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DESCRIPCION

Secuencia reguladora de la expresién especifica en
fruto de un gen y sus aplicaciones.

Campo de la invencion

La invencién se relaciona, en general, con la obten-
cién de secuencias de ADN reguladoras de la expre-
sion especifica de tejidos o de células diana de genes,
por ejemplo, genes heterélogos en plantas, en particu-
lar, con una secuencia de ADN reguladora (promotor)
especifico de fruto, por ejemplo, de fresa, que deter-
mina la expresion en ese 6rgano de cualquier gen que
se introduzca en dicha especie por ingenieria genéti-
ca.

Antecedentes de la invencién

Uno de los objetivos de la ingenieria genética es el de
obtener plantas con caracteristicas mejoradas. En re-
lacién con plantas que producen fruto, estas caracte-
risticas incluyen, entre otras, el control de la madura-
cion del fruto, mejoras en las caracteristicas nutricio-
nales de las partes comestibles del fruto, resistencia a
plagas y enfermedades de plantas, etc.

Para manipular y controlar de forma estable una de-
terminada caracteristica de una planta se requiere, por
una parte, identificar y aislar el gen o genes que codi-
fican o regulan dicha caracteristica particular, y, ade-
mads, identificar y aislar los elementos genéticos esen-
ciales para la expresion y/o control del gen o genes
aislados para que la planta manifieste dicha caracteris-
tica de forma controlada o controlable. Entre dichos
elementos genéticos esenciales se encuentran los ele-
mentos de control de la transcripcién conocidos como
promotores.

Se han descrito algunos promotores que dirigen la
expresion de genes heterdlogos especificos de fru-
to de fresa silvestre (Fragaria vesca), por ejemplo,
los promotores identificados como SARS y RJ39 (US
6.043.410). E1 ARNm SARS se expresa durante el de-
sarrollo del fruto y la maduracién, exhibe una expre-
sion decreciente durante la maduracién del fruto de
fresa, y es reprimido por auxina. El ARNm RJ39 se
expresa abundantemente durante la maduracién, de
forma creciente a medida que avanza la maduracién
del fruto. No obstante, no se aportan pruebas funcio-
nales de la accién promotora de los mismos, por ejem-
plo, mediante estudios funcionales de expresion tran-
sitoria.

Aunque se han identificado promotores que dirigen la
expresion de genes heter6logos en plantas, por ejem-
plo, de fresa, algunos de ellos especificos de fruto, si-
guen existiendo promotores especificos de fruto que
todavia no han sido descritos. La identificacién de di-
chos promotores especificos de fruto es critica para la
introduccién de las mejoras especificas previamente
mencionadas en plantas que producen fruto.
Compendio de la invencién

La invencién se enfrenta, en general, con el problema
de desarrollar un sistema que sea capaz de expresar un
gen heter6logo especificamente en fruto, por ejemplo,
en fruto de fresa.

La solucién proporcionada por esta invencién se ba-
sa en el aislamiento y caracterizacién de un promo-
tor capaz de dirigir la expresion especifica de frutos
en plantas de fresa, en particular, el promotor del gen
FaALKE de fresa (Fragaria x ananassa). La especi-
ficidad de dicho promotor se ha puesto de manifiesto
mediante un ensayo que comprende la expresion del
gen de la luciferasa en frutos de fresa bajo el control

2

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

de dicho promotor (Ejemplo 2).

El empleo de un promotor como el proporcionado por
esta invencién permite manipular genéticamente fru-
tos, por ejemplo, el fruto de fresa y obtener plantas,
por ejemplo, plantas de fresa, con caracteristicas me-
joradas, a la vez que se evitan los efectos deletéreos de
una expresion del gen heterélogo en la totalidad o en
parte de la planta. Una de las ventajas de disponer de
un promotor como el proporcionado por esta inven-
cion es que permite circunscribir la expresion del gen
heterdlogo al cual antecede para que éste se exprese
s6lo en el lugar y momento deseado para obtener el
efecto esperado. Otra de las ventajas radica en que la
secuencia de nucleédtidos correspondiente al promotor
no es fordnea en la especie (para el caso de la fresa),
lo que garantiza su especificidad y evita su identifica-
cién como molécula extrafia por la célula.

Por consiguiente, un objeto de esta invencién lo cons-
tituye una secuencia de nucleétidos reguladora de la
expresion especifica en fruto de un gen que compren-
de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEC.
ID. N° 1, o un fragmento de la misma, o una secuen-
cia de nucleédtidos sustancialmente andloga a dichas
secuencias. El empleo de dicha secuencia de nucle6-
tidos para la obtencién de plantas transgénicas cons-
tituye un objeto adicional de esta invencion.

Otro objeto adicional de esta invencién lo constituye
una construccién de ADN que comprende la totali-
dad o parte de dicha secuencia de nucleétidos y una
secuencia de ADN codificante de un producto de inte-
rés, asi como un vector que contiene dicha secuencia
o construccién de ADN y una célula transformada con
dicho vector.

Otro objeto adicional de esta invencién lo constitu-
ye el empleo de dicha secuencia de ADN, o de dicha
construccién de ADN, en la produccién de plantas
transgénicas que expresan especificamente en fruto
una secuencia de ADN de interés. Las plantas trans-
génicas resultantes constituyen otro objeto adicional
de esta invencion.

Otro objeto adicional de esta invencién lo constitu-
ye un método para modificar el fenotipo de un fruto
en una planta transgénica que comprende crecer dicha
planta transgénica para que produzca frutos, en el que
las células de dichos frutos comprenden en su geno-
ma, al menos, una de dichas construcciones de ADN.
Otro objeto adicional de esta invencién lo constitu-
ye un método para expresar un gen heter6logo en un
fruto que comprende introducir en una planta dicha
construccién de ADN.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra una representacion esquematica
del vector plasmidico pGL3-Basic (Promega).

La Figura 2 es una grafica que muestra la actividad
luciferasa de los extractos de frutos maduros de fre-
sa que habian sido disparados con ADN correspon-
dientes a plasmidos pGL3 sin promotor, con promotor
FaALKE, e incubados los frutos en luz y en obscuri-
dad.

Descripcion detallada de la invencion

La invencién proporciona una secuencia de nucleoti-
dos reguladora de la expresion especifica en fruto de
una secuencia de dcido nucleico, en adelante secuen-
cia de nucledtidos de la invencion, seleccionada entre:

a) una secuencia de nucleétidos que comprende la
secuencia de nucledtidos mostrada en la SEC.
ID. N°: 1
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b) un fragmento de dicha SEC. ID. N°: 1 que man-
tiene la capacidad reguladora de la expresion
especifica en fruto; y

¢) una secuencia de nucledtidos que es sustancial-
mente andloga a la secuencia de nucledétidos de-
finida en a) o en b).

En el sentido utilizado en esta descripcion, el término
“andloga” pretende incluir a cualquier secuencia de
nucleétidos que posee, al menos, la capacidad regula-
dora de la expresion especifica en frutos. Tipicamente
la secuencia de ADN andloga se puede aislar de cual-
quier organismo productor de dicha secuencia andlo-
ga en base a la secuencia de nucle6tidos mostrada en
la SEC. ID. N° 1; o bien se construye en base a la
secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEC. ID. N*:
1 mediante la sustitucién de uno o mas nucleétidos, la
insercion de uno o mas nucleétidos en la secuencia, la
adicién de uno o més nucledtidos en cualquiera de los
extremos de la secuencia, o la delecion de uno o mas
nucledtidos en cualquier extremo o en el interior de
la secuencia. Por ejemplo, la secuencia de ADN ana-
loga puede ser una sub-secuencia de la secuencia de
nucledtidos mostrada en la SEC. ID. N° 1.

En general, la secuencia de ADN andloga es sus-
tancialmente homdloga a la secuencia de nucleétidos
identificada como la SEC. ID. N°: 1. En el sentido uti-
lizado en esta descripcidn, la expresion ““sustancial-
mente homoéloga” significa que las secuencias de nu-
cledtidos en cuestién tienen un grado de identidad, a
nivel de nucleétidos, de, al menos, un 60%, preferen-
temente de, al menos un 85%, o més preferentemente
de, al menos, un 95%.

La secuencia de nucleétidos de la invencidén puede
proceder de cualquier organismo que la contiene, por
ejemplo, fresa (Fragaria x ananassa) o de un orga-
nismo hospedador transformado con dicha secuencia
de ADN. La secuencia de nucleétidos de la invencion,
puede ser aislada, mediante técnicas convencionales,
a partir del ADN de cualquier especie que la contiene
mediante el empleo de sondas o de oligonucleétidos
preparadas a partir de la informacidn sobre la secuen-
cia de nucleétidos de la invencion.

En una realizacion particular, la secuencia de nucleé-
tidos de la invencién es la secuencia mostrada en la
SEC. ID. N°: 1, que corresponde a la secuencia de
nucleétidos del promotor del gen FAALKE de fresa
(Fragaria x ananassa). Ensayos funcionales realiza-
dos por los inventores han puesto de manifiesto que
dicha secuencia es una secuencia reguladora de la ex-
presion especifica en fruto de fresa de una secuencia
de un 4cido nucleico heter6logo (Ejemplo 2).

El aislamiento e identificacion de dicho promotor se
ha realizado mediante su clonacién a partir de una
genoteca de clones genémicos de fresa (Fragaria x
ananassa, cv. Chandler). Para la clonacién se proce-
dié como se indica a continuacidén. Brevemente, se
prepard una genoteca de clones genémicos de fresa
en el vector Lambda FIXII (Stratagene) por métodos
convencionales descritos en los manuales de Biologia
Molecular y siguiendo las especificaciones de la ca-
sa comercial (Stratagene) para el vector Lambda FI-
XII. La genoteca fue plaqueada en placas de Petri so-
bre un soporte de agar, analizdndose hasta un total de
10° placas de lisis. Como sonda se utilizé la regién 5°
de un clon parcial de ADN complementario (ADNc),
que fue denominado FaALKE por la homologia en la
secuencia codificada de aminoacidos a proteinas de
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la familia aldo-ceto reductasas. Dicho clon parcial,
que se utiliz6 como molde para la sonda, se obtuvo
a partir de una genoteca de sustraccién (rojos menos
verdes) preparada a partir de frutos de fresa. De la hi-
bridacion de la sonda con el ADN de las placas de
lisis transferidos a membranas se identific un tnico
clon genémico que hibridaba con la sonda de FaAL-
KE, en condiciones de alta astringencia. El clon ge-
némico identificado, de 4,2 kilobases (kb), se ampli-
fic6 mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) utilizando la enzima Pwo polimerasa termoes-
table (Boehringer) y un programa de PCR estdndar.
El fragmento amplificado se digirié con la enzima de
restriccion BamH]I, y uno de los fragmentos de la di-
gestion, de 2,7 kb, hibrid6 con la sonda de FAALKE,
por lo que se identificé como el fragmento que te-
nia la regién promotora de FAALKE. Este fragmen-
to que contenia la regiéon promotora, fue subclonado
en el vector PBSKII (Stratagene), en el sitio BamHI-
EcoRV de la region de clonaje multiple de dicho vec-
tor. El fragmento de ADN correspondiente a la region
promotora de FaAALKE fue secuenciado en su totali-
dad, por el método de didesoxi. En la secuencia del
fragmento se identificé la regién 5’ correspondiente
al ADNc de FaALKE. De esta forma se obtuvo la se-
cuencia definitiva de 1,2 kb del promotor, obtenida
al quitar de la secuencia de ADN clonada la corres-
pondiente a la region 5’ del ADNc de FaALKE. La
secuencia de nucledtidos resultante es la identificada
como SEC. ID. N°: 1.

La secuencia de nucleétidos de la invencién puede
actuar como secuencia reguladora de la expresion de
una secuencia de un 4cido nucleico heterélogo en fru-
tos, por ejemplo, frutos cuya parte comestible sea fun-
damentalmente tejido de receptaculo, tales como fre-
sas, manzanas, peras, etc., frutos de la vid, hortalizas,
tales como tomates, pimientos, etc.

La secuencia de nucleétidos de la invencion puede
utilizarse en el desarrollo de construcciones de ADN
que incluyan, ademas, secuencias codificantes de pro-
ductos de interés que, a su vez, pueden integrarse
en vectores recombinantes de expresion. Para ello, se
pueden utilizar distintas técnicas ampliamente cono-
cidas en el estado de la técnica [Sambrook et al, “Mo-
lecular cloning, a Laboratory Manual”, 2™ ed., Cold
Spring Harbor Laboratory Press, N.Y., 1989 Vol 1-
3] algunas de los cuales se muestran en la presente
invencién. Estos vectores recombinantes permiten la
expresion de distintos productos de interés en frutos,
por ejemplo, en fruto de fresa. Estas construcciones
pueden contener otros elementos reguladores de la
expresion especifica del fruto en cuestiéon dependien-
do del vector recombinante utilizado, etc. Todas estas
posibles construcciones de ADN conteniendo como
denominador comiin la secuencia de nucleétidos de
la invencidn asi como el uso de las mismas para la
transformacién de plantas forman parte de la presente
invencion.

Por tanto, la invencién proporciona una construccién
de ADN que comprende la secuencia de nucleétidos
de la invencidén operativamente unida a una secuen-
cia de ADN heter6logo codificante de un producto de
interés, por ejemplo, un péptido, polipéptido, protei-
na, actividad o ARN de interés. En una realizacién
particular, se prepar6 una construcciéon de ADN que
comprendia una secuencia de ADN codificante de ac-
tividad luciferasa bajo el control de la secuencia de
nucledtidos de la invencidn para evaluar la especifici-
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dad de la expresion de dicho gen en frutos de fresa. La
construcciéon de ADN proporcionada por esta inven-
cién también puede contener, operativamente unidos,
unos elementos reguladores de la expresion funciona-
les en plantas, por ejemplo, una secuencia de termina-
cién de la transcripcion, etc.

La secuencia de nucledtidos de la invencidn, o la
construccién de ADN proporcionada por esta inven-
cién, puede ser insertada en un vector apropiado. Por
tanto, la invencion también se refiere a un vector,
tal como un vector de expresion, que comprende di-
cha secuencia de nucleétidos de la invencion, o dicha
construccién de DNA. La eleccién del vector depen-
dera de la célula hospedadora en la que se va a intro-
ducir posteriormente. A modo de ejemplo, el vector
donde se introduce dicha secuencia de ADN puede
ser un pldsmido o un vector que, cuando se introduce
en una célula hospedadora, se integra en el genoma
de dicha célula y se replica junto con el cromosoma
(o cromosomas) en el que (o en los que) se ha inte-
grado. La obtencién de dicho vector puede realizarse
por métodos convencionales conocidos por los técni-
cos en la materia [Sambrok et al., 1989, citado supral.
La invencién también proporciona una célula que
comprende una secuencia de nucleétidos de la inven-
cién, o una construccién de ADN que contiene a dicha
secuencia de nucleétidos o dicho vector mencionado
mads arriba. Las células hospedadoras que se pueden
transformar con la secuencia de nucleétidos de la in-
vencién pueden ser procaridticas o, preferentemen-
te, eucaridticas, tales como células de tejidos vege-
tales. La transformacion de células de tejidos vegeta-
les también puede realizarse por métodos convencio-
nales. Para una revisién de la transferencia génica a
plantas, incluyendo vectores, métodos de transferen-
cia de ADN, etc., véase, por ejemplo, el libro titulado
“Ingenieria genética y transferencia génica”, de Marta
Izquierdo, Ed. Piramide (1999), en particular, el capi-
tulo 9, titulado “Transferencia génica a plantas”, pa-
ginas 283-316.

La secuencia de nucleétidos de la invencién puede
ser utilizada para transformar plantas, por ejemplo,
de fresa, manzana, pera, vid, tomate, pimiento, etc.,
y obtener plantas transformadas. La transformacién
de plantas estd ampliamente descrita en el estado de
la técnica. Como es bien conocido, pueden utilizarse
multiples sistemas, por ejemplo, vectores plasmidi-
cos, liposomas, electroporacién, microinyeccién, di-
fusién, bombardeo de particulas (gene gun), copre-
cipitacién con fosfato de calcio, empleo de vectores
virales, etc.

La secuencia de nucledtidos de la invencién puede
utilizarse para regular la expresion especifica en fru-
to de una secuencia codificante de un péptido, poli-
péptido, proteina, actividad o ARN de interés en una
planta. En este sentido, la secuencia de nucleétidos de
la invencién puede utilizarse para manipular plantas
con el fin de introducir en ellas alguna caracteristica
comercial o agricolamente deseable, por ejemplo, re-
tardo en la maduracién del fruto, incremento del con-
tenido en azicares, resistencia a patégenos, cambio
en las propiedades organolépticas del fruto, desarro-
1lo de color, cambios de aroma, cambios en el tamafio
del fruto, dureza de los frutos, vida post-cosecha, etc.
A modo ilustrativo, la secuencia de nucleétidos de la
invencién puede utilizarse para aumentar el contenido
en azucares del fruto de fresa, por ejemplo, inhibiendo
la accién del gen de la glucosa-6-fosfatasa mediante
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el control de la transcripcién de una secuencia anti-
sentido correspondiente a una o ambas subunidades
de dicha enzima. Otros genes involucrados en el con-
trol del contenido en azicares en frutos incluyen el
gen de la sacarosa sintasa, el de la sacarosa fosfato
sintasa, el de la ADP glucosa pirofosforilasa o el de la
invertasa. Alternativamente, en las construcciones de
ADN proporcionadas por esta invencién se podrian
utilizar genes o secuencias de ADN que proporcionan
resistencia frente a patégenos, por ejemplo, genes que
estimulan la produccién de fitoalexinas, genes de re-
sistencia a enfermedades, genes de induccién de de-
fensas, genes de resistencia a insectos.

La invencién también proporciona un procedimien-
to para producir una planta transgénica que com-
prende transformar dicha planta con una construccién
de ADN proporcionada por esta invencién, compren-
diendo dicha construccién de ADN una secuencia de
ADN codificante de un producto de interés que pro-
porciona al fruto de dicha planta una caracteristica
mejorada, bajo el control de la secuencia de nucled-
tidos de la invencidn, de manera que la expresion de
la secuencia de ADN codificante contenida en dicha
construccidén provoca una caracteristica mejorada en
el fruto de dicha planta. La planta resultante puede
ser utilizada para la produccién de frutos con caracte-
risticas mejoradas. Ejemplos no limitativos de plantas
a transformar incluyen, plantas de fresa, manzana, pe-
ra, vid, tomate, pimiento, etc. Asimismo, ejemplos no
limitativos de dichas caracteristicas mejoradas inclu-
yen el control de la maduracién del fruto, la mejora en
las caracteristicas nutricionales de las partes comesti-
bles del fruto, la resistencia a plagas y enfermedades
de plantas, el cambio en las propiedades organolépti-
cas del fruto, el desarrollo de color, cambios de aro-
ma, cambios en el tamaiflo del fruto, dureza de los fru-
tos, vida post-cosecha, etc.

En una realizacion particular, la secuencia de nucleé-
tidos de la invencién puede ser utilizada para pro-
ducir plantas de fresa transgénicas mediante un pro-
cedimiento que comprende transformar dicha planta
de fresa con una construccién de ADN proporciona-
da por esta invencién, comprendiendo dicha construc-
cién de ADN una secuencia de ADN codificante de un
producto de interés que proporciona al fruto de fresa
una caracteristica mejorada, bajo el control de la se-
cuencia de nucle6tidos de la invencion, de manera que
la expresion de la secuencia de ADN codificante con-
tenida en dicha construccién provoca una caracterfs-
tica mejorada en el fruto de fresa. La planta resultante
puede ser utilizada para la produccién de fresa (fru-
tos) con caracteristicas mejoradas.

Por tanto, la invencién también proporciona un méto-
do para modificar el fenotipo de un fruto en una planta
transgénica que comprende crecer una planta transgé-
nica para que produzca frutos, en el que las células
de dichos frutos comprenden en su genoma, al me-
nos, una de las construcciones de ADN proporciona-
das por esta invencién. En una realizacién particular,
dicho fruto se selecciona entre fresa, manzana, pera,
uva, tomate y pimiento.

Asimismo, la invencién proporciona un método para
expresar un gen heterélogo en un fruto de una plan-
ta que comprende transformar dicha planta con una
construccién de ADN proporcionada por esta inven-
cién que comprende una secuencia de ADN codifi-
cante de un producto de interés.

En otra realizacién particular, la invencién proporcio-
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na una célula transgénica que comprende una secuen-
cia de nucledtidos de la invencién integrada en su ge-
noma, asi como una planta transgénica que compren-
de, al menos, una de dichas células transgénicas. Di-
chas plantas transgénicas, que constituyen un objeto
adicional de la invencién, se pueden obtener median-
te el empleo de técnicas convencionales, por ejem-
plo, mediante el empleo de técnicas convencionales
de ARNm antisentido y/o sobreexpresion (silencia-
miento en sentido), u otras, por ejemplo, utilizando
vectores binarios u otros vectores disponibles para las
diferentes técnicas de transformacién de plantas exis-
tentes en la actualidad.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencién y no de-
ben ser considerados como limitativos del alcance de
la misma.

Ejemplo 1

Obtencion del promotor de FaALKE

Para clonar la regién promotora se utilizé una libreria
de ADN de fresa clonada en el vector Lambda FIXII
(Stratagene). Se analizaron 10° placas de lisis y solo
se obtuvo un clon positivo. Como sonda se utiliza-
ron 900 pb correspondientes a la regién 5’ del clon
parcial aislado de la librerfa sustractiva de ADNc de
fruto rojo. Una vez identificado el clon positivo se ais-
16 el ADN del fago (Sambrook et al., “Molecular clo-
ning, a Laboratory Manual”, 2™ ed., Cold Spring Har-
bor Laboratory Press, N.Y., 1989 Vol 1-3) y se realiz6
un andlisis de restriccion e hibridacién con la misma
sonda, para identificar el fragmento correspondiente
a la regién promotora. El clon gendémico identificado,
de 4,2 kb no se pudo subclonar y, como alternativa,
se realiz6 una amplificacién enzimatica mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de dicho
clon utilizando los cebadores identificados como T7
(SEC. ID. N°: 2) [TAATACGACTCACTATAGGG] y
ROC4 (SEC. ID. N°: 3) [GCTTGGCAATCTCTTCG]
utilizando la enzima Pwo taq polimerasa (Boehrin-
ger) termoestable. Las condiciones de la PCR fueron
la siguientes: un ciclo de desnaturalizacién inicial de
2 minutos 95°C, seguido de 35 ciclos de desnatura-
lizacién a 95°C durante 30 segundos, anillamiento a
50°C durante 30 segundos y extension a 72°C duran-
te 4 minutos, y finalmente, un ciclo de extension final
a 72°C durante 5 minutos. Posteriormente se realiz6
un andlisis de restriccion e hibridacién del fragmento
amplificado y se identificé una banda de 2,7 kb (en
el fragmento amplificado digerido con BamHI) que
contenia la regién promotora del gen FAALKE que se
subcloné en el vector PBSKII (Stratagene).

El andlisis de la secuencia de este clon puso de ma-
nifiesto que de las 2,7 kb solo 1,2 kb correspondian a
la regién promotora. Dicha secuencia, analizada utili-
zando varios programas informaticos, reveld la pre-
sencia de cajas reguladoras presentes en genes de
plantas que se inducen por luz y dafio mecénico. El
fragmento que contenia la regién promotora, fue sub-
clonado en el vector PBSKII (Stratagene), en el sitio
BamHI-EcoRV de la regién de clonaje multiple de di-
cho vector. El fragmento de ADN correspondiente a la
regién promotora de FAALKE fue secuenciado en su
totalidad, por el método de didesoxi [Servicio de Se-
cuenciacion del Centro de Investigaciones Bioldgicas
(CIB), Consejo Superior de Investigaciones Cientifi-
cas (CSIC), Madrid]. En la secuencia del fragmento
se identifico la regidn 5° correspondiente al ADNc de
FaALKE. De esta forma se obtuvo la secuencia de-
finitiva de 1,2 kb del promotor, obtenida al quitar de
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la secuencia de ADN clonada la correspondiente a la
regién 5° del ADNc de FaALKE. La secuencia de nu-
cledtidos resultante es la identificada como SEC. ID.
N°: 1.
Ejemplo 2
Expresion del gen de la luciferasa en fruto de fresa
bajo el control del promotor de FAALKE
Se realizé este ensayo para comprobar que el promo-
tor de FAALKE controla la expresién de un gen en el
fruto de fresa. El gen de la luciferasa se utiliz6 como
gen testigo.

2.1 Materiales
Se utilizaron frutos maduros de fresa (Fragaria x ana-
nassa, cv. Chandler) que habian sido crecidos en ma-
cetas en condiciones estdndar correspondiente a las
ambientales en la provincia de Huelva en el periodo
Febrero-Mayo de 2000. Para las pruebas biolisticas se
prepararon secciones transversales del fruto (2-3 mm
de espesor), inmediatamente antes de ser ensayados.
El equipo utilizado para hacer los disparos fue Biolis-
tic PSD-1000/He (Dupont, BioRad).

2.2 Métodos
El ADN utilizado para el recubrimiento de las particu-
las de oro coloidal se prepard tal como se indica a con-
tinuacién. El fragmento correspondiente al ADN del
promotor de FAALKE se amplificé por PCR utilizan-
do los cebadores identificados como Kpnl f (SEC. ID.
N°: 4) [AGGTACCCCATCACATCACCAGT] y Hin-
dIII r (SEC. ID. N°: 5) [AAAGCTTTGAGCTAGTT-
TACAAT], que tenfan sitios de restriccién Kpnl y
Hindlll. La ADN polimerasa termoestable utilizada
fue la Pwo (Boehringer). El programa de PCR em-
pleado fue estdndar y las condiciones de la realiza-
cién de la PCR fueron la siguientes: un ciclo de des-
naturalizacién inicial de 2 minutos 94°C, seguido de
35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 30 se-
gundos, anillamiento a 57°C durante 30 segundos y
extension a 72°C durante 3 minutos, y finalmente, un
ciclo de extension final a 72°C durante 5 minutos. El
fragmento amplificado se subclond en el vector plas-
midico pBSKII-EcoRV. El fragmento subclonado en
pBSKII-EcoRV fue liberado por digestién con Kpnl y
HindIll, y subclonado en el vector plasmidico pGL3-
Basic (Promega), que contiene el gen luciferasa [Fi-
gura 1], en los sitios Kpnl - HindlIl de la regién de
clonaje multiple de este vector. Células DH5«a fue-
ron transformadas con la construccién pGL3-promo-
tor. E1 ADN de la construccién pGL3-promotor fue
amplificado in vivo mediante cultivo nocturno de las
células transformadas y el ADN fue purificado utili-
zando el kit comercial Midiprep (Promega).
Posteriormente, 3 mg de particulas de oro fueron re-
cubiertas con 5 ug de ADN plasmidico obtenido tal
como se ha descrito previamente. Para el recubrimien-
to se siguid el protocolo descrito por BioRad para
aplicacién en el equipo Biolistic PSD-1000/He. El
método utiliza Cl,Ca y espermidina.
Las condiciones del ensayo biolistico fueron las si-
guientes:

Presién de disparo 1.800 psi
Distancia ente disco de ruptura 'y
macrocarrier (nivel 2) 4 cm
Distancia entre macrocarrier y la

muestra (nivel 4) 4 cm
Tamafio de particulas de oro 1,6 ug
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Cantidad de ADN por disparo 0,167 ug

Tamafio del corte del fruto 2-3 mm

Disparos por muestra. 2

Medio de pre-incubacién 5 min ~ CPW12

Medio de post-incubacién

24 horas CPW12,
agar 0,7%

El medio CPW (Banks & Evans, 1976, Plant Science
Letters, 7:409-416) se suplementa con 12% (w/v) de
manitol y con acido 3-N-morfolinpropano sulfénico
(MOPs) 20 mM pH 7.

Para medir la actividad luciferasa, los frutos dispara-
dos fueron macerados en nitrégeno liquido, afiadien-
do 1 ml de tampén de lisis [CCLR (del inglés Cell
Culture Lysis Reagent) 1X (Promega) suplementado
con Tris/fosfato 0,3 M pH 7,8] por cada 0,5 g de te-
jido de fruto. Se centrifugé a 4°C durante 10 minu-
tos en microcentrifuga de mesa a maxima velocidad.
Posteriormente, se afiadieron 20 ul del sobrenadante
a 100 pl del reactivo luciferasa (kit Luciferase Assay
System, Promega), y se midi6 en un luminémetro el
desarrollo de la reaccién.

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

2.3 Resultados
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura
2, donde se representa la actividad luciferasa de los
extractos de frutos maduros de fresa que habian si-
do disparados con DNA correspondientes a plasmidos
pGL3 sin promotor FAALKE (pGL3), con promotor
FAALKE e incubados los frutos en luz (Pro-Luc Luz)
y en obscuridad (Pro-Luc Osc).

2.4 Discusion
Los resultados muestran que la regién clonada identi-
ficada como promotor FAALKE es capaz de inducir la
expresion de un gen indicador, el gen de la luciferasa
(gen luc), en frutos maduros de fresa. Para que ocurra
dicha induccion, los frutos han de ser incubados en la
luz continua durante 24 horas.
La necesidad de la luz no es sorprendente puesto que
en la secuencia de nucleétidos correspondiente a la re-
gién promotora se han identificado cajas reguladoras
que responden a la exposicion a la luz.
La expresion en frutos de fresa refuerza los resultados
previos obtenidos sobre la expresion del gen FAAL-
KE en frutos de fresa durante la maduracién. Dichos
resultados se obtuvieron por hibridacién tipo Nort-
hern utilizando como sonda el ADNc correspondiente
al FAALKE.
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REIVINDICACIONES

1. Una secuencia de nucleétidos reguladora de la ex-
presion especifica en frutos de un gen heterélogo se-
leccionada entre:

a) una secuencia de nucleétidos que comprende la
secuencia de nucleétidos mostrada en la SEC.
ID.N°: 1;

b) un fragmento cualquiera de dicha SEC. ID. N°:
1 que mantiene la capacidad reguladora de la
expresion especifica en fruto; y

¢) una secuencia de nucledtidos que es sustancial-
mente andloga a la secuencia de nucleétidos de-
finida en a) o en b).

2. Una construccién de ADN que comprende una se-
cuencia de nucleétidos segtn la reivindicacién 1, ope-
rativamente unida a una secuencia de ADN codifican-
te de un producto de interés.

3. Un vector recombinante que comprende una se-
cuencia de nucledtidos segun la reivindicacién 1, o
una construccién de ADN segtin la reivindicacién 2.
4. Una célula transformada que comprende una se-
cuencia de nucledtidos segin la reivindicacién 1, o
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una construccién de ADN segtn la reivindicacién 2,
o un vector recombinante segtin la reivindicacién 3.
5. Una célula transgénica que comprende, insertada
en su genoma, una secuencia de nucledtidos segin la
reivindicacion 1, o una construcciéon de ADN segtin
la reivindicacién 2, o un vector recombinante segtin
la reivindicacion 3.

6. Una planta transgénica que comprende, al menos,
una célula transgénica segin la reivindicacién 5.

7. Un método para expresar un gen heterélogo en una
planta, que comprende transformar dicha planta con
una construccién de ADN segtin la reivindicacién 2.
8. Método segun la reivindicacién 7, en el que dicha
planta se selecciona entre plantas de fresa, manzana,
pera, vid, tomate y pimiento.

9. Un método para modificar el fenotipo del fruto
de una planta transgénica que comprende crecer una
planta transgénica para que produzca frutos, en el que
las células de dichos frutos comprenden en su geno-
ma, al menos, una construccién de ADN segtin la rei-
vindicacién 2.

10. Método segun la reivindicacién 9, en el que di-
cha planta transgénica se selecciona entre plantas de
fresa, manzana, pera, vid, tomate y pimiento.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Universidad de Mélaga

<120> Secuencia reguladora de la expresion especifica en fruto de un gen y sus aplicaciones
<130> regioén promotora de expresion en fruto de fresa

<160> 5

<170> PatentIn Ver.2.1
<210>1

<211> 1198

<212> ADN

<213> Fragaria x ananassa
<400> 1

aaaccctctg
cagttattgt
aaattaaatt
gctagctett
acgacgtacc
ggggaactcg
gtttcgaaag
gcttaatggt
agaagaagat
cttggttaat
tatatatgta
tttaaatctc
atcttaggat
ataattaatc
gtcttgagtc
ccagaataag
gaataaaaca
gtggcactct
gcacaacaca

antcccectt
tttcccagaa
aaataaccac
cttttttcaa
gttttataaa
agattcaatc
ggggtataaa
aattcccatg
aaaaccttaa
taaagtgttt
aggtgtgtga
acggttataa
tgtgatacat
gtacgtagta
cagtatgggc
aaaaggaata
cagcctaatt
gaggtttgce
catctatcta

ggaggcncce
tacaatatag
acgattaccc
attaatcaca
agatcgagga
aagcagacaa
actataaatt
cacattagcec
aaacaattat
aattgacaat
gttattaata
atgatgatga
gtgataagta
aaataatgga
caagaccaac
aattaaagca
ttccaaagaa
tatataaacqg
tctatttcga
cacattcgat

tagccagagg catatatacc

<210>2

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador T7

<400> 2
TAATACGACTCACTATAGGG

<210>3

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucléotido iniciador ROC4

<400> 3
GCTTGGCAATCTCTTCG

<210> 4

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador KpnI f

<400> 4
AGGTACCCCATCACATCACCAGT

<210>5

gctctagaac
tgatcaatcc
gccatatata
ttatttagac
tcggagtcga
acttgattct
agcgeccaacce
gctttaattc
atgtcgeegt
tttaaggtca
aaaaattaaa
atatcattat
tattatttgt
aattgatgac
tcttececageg
aagaaaaagg
aaatatcaaa
caaggcgtta
ctgaacgttg
ccattcattt

tagtggatcc
agcgcattca
tatgcattat
ggatgctaga
atatcttgct
gtgatcctta
aaaatgccca
catacatttc
ttaaagacta
tgggtttaaa
aaaagaagaa
atcaataact
tagcgatttg
caacaaacac
accagctgec
aataaagtaa
aaagaaagaa
gtgcagatgg
ttctettaaa
caattgtaaa

atcacatcac
tcttctaatt
tttatggatt
tttgggaatc
cctaaattaa
atgtgctctt
agcaatccta
aacgtgaaaa
tgagtcgtga
cctecacgaca
gatgtcgtca
aatcgtttaa
caggtgcaaa
gtactgtgat
aatatcaaag
aataagaaag
agcgtacgtg
aaatcacctg
ccaaggtatt
ctagctca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1198

20

17

23
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<211>23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<223> Oligonucleétido iniciador HindIII r
<400> 5
AAAGCTTTGA GCTAGTTTAC AAT

23
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