cuando el
sabor y otras propiedades organolépticas de los tomates son mejores. Además, hay que resaltar que este
tipo de tomate también presenta una mayor viscosidad y un mayor contenido de sólidos. Estos tomates
transgénicos han sido comercializados por ZENECA (U.K.) para la obtención de una nueva clase de pasta
de tomate.

También se han conseguido, utilizando técnicas de ARN antisentido, tomates transgénicos que pre-
sentan unos niveles muy bajos de PE, y como consecuencia de ello, una mayor viscosidad de la pulpa de
tomate.

Además, de los tomates, se han obtenido otras plantas transgénicas ya patentadas de gran interés
agronómico.

Sin embargo, como puede observarse por los comentarios anteriores, todav́ıa no se ha trabajado en el
campo de la fresa, fruto altamente delicado y perecedero de gran interés comercial.

Pues bien, el solicitante ha investigado intensamente en el campo de la fresa obteniendo unos resul-
tados espectaculares que constituyen la base de la presente invención.

Descripción detallada de la invención

La presente invención, tal y como se indica en su enunciado, se refiere a moléculas de ADNc y pro-
motores y genes que codifican para la pectato liasa de fresa, y a su aplicación en la obtención de fresas
transgénicas.
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Como es sabido, la fresa (Fragaria X ananassa, C.V. Chandler) es una planta rosácea con tallos rastre-
ros y con estolones, hojas pecioladas, vellosas, blancas por el envés, divididas en tres segmentos aovados
y con dientes gruesos en el margen. Las flores son pedunculadas blancas o amarillentas solitarias o en
corimbos poco nutridos.

El fruto casi redondo, y rojo está formado por aquenios dispuestos sobre el receptáculo floral y es muy
apreciado por su suculento sabor y su fragancia.

Las fresas, aunque se utilizan ampliamente para la fabricación de compotas y mermeladas, son también
muy apreciadas para su consumo directo al natural.

Sin embargo, se trata de un fruto sumamente delicado que se estropea con mucha facilidad durante
su manipulación y almacenamiento, lo que repercute en grandes pérdidas económicas.

El Departamento de Bioqúımica y Bioloǵıa Molecular de la Universidad de Córdoba, en sus investi-
gaciones sobre los procesos de maduración de las fresas ha conseguido clonar genes de la fresa aśı como
sus ADNc correspondientes, que codifican para una pectato liasa.

La utilización de estos genes, sus promotores y ADNc correspondientes, por técnicas de ARN antisen-
tido y de sobreexpresión genética permite la obtención de fresas transgénicas con mejores cualidades de
dureza de sus paredes celulares. En efecto, se consigue disminuir la cantidad de actividad de pectato liasa
en fresa lo que permite la obtención de frutos con mayor resistencia, viscosidad y mejores propiedades
organolépticas.

Estas propiedades son altamente ventajosas desde el punto de vista de recolección, almacenamiento,
transporte y comercialización de la fresa, lo que redunda en un valor económico añadido al producto.

Concretamente, el ADNc se ha obtenido mediante un escrutinio diferencial de una genoteca substrac-
tiva de ADNc de fruto de fresa. La libreŕıa substractiva se construyó en fago lambda ZAP II de la casa
Stratagene mediante técnicas convencionales (Medina-Escobar y col., Analitical Biochemistry, “Cloning
and characterization of cDNAs from genes differentially expressed during the strawberry fruit ripening
process by a MAST-PCR-SBDS method”, pendiente de publicación). La genoteca se exploró utilizando
como sondas ADNc correspondiente a frutos verdes (inmaduros) y frutos rojos (maduros).

La secuencia completa del ADNc aśı obtenido se muestra en la SEQ ID. No:1, y la secuencia de su
correspondiente proteina se muestra en la SEQ ID. No: 2.

Para el aislamiento del promotor de la pectato liasa, se procedió a la construcción de una genoteca
de ADN genómico de fresa en fago Lambda FIX (Stratagene) de acuerdo con las recomendaciones de la
casa suministradora del fago. Dicha genoteca se exploró utilizando como sonda el ADNc correspondiente
a la pectato liasa de fresa.

Las secuencias completas promotoras y codificantes aśı obtenidos se indican en las SEQ ID. No: 3,
SEQ. ID. No: 4 o SEQ. ID No: 5.

Para la utilización del ADNc y promotores indicados anteriormente en la producción de fresas
transgénicas, se emplearon técnicas habituales en el campo de la Bioloǵıa Molecular.

Modos de realización de la invención

La presente invención se ilustra adicionalmente mediante los siguientes Ejemplos que no pretenden
ser limitativos de su alcance.

Ejemplo 1

Extracción del ADN genómico de fresa.

El ADN genómico de fresa se extrajo como sigue: se mantuvieron hojas jóvenes en agua destilada
en la oscuridad a 4◦C durante dos d́ıas. Después de ello, se trituraron 2 g de las hojas bajo nitrógeno
ĺıquido para obtener un polvo fino, que se resuspendió suavemente en 25 ml de una solución tampón (50
mM Tris-HCl, pH 8,0, 100 mM NaCl, 50 mM EDTA., 1 % β-mercapto etanol, 4 % SDS y 6 % polivinilpo-
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lipirrolidona) caliente (65◦C). El β-mercaptoetanol, SDS y PVP se añadieron justo antes de su uso. La
mezcla se incubó en un horno rotatorio a 65◦C durante 1 hora con suave rotación. Después se añadieron
8 ml de acetato potásico 3M, pH 4,8, y la mezcla resultante se incubó en hielo y después se centrifugó a
10.000 rpm en una microcentrifuga, durante 10 minutos y el sobrenadante se filtró suavemente a través de
una doble capa de “mira-cloth”. Se añadieron dos volúmenes de etanol enfriado con hielo y se extrajo el
DNA con un microcapilar, se lavó 23 veces en etanol enfriado con hielo y se secó a temperatura ambiente.

Ejemplo 2

Obtención del clon genómico de la Rectato liasa de fresa.

Una vez plaqueada la genoteca a una densidad de 50.000 pfu/placa (10 placas) esta se transfirió a
filtros de nylon mediante procedimientos estándares. Los filtros se prehibridaron durante 4 h a 65◦C en
una solución constitúıda por 5 X SSC, % X Denhardt’s 0,1 % SDS y 100 µg.ml−1 de ADN de esperma
de salmón. A continuación se añadió una sonda radioactiva procedente de ADNc de la pectato liasa de
fresa, generada por procedimientos estándares utilizando el “kit oligolabelling” de la casa Pharmacia,
a una concentración de 106 cpm.ml−1. Los clones positivos se aislaron y se subclonaron en plasmido
pbluescript KS+ de acuerdo a procedimientos estándares y se procedió a su secuenciación en un sistema
de secuenciación automático de la casa Applied Biosystems y utilizando el Kit de secuenciación AmpliTaq
DNA Polymerase, PS de la casa Perkin-Elmer.

Lista de secuencias

INFORMACION GENERAL:

SOLICITANTE:

NOMBRE: Universidad de Córdoba

CALLE: Alfonso XIII, n◦ 13

CIUDAD: Córdoba

PROVINCIA: Córdoba

PAIS: España

CODIGO POSTAL: 14001

TITULO DE LA INVENCION: Moléculas de ADN y promotores y genes estructurales que codifican para
la pectato liasa de fresa, y su utilización en la obtención de fresas transgénicas.

NUMERO DE SECUENCIAS: 5

FORMA LEGIBLE POR ORDENADOR:

TIPO DE SOPORTE: disco de 3 1/4”

ORDENADOR: compatible

SISTEMA OPERATIVO: Windows 95

SOFTWARE: Microsoft Word para Windows 95

DATOS ACTUALES DE LA SOLICITUD:

NUMERO DE SOLICITUD: 9700657

FECHA DE SOLICITUD: 26 de marzo de 1.997

INFORMACION SOBRE EL REPRESENTANTE/AGENTE:

NOMBRE: Javier Ungŕıa López

NUMERO DE REGISTRO: 392/1
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INFORMACION SOBRE TELECOMUNICACION:

TELEFONO: 914136062

FAX: 914136417

INFORMACION DE LA SEQ ID NO:1:

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

LONGITUD: 1408 nucleótidos

TIPO: secuencia de nucleótidos

NUMERO DE CADENAS: 1

TOPOLOGIA: lineal

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:1

INFORMACION DE LA SEQ ID NO:2:

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
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LONGITUD: 396 aminoácidos

TIPO: secuencia de aminoácidos

NUMERO DE CADENAS : 1

TOPOLOGIA: lineal

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:2

M HFYMT PLLLL LALLV 16

CVSAS VENGK PVQSR FVEVV 36

EEPRS SFNSS MADRS NDHWN 56

EHAVD NPEEI ASLVD TSIRN 76

SSTRR ELGYF SCATG NPIDD 96

CWRCD PQWQR HRKRP ANCGI 116

GFGRN AVGGR DGKYY VVSDP 136

GHDDP VNPRP GTLRH AVIQD 156

RPLWI VFKRD MVITL KQELI 176

MNSFK TIDAR GVNVH IAYGG 196

CITIQ FVTNV IIHGL HIHDC 216

KPTGN AMVRS SPSHY GWRTM 236

ADGDG ISIFG SSHIW VDHNS 256

LSNCA DGLID AIMGS TAITI 276

SNNYF THHNE VMLLG HSDSY 296

TRDKQ MQVTI AYNHF GEGLI 316

QRMPR CRHGY FHVVN NDYTH 336

WEMYA IGGSA DPTIN SQGNR 356

YLAPN NRFAK EVTHR VQTTG 376

RWRHW NWRSE GDLLL NGAYF 396

INFORMACION DE LA SEQ ID NO:3:

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

LONGITUD: 900 nucleótidos

TIPO: secuencia de nucleótidos

NUMERO DE CADENAS : 1

TOPOLOGIA: lineal

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:3
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INFORMACION DE LA SEQ ID NO:4:

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

LONGITUD: 2438 nucleótidos

TIPO: secuencia de nucleótidos

NUMERO DE CADENAS : 1

TOPOLOGIA: lineal

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:4
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INFORMACION DE LA SEQ ID NO: 5:

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

LONGITUD: 2908 nucleótidos

TIPO: secuencia de nucleótidos

NUMERO DE CADENAS : 1

TOPOLOGIA: lineal

8



ES 2 127 698 B1

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 5
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REIVINDICACIONES

1. Moléculas de ADN caracterizadas por tener secuencias codificantes y promotoras de genes de
pectato liasa de fresa, (Fragaria X, Ananassa C.V. Chandler).

2. Molécula de ADN, según la reivindicación 1, caracterizada por tener la secuencia indicada en la
SEQ. ID. No: 1.

3. Molécula de ADN, según la reivindicación 1, caracterizada por tener la secuencia indicada en la
SEQ. ID. No: 3.

4. Molécula de ADN, según la reivindicación 1, caracterizada por tener la secuencia indicada en la
SEQ. ID. No: 4.

5. Molécula de ADN, según la reivindicación 1, caracterizada por tener la secuencia indicada en la
SEQ. ID. NO: 5.N

6. Utilización de las moléculas de ADN de las reivindicaciones 1 a 5 anteriores, en la producción de
fresas transgénicas, empleando técnicas estándar de Bioloǵıa Molecular.
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DE PATENTES Y MARCAS

ESPAÑA
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