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DESCRIPCION

Construcciéon de ADN y método para incrementar la produccién de vitamina C en una planta.
Campo de la invencion

La invencién se relaciona con una construccién de ADN que comprende una secuencia de ADN que codifica una
proteina implicada en la sintesis de vitamina C en células vegetales y al empleo de dicha construccién de ADN para
aumentar el contenido en vitamina C en plantas.

Antecedentes de la invencion

Uno de los objetivos de la ingenieria genética es el de obtener plantas con caracteristicas mejoradas sobre las que
existen en la naturaleza, bien como especies silvestres o bien como consecuencia de la mejora agricola introducida por
los seres humanos. Respecto a las plantas que producen frutos se consideran de interés primordial aquellas propiedades
que aumentan la calidad nutritiva de los mismos. Entre los componentes que mejoran las cualidades nutritivas de los
frutos estdn las vitaminas, en tanto que son compuestos que desempefian funciones esenciales en el metabolismo de
los humanos y que se necesitan tomar en la dieta, al no tener éstos la capacidad de sintetizarlos.

Para manipular y controlar de forma estable una determinada caracteristica de una planta se requiere identificar y
aislar el gen, o genes, que codifican la proteina cuya actividad modifica dicha caracteristica particular. La introduccién
de la secuencia codificante de dicho gen, bajo el control del promotor adecuado, modificara las actividades enzima-
ticas de la planta transgénica, lo que se reflejard en el cambio de composicidn correspondiente en el tejido vegetal
transformado.

La vitamina C (4cido L-ascérbico) es esencial para el ser humano, quien es incapaz de sintetizarla o almacenarla
en cantidades significativas en el cuerpo, por lo que es necesario que la dieta proporcione un suministro regular y
adecuado de dicha vitamina. La vitamina C procedente de las plantas es la principal fuente de vitamina C en la dieta
humana.

Estudios sobre la biosintesis de vitamina C en plantas han mostrado desde hace tiempo que la ruta biosintética en
plantas es diferente de la de los animales. Recientemente se ha descrito una ruta de biosintesis de vitamina C especifica
de plantas (Wheeler e al., Nature 393:365-369, 1998). Esta ruta, definida como de “no inversién”, se ha denominado
de Wheeler-Smirnoff y estd basada en evidencias bioquimicas y genéticas. Aunque esta ruta es mayoritariaen plantas,
también pueden existir en las plantas otras vias metabdlicas que produzcan 4cido ascorbico (Smirnoff et al., Annu.
Rev. Plant Physiol. Plant Molec. Biol. 52:437-467, 2001). En efecto, estudios con radiomarcaje han demostrado que
tanto el dcido D-galacturénico como el éster metilico del dcido D-galacturénico son directamente convertidos a acido
L-ascérbico in vivo por una ruta que implica inversion de la configuracion (Davey et al., J. Sci. Food Agric. 80:825-
860, 2000). Precisamente esta conversion fue detectada hace afios en frutos de fresa (Finkle et al., Biochim. Biophys.
Acta 38:332-339, 1960). El éster metilico del 4cido galacturénico podria ser reducido por una aldo-ceto reductasa no
especifica que generaria L-galactono-1,4-lactona, que seria el sustrato de la enzima L-galactono-1,4-lactona deshidro-
genasa (EC 1.3.2.3) como tltimo paso en la sintesis del dcido L-ascérbico. Recientemente se ha demostrado que esta
ruta de produccion de dcido L-ascorbico a partir del éster metilico del 4cido D-galacturénico también tiene lugar en
las células de plantas de Arabidopsis (Davey et al., Plant Physiol. 121:535-543, 1999).

Aunque se han identificado y aislado genes responsables de la sintesis de las proteinas que catalizan algunos de
los pasos de las diferentes rutas metabdlicas que conducen a la biosintesis de dcido L-ascérbico en plantas, siguen
existiendo genes que codifican proteinas implicadas en la sintesis de vitamina C que todavia no han sido identificados
o caracterizados, entre los que se encuentra el gen que codifica una proteina con actividad aldo-ceto reductasa que
catoliza la reduccién del dcido D-galacturénico a 4cido L-galacténico, lo que podria explicar la sintesis de acido
ascorbico en determinados tejidos vegetales a partir del éster metilico del 4cido D-galacturénico (Davey et al., J. Sci.
Food Agric. 80:825-860, 2000). La identificacién y caracterizacidon de dicho gen permitiria obtener plantas con un
contenido aumentado en vitamina C.

Existe, por tanto, la necesidad de proporcionar plantas con un contenido aumentado en vitamina C y, consecuen-
temente, existe la necesidad de modificar plantas para aumentar la produccion de vitamina C in vivo, incrementado de
este modo su valor nutricional.

Compendio de la invencién

La invencion se enfrenta, en general, con el problema de aumentar el contenido de vitamina C en plantas o pro-
ductos derivados de las mismas, por ejemplo, frutos, y, en particular, en plantas y frutos consumibles por seres vivos
incapaces de sintetizar vitamina C, aumentdndose de esta manera el valor nutritivo de dichas plantas y frutos.

La solucién proporcionada por esta invencién se basa en la identificacién, aislamiento y caracterizacién de una
molécula de ADN que codifica una proteina que interviene en la sintesis de vitamina C en plantas, concretamente, una
proteina cuya actividad incrementa la sintesis de vitamina C en las células vegetales en las que es activa. La efectividad
de la actividad codificada por dicha molécula de ADN se ha puesto de manifiesto en plantas transgénicas de Arabidop-
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sis que, al producir la proteina codificada por dicha molécula de ADN, han aumentado notable y significativamente
el contenido de vitamina C en dichas plantas transgénicas frente a las plantas tipo salvaje no transformadas. Por otra
parte, el estudio de una serie de especies del género Fragaria ha mostrado una fuerte correlacidon positiva entre la
presencia de la proteina codificada por el gen FaGalUR, concretamente, una proteina con actividad D-galacturonato
reductasa, y el contenido en 4cido L-ascérbico.

Por consiguiente, un objeto de esta invencion lo constituye una construcciéon de ADN que comprende una molécula
de ADN que codifica una proteina implicada en la sintesis de vitamina C en plantas y tina secuencia de ADN promotora
que regule la expresion de dicha molécula de ADN codificante.

Un objeto adicional de esta invencion lo constituye el empleo de dicha molécula de ADN codificante o dicha
construccién de ADN para aumentar la produccién de vitamina C en una planta o en una producto derivado de la
misma.

Otro objeto adicional de esta invencién lo constituye un vector que contiene dicha molécula de ADN codificante
o dicha construcciéon de ADN. Las células transformadas con dicho vector constituyen un objeto adicional de esta
invencion.

Otro objeto adicional de esta invencién lo constituye el empleo de dicha molécula de ADN codificante o dicha
construccién de ADN en la produccién de plantas transgénicas que expresan especificamente la proteina codificada.
Las plantas transgénicas resultantes, que presentan un contenido aumentado en vitamina C, constituyen otro objeto
adicional de esta invencion.

Otro objeto adicional de esta invencién lo constituye una proteina con actividad aldoceto reductasa que reduce al
dcido D-galacturénico, o proteina con actividad D-galacturonato reductasa, obtenida por expresion y traduccién de
dicha molécula de ADN.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra una representacion esquemadtica del vector binario con el que se transformaron plantas de
Arabidopsis thaliana.

La Figura 2 muestra la correlacion entre la expresion del gen FaGalUR, proteina FaGalUR y contenido de dcido L-
ascorbico (AA) de los distintos estadios de maduracidn de frutos de fresa (F1-F7) y de las hojas (L, del inglés “leaves”).
Las Figuras 2A y 2B muestran los resultados de los andlisis por Northern-blot y Western-blot, respectivamente, de los
distintos estadios de maduracién de frutos de fresa. La Figura 2C es un diagrama de barras que muestra el contenido
de AA total, expresado en ug de AA/g peso fresco, de los distintos estadios de maduracién de frutos de fresa.

La Figura 3A es un diagrama de barras que muestra el contenido de dcido L-ascérbico (AA), expresado en ug de
AA/g peso fresco, en las siguientes especies del género Fragaria: Fragaria x ananassa (cv. Chandler) (CH), Fragaria
chiloensis (Chi), Fragaria virginiana (Vir) y Fragaria moschata (Mo). La Figura 3B muestra la deteccion de la proteina
codificada por el gen FuGalUR mediante un andlisis por Western-blot.

La Figura 4A muestra los resultados de un anélisis por Western-blot de todas las lineas de plantas de Arabidopsis
thaliana transgénicas obtenidas. Los nimeros 1 a 17 indican lineas transgénicas independientes de plantas de A.
thaliana y WT es la planta de A. thaliana silvestre (tipo salvaje). La banda inmunoreactiva frente al anticuerpo anti-
FaGaLUR tiene un tamafio de 39 kDa. La Figura 4B muestra el contenido de dcido L-ascérbico (AA) en las plantas
transgénicas que expresan el producto del gen FaGalUR, identificadas como 10 y 17, y en plantas tipo salvaje (WT).
La determinacién cuantitativa del contenido de AA de las plantas transgénicas y WT se realiz mediante medida
espectrofotométrica de plantas crecidas en condiciones normales. La concentracién de AA se expresa en mol de AA/g
peso fresco y sus desvios estandar correspondientes.

Descripcion detallada de la invencion

La invencién se refiere a una construccién de ADN, en adelante construcciéon de ADN de la invencién, que
comprende una molécula de ADN que codifica una proteina con actividad D-galacturonato reductasa (FaGalUR EC
1.1.1.19) que interviene en la sintesis de dcido L-ascérbico en células vegetales y una regién iniciadora de la trans-
cripcién funcional en plantas.

Tal como se utiliza en esta descripcidn, el término “planta” incluye tanto a la planta per se como a sus partes, por
ejemplo, hojas, tallos, raices y material de propagacién, tal como semillas, flores, frutos y tubérculos.

La molécula de ADN que codifica una proteina con actividad D-galacturonato reductasa que interviene en la
sintesis de dcido L-ascorbico en células vegetales, en adelante molécula de ADN de la invencidn, es una molécula de
ADN seleccionada entre:

a) una molécula de ADN que comprende la secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEC. ID. N°: 1;y
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b) una molécula de ADN andloga a la secuencia definida en a) que
i) es sustancialmente homologa a la secuencia de ADN definida en a); y

ii) codifica para un polipéptido que es sustancialmente homélogo a la proteina codificada por la secuencia de
ADN definida en a).

La molécula de ADN de la invencién codifica una proteina con actividad D-galacturonato reductasa que intervie-
ne en la sintesis de dcido L-ascorbico en células vegetales. Dicha proteina con actividad D-galacturonato reductasa
interviene en la sintesis de vitamina C catalizando la reduccién del dcido D-galacturénico a acido L-galacténico, lo
que permite explicar la sintesis de vitamina C en determinados tejidos vegetales a partir del dcido galacturénico o del
éster metilico del 4cido D-galacturénico (Davey et al., J. Sci. Food Agric. 80: 825-860, 2000). Por tanto, el empleo
de dicha molécula de ADN o de una construccion de ADN de la invencién permite obtener plantas con un contenido
aumentado en vitamina C.

En el sentido utilizado en esta descripcion, el término “andlogo/a” pretende incluir a cualquier molécula de ADN
que presente la misma funcionalidad que la molécula de ADN definida en a), es decir, que codifica una proteina
con actividad D-galacturonato reductasa que interviene en la sintesis de dcido L-ascérbico en células vegetales. Di-
cha molécula de ADN andloga puede contener sustituciones de nucledtidos conservativas o no conservativas, o bien
puede contener uno o mas nucleétidos adicionales en cualquiera de sus extremos, o bien puede presentar una o mas
deleciones.

En general, la molécula de ADN andloga es sustancialmente homoéloga a la secuencia denucleétidos identificada
como SEC. ID. N°: 1. En el sentido utilizado en esta descripcidn, la expresion “sustancialmente homologa”, aplicada
a secuencias de nucleétidos, significa que las secuencias de nucleé6tidos en cuestién tienen una homologia o grado de
identidad de, al menos, un 60%, preferentemente de, al menos un 80%, o mds preferentemente de, al menos, un 95%.

La molécula de ADN de la invencién puede proceder de cualquier organismo que la contenga de forma natural,
por ejemplo, de fresa (Fragaria x ananassa) o bien de un organismo hospedador transformado con dicha molécula de
ADN. Alternativamente, la molécula de ADN de la invencidn, puede ser aislada, mediante técnicas convencionales,
a partir del ADN de cualquier organismo mediante el empleo de sondas u oligonucleétidos preparados a partir de la
informacidn sobre la secuencia de la molécula de ADN de la invencién proporcionada en esta descripcion.

En una realizacién particular, la molécula de ADN de la invencién comprende, o estd constituida por, la secuencia
de nucledtidos mostrada en la SEC. ID. N°: 1. La secuencia de nucleétidos mostrada en la SEC. ID. N°: 1 es una
secuencia conocida, depositada por el grupo de investigacion al que pertenecen los inventores en GeneBank con
el nimero de acceso AF039182, indicindose que dicha secuencia de ADN codificaba una proteina con actividad
chalcona reductasa, no contempldndose, sin embargo, la posibilidad de que dicha proteina estuviera implicada en la
sintesis in vivo de vitamina C en células vegetales. Ahora se ha podido determinar que dicha secuencia de nucleétidos
mostrada en la SEC. ID. N°: 1 corresponde a un ADN copia (ADNCc) del gen FaGalUR de fresa (Fragaria x ananassa)
y codifica para una D-galacturonato reductasa (FaGalUR) implicada en la sintesis de vitamina C en células vegetales
catalizando la reduccién del dcido D-galacturénico a dcido L-galacténico.

La molécula de ADN de la invencién puede obtenerse utilizando métodos convencionales, por ejemplo, mediante
técnicas de aislamiento e identificacién de 4dcidos nucleicos a partir de cualquier organismo que la contenga o de
un organismo hospedador transformado con dicha molécula de ADN. Alternativamente, la molécula de ADN de la
invencion puede ser aislada, mediante técnicas convencionales, a partir del ADN de cualquier otro organismo mediante
el empleo de sondas u oligonucleétidos preparados a partir de la informacién sobre la secuencia de ADN proporcionada
por esta invencién. En el Ejemplo 1 se describe la obtencién de un ADNc que contiene la secuencia completa de
nucledtidos que codifica la proteina FaGalUR de fresa y su amplificacion mediante PCR.

La construccién de ADN de la invencion comprende, ademds de la molécula de ADN de la invencién, una region
iniciadora de la transcripcion funcional en plantas, es decir, una secuencia de ADN promotora que regula la expresién
de dicha molécula de ADN codificante de la invencién. En dicha construccién de ADN de la invencion, cualquiera de
los extremos (3’ 0 5°) de dicha molécula de ADN de la invencién puede estar unido al extremo 3’ de dicha regién
iniciadora de la transcripcién. La construcciéon de ADN de la invencién también puede contener, operativamente
enlazada, una secuencia de terminacién de la transcripcion. En una realizacién particular, dicha regién iniciadora
de la transcripcion funcional en plantas es el promotor 35SCaMV.

La molécula de ADN de la invenciodn, o la construccién de ADN de la invencidn, puede ser insertada en un vector
apropiado. Por tanto, la invencién también se refiere a un vector, tal como un vector de expresién, que comprende
dicha molécula o construccién de ADN de la invencidn. La eleccion del vector dependerd de la célula hospedadora en
la que se va a introducir 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 integrado.

En el vector proporcionado por esta invencién, la molécula de ADN de la invencidn estard conectada operativa-
mente a un promotor y a una secuencia terminadora. El promotor puede ser cualquier secuencia de ADN que muestra
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una actividad transcripcional en la célula hospedadora elegida y puede derivar bien de genes que codifican para protei-
nas homdlogas o heterdlogas de la célula hospedadora. Los procedimientos utilizados para ligar la secuencia de ADN
de la invencion al promotor y a la secuencia terminadora, respectivamente, y para insertar dicha construccién en un
vector son bien conocidos por los técnicos en la materia y han sido descritos, por ejemplo, por Sambrok et al., (1989).
Molecular Cloning. A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, NY.

La invencion también proporciona una célula, por ejemplo, una célula vegetal, que comprende una secuencia de
ADN de la invencién, o una construcciéon de ADN de la invencion, o dicho vector mencionado mas arriba. Las células
hospedadoras que se pueden transformar con la molécula de ADN de la invencién o con la construccién de ADN
de la invencién pueden ser células procaridticas o, preferentemente, eucariticas, tales como células vegetales. La
transformacion de células vegetales también puede realizarse por métodos convencionales. Para una revisién de la
transferencia génica a plantas, incluyendo vectores, métodos de transferencia de ADN, etc., véase, por ejemplo, el
libro titulado “Ingenieria genética y transferencia génica”, de Marta Izquierdo, Ed. Pirdmide (1999), en particular, el
capitulo 9, titulado “Transferencia génica a plantas”, paginas 283-316.

La invencién también proporciona una proteina con actividad D-galacturonato reductasa, implicada en la sintesis
in vivo de 4cido L-ascérbico en células vegetales, en adelante proteina de la invencidn, que tiene una secuencia de
aminodcidos seleccionada entre:

a) una secuencia de aminodcidos que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC. M. ID. N°: 2,
y

b) una secuencia de aminoacidos sustancialmente homdloga y funcionalmente equivalente a las secuencias de
aminodacidos definidas en a).

En el sentido utilizado en esta descripcion, la expresion “sustancialmente homdloga” significa que las secuencias de
aminodcidos en cuestion tienen un grado de identidad, a nivel de aminoécidos, de, al menos, un 60%, preferentemente
de, al menos, un 80%, y, mds preferentemente de, al menos, un 95%.

Asimismo, en el sentido utilizado en esta descripcidn, la expresion “funcionalmente equivalente” significa que la
proteina en cuestién es una D-galacturonato reductasa implicada en la produccién de dcido L-ascérbico en células
vegetales catalizando la reduccién del 4cido D-galacturénico a dcido L-galacténico. La actividad D-galacturonato
reductasa puede determinarse mediante un procedimiento como el descrito en el Ejemplo 1.5.

En una realizacién particular, la proteina de la invencidn tiene una secuencia de aminodcidos que comprende, o
esté constituida por, la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEC. ID. N°: 2. Dicha SEC. ID. N°: 2 corresponde a
la secuencia de aminodcidos deducida a partir de la secuencia de nucleétidos de la SEC. ID. N°: 1 e incluye al producto
de expresion del gen FaGalUR de fresa, concretamente, la D-galacturonato reductasa FaGalUR. Esta proteina tiene
un peso molecular tedrico de 35,7 kDa y un punto isoeléctrico (pI) de 5,3. El 4cido D-galacturénico es un sustrato de
dicha enzima inmunopurificada.

La proteina de la invencién puede obtenerse mediante un método que comprende cultivar una célula hospedadora
adecuada que contiene la molécula de ADN de la invencién, o una construccién de ADN de la invencién, bajo condi-
ciones que permiten la produccion de la proteina y recuperarla del medio de cultivo. Alternativamente, la proteina de
la invencién puede obtenerse a partir de un organismo productor de la misma mediante un procedimiento que com-
prende el cultivo del organismo productor, por ejemplo, frutos de fresa, bajo condiciones apropiadas para la expresién
de dicha proteina, y, posteriormente, recuperar dicha proteina.

La invencién también se refiere al empleo de dicha molécula de ADN de la invencidn o de dicha construccion de
ADN de la invencién en la produccién de plantas transgénicas que expresan especificamente la proteina codificada por
dicha molécula de ADN de la invencién y presentan un contenido aumentado en vitamina C.

La molécula de ADN de la invencién o la construcciéon de ADN de la invencién puede ser utilizada en procesos de
mejora de plantas consumibles por seres vivos incapaces de sintetizar vitamina C, por ejemplo, plantas consumibles
por los seres humanos o por los animales, o plantas productoras de frutos consumibles por los seres humanos o por los
animales. Estas plantas transgénicas pueden obtenerse por las técnicas convencionales a las que se ha hecho referencia
previamente y presentan un mayor valor nutricional como consecuencia de su contenido aumentado en vitamina C.

Por tanto, la invencién proporciona una célula transgénica, tal como una célula vegetal transgénica, que comprende
una construccién de ADN de la invencidn.

Una planta transgénica que comprende, al menos, una de dichas células vegetales transgénicas, constituye un
objeto adicional de esta invencién. En una realizacion particular, dicha planta transgénica es una planta consumible
por seres vivos incapaces de sintetizar vitamina C, por ejemplo, una planta consumible por los seres humanos o por
los animales, o una planta productora de frutos consumibles por los seres humanos o por los animales, por ejemplo,
fresa, tomate, maiz, trigo, arroz, patata, lechuga, etc.

La invencién también se refiere a un método para aumentar la produccién de vitamina C en una planta productora
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in vivo de vitamina C que comprende introducir en dicha planta una construcciéon de ADN de la invencién que tiene un
promotor, funcional en dicha planta, operativamente enlazado a la molécula de ADN de la invencién. A modo ilustra-
tivo dicha planta es cualquier planta productora in vivo de vitamina C, preferentemente, cualquier planta productora in
vivo de vitamina C consumible por seres vivos incapaces de sintetizar vitamina C, por ejemplo, una planta consumible
por los seres humanos o por los animales, o una planta productora de frutos consumibles por los seres humanos o por
los animales, por ejemplo, fresa, tomate, maiz, trigo, arroz, patata, lechuga, etc. En un ejemplo particular, la invencién
proporciona un método para aumentar la produccién de 4cido L-ascérbico en frutos de fresa que comprende introducir
en una planta de fresa una construcciéon de ADN de la invencion.

El empleo de la construccién de ADN de la invencion que comprende una molécula de ADN que codifica una
proteina implicada en la sintesis de vitamina C en células vegetales permite aumentar el flujo a través de la via
metabdlica que conduce a la sintesis de vitamina C a partir del dcido D-galacturénico o del éster metilico del 4cido
D-galacturénico en aquellos tejidos vegetales donde el precursor esté presente. El hecho de no observar diferencias
fenotipicas entre las plantas de A. thaliana transformadas y sin transformar (véase el Ejemplo 1.1) permite deducir que
no se dard un efecto deletéreo en las plantas transgénicas que sobreexpresen dicha molécula de ADN de la invencion.
Es mads, en la medida en que el contenido de vitamina C en plantas es un indicador del poder reducido almacenado en
las mismas, su elevado nivel en las plantas transgénicas puede suponer una ventaja de éstas frente al estrés oxidativo
al que pudieran estar sometidas durante su crecimiento y desarrollo.

Por otra parte, el estudio de la expresion del gen FaGalUR en los distintos estadios de maduracion de frutos de
fresa ha puesto de manifiesto la existencia de una fuerte correlacion positiva entre la expresion del gen FaGalUR,
la proteina FaGalUR y el contenido de dcido L-ascérbico de los distintos estadios de maduracién de dichos frutos
de fresa (véase la Figura 2, ilustrativa de la induccién que muestra la correlacion de los niveles de ARNm, proteina
FaGalUR y contenido de dcido L-ascérbico en los distintos estadios de maduracién de frutos de fresa durante su
proceso de maduracién). Asimismo, el estudio de la expresién del gen FaGalUR en diversas especies del género
Fragaria ha mostrado una fuerte correlacion positiva entre la presencia de la proteina codificada por el gen FaGalUR
y el contenido en 4cido L-ascérbico (véase la Figura 3).

La utilizacién de una construcciéon de ADN de la invencién, en particular, de una construcciéon de ADN que
contiene una molécula de ADN que codifica la proteina FaGalUR de fresa puede generar plantas transgénicas que
rindan frutos con mayor valor nutritivo por su contenido aumentado en vitamina C, sin pérdida de sus caracteristicas
organolépticas restantes, lo que redunda en un valor econémico afiadido a los mismos.

Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar la presente invencidn y no deben ser considerados como limitativos
del alcance de la misma.

Ejemplo 1
Obtencion de plantas transgénicas que expresan el producto del gen FaGalUR
1.1 Obtencion de plantas transgénicas que expresan el producto del gen FaGalUR

ADNCc de frutos de fresa (Fragaria x ananassa) conteniendo la secuencia codificante para la proteina FaGalUR fue
aislado por cribado, con una sonda especifica de 750 pares de bases (pb) de la regién mas 5’ del gen FaGalUR, de una
genoteca de ADNCc de frutos de fresa con los cebadores especificos AKR1 y AKR2

AKRI1: ACTGCAGTCTAGACATGGCAAAGGTTCCT [SEC. ID. N°: 3]; y
AKR2: AAAGCTTTCATAATTCTTCGTC [SEC. ID. N°: 4]

que tienen en sus extremos 5’ unos sitios de reconocimiento para las endonucleasas Pstl y HindllI respectivamen-
te. El producto amplificado, de aproximadamente 950 pb se cloné en el vector pBSKII digerido previamente con la
enzima de restricciéon EcoRV. La construccion intermedia pBSKII-FaGalUR se digiri6 con las enzimas de restriccién
Pstl y HindIIl y el fragmento de ADN resultante de la digestion, que representa todo el marco abierto de lectura del
gen FaGalUR, se clono en el sitio de clonacién multiple del vector binario pSOV2 (Myle & Botella, 1998 Plant. Mol.
Biol. Rep. 00: 1-6) que tiene como sistema de seleccion de plantas transgénicas el gen de resistencia al herbicida fos-
fotricina (ppt) (Thompson et al., 1987 EMBO J. 6: 2519-2524) denominado comercialmente BASTA, bajo el control
del promotor constitutivo 35SCaMV. La construccién pSOV2-FaGalUR (Figura 1) fue transferida por conjugacién
triparental a la cepa Agrobacterium tumefaciens GV3101 para trasformar plantas de Arabidopsis thaliana mediante
infiltracién in planta con cultivos de A. tumefaciens GV3101-FaGalUR.

Las plantas transgénicas fueron analizadas mediante dos métodos: (i) ensayo de resistencia al herbicida ppt
(BASTA) y (ii) por transferencia e inmunodeteccion de proteinas usando suero anti-FaGalUR.

La mayoria de las plantas obtenidas al transformarlas con el ADNc del gen FaGalUR de fresa presentan un fenotipo
aparentemente normal al compararlas con las plantas control transformadas con el vector pSOV2 y con las plantas sin
transformar.
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1.2 Andlisis por Northern-blot

Los andlisis por Northern-blot, con el fin de identificar ARNm correspondiente al gen FaGalUR, se realizaron por
métodos convencionales (Sambrook et al. 1989. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Ed Cold Spring Harbor
Laboratory). La Figura 2A muestra la expresion del gen FaGalUR en los distintos estadios de maduracién de frutos
de fresa.

1.3 Andlisis por Northern-blot

Los andlisis por Western-blot, con el fin de identificar la proteina FaGalUR, se realizaron por métodos convencio-
nales (Harlow and Lane, 1988. Antibodies: A Laboratory Manual. Ed Cold Spring Harbor Laboratory). La Figura 2B
muestra la deteccién de la proteina FaGalUR codificada por el gen FaGalUR en los distintos estadios de maduracién
de frutos de fresa, mientras que la Figura 3B muestra la deteccién de la proteina FaGalUR en distintas especies del
género Fragaria.

1.4 Determinacion cuantitativa de dcido L-ascorbico

La determinacién cuantitativa del dcido L-ascdrbico (AA) se realizé siguiendo el protocolo descrito por Rao y
Ormrod (Rao & Ormrod, 1995. Photochem. Photobiol. 61:71-78). Para ello, a 100 mg de plantas de A. thaliana
maceradas con nitrégeno liquido se les adicioné una solucién de dcido metafosférico (2% de dcido metafosférico,
EDTA 2 mM), se homogeinizé y posteriormente se centrifugdé a 17.000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante
resultante se neutraliz6 a pH 5,6 mediante la adicion de una solucién de citrato sédico al 10%. Tras la neutralizacion,
a los extractos de las plantas tipo salvaje (WT) y de 2 lineas transgénicas denominadas 10 y 17 se les determind el
contenido de AA por el decremento de absorbancia a 265 nm después de haber adicionado la enzima ascorbato oxidasa
(4 U) en una mezcla de reaccién que contenia tampén fosfato pH 5,6 100 mM y 100 mL de extracto vegetal en un
volumen final de 1 mL.

El contenido de AA total se determiné en toda la planta y se tom6 como valor estdndar el contenido de AA de las
plantas WT que concuerda con los valores obtenidos por otros autores (Rao & Ormrod, 1995, citado supra).

Los resultados del contenido de AA obtenidos se muestran en la Figura 2C, donde se recoge el contenido de AA
total de los distintos estadios de maduracién de frutos de fresa, en la Figura 3A, donde se recoge el contenido de
AA total en distintas especies del género Fragaria, y en la Figura 4B donde se recoge el contenido de AA en las
plantas transgénicas 10 y 17 que expresan el producto del gen FaGalUR de fresa y en las plantas WT, determinado
cuantitativamente mediante la medida espectrofotométrica de plantas crecidas en condiciones normales.

1.5 Determinacion de la actividad D-galacturonato reductasa

La actividad D-galacturonato reductasa en extractos crudos de plantas de A. thaliana transformadas y sin trans-
formar se midié mediante el procedimiento que se describe a continuacién. Brevemente, se homogenizé 1 g de tejido
macerado con nitrégeno liquido en 2 mL de tamp6n de extraccion [tampon fosfato de sodio pH 7,2 50 mM, EDTA-
Na, 2 mM, DTT (ditiotreitol) 2 mM, PVPP (polivinilpolipirrolidona) 0,1 g/g tejido y glicerol 20% (v/v)] en un ho-
mogenizador Turrax. A continuacion, el tejido homogeneizado se filtré a través de un papel Miracloth, se centrifugd
a 6.000 g durante 30 minutos a 4°C y se transfiri6 el sobrenadante a un nuevo tubo. La concentracién de proteinas se
cuantificé por el método Bradford (BIO-RAD).

El ensayo de actividad fue llevado a cabo en el mismo tampén de extraccion al que se le afiadié una concentracién
final de 30 mM de los sustratos empleados, 100 mL de extracto de proteinas de plantas de Arabidopsis WT o de
plantas transgénicas que sobreexpresaban el gen FaGalUR (10 y 17) y 1 mM de NADPH+H*. El volumen final de
cada ensayo fue de 1 mL y la reaccién se siguié midiendo el decremento de la absorbancia a 340 nm en un espectro-
fotémetro Shimatzu 1600. Los sustratos empleados en cada reaccién fueron los siguientes: L-galactosa, D-glucénico
y D-galacturénico. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 1, donde se recoge la actividad enzimatica de la
proteina FaGalUR. Se defini6 1 unidad enzimadtica (U), como la cantidad de enzima capaz de disminuir la absorbancia
en 0,001 a 340 nm durante 1 minuto. La actividad se expresé en U/mg de proteina.

TABLA 1

Actividad enzimdtica de la proteina FaGalUR en distintos extractos frente a distintos sustratos

Extracto Acido D-glucénico | Acido D-galactourdnico L-galactosa
WT 0 0 0
10 28+4 0 0
17 72+6 0 0
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Ademds, se realizaron estudios de actividad enzimatica con la proteina FaGalUR inmunopurificada de plantas de
Arabidopsis transgénicas que sobreexpresaban el gen FaGalUR (concretamente, las identificadas como 10 y 17). El
protocolo empleado fue el mismo que el empleado con los extractos de plantas de Arabidopsis. Los primeros resultados
obtenidos con la enzima inmunopurificada ponen de manifiesto que la proteina FaGalUR es capaz de reducir el sustrato
dcido D-galacturdnico con una actividad de 220 U/mg de proteina.

1.6 Discusion

El contenido en vitamina C (4cido L-ascdrbico) de dos lineas transgénicas independientes de A. thaliana que
sobreexpresaban el gen FuGalUR de fresa (comprobado mediante andlisis por Northern-blot y Western-blot) era sig-
nificativamente superior al de las plantas no transgénicas. Puesto que, mediante estudios con precursores marcados se
ha comprobado que la ruta de biosintesis de vitamina C en Arabidopsis a partir de adcido D-galacturénico (y a partir
de su éster metilico) es funcional, la sobreexpresion de FaGalUR en las plantas de A. thaliana transgénicas tendria
el efecto de incrementar el contenido de vitamina C al reforzar dicha ruta metabélica. En Arabidopsis también se ha
mostrado la principal ruta metabdlica de biosintesis de vitamina C (a partir de L-galactosa). La activacién de la ruta a
partir de dcido D-galacturénico al introducir FaGalUR permitié obtener incrementos muy importantes en el contenido
de vitamina C.

Por otra parte, al medir la actividad D-galacturonato reductasa (dependiente de NADP) en extractos crudos de
plantas de A. thaliana transformadas y sin transformar, se ha comprobado que la actividad enzimdtica medida es
significativamente superior en las plantas de A. thaliana transgénicas. Esta es una prueba adicional de la actividad
reductora de dcido D-galacturénico del producto de expresion del gen FauGalUR de fresa, lo que explicaria el mayor
contenido en vitamina C de las plantas transgénicas, cuya Unica diferencia en relacién con las no transgénicas es la
presencia de una copia del gen FaGalUR en su genoma.
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REIVINDICACIONES

1. Una construccién de ADN que comprende una molécula de ADN que codifica una proteina con actividad D-
galacturonato reductasa que interviene en la sintesis de dcido L-ascdrbico en células vegetales y una regién iniciadora
de la transcripcion funcional en plantas.

2. Construccién de ADN segtin la reivindicacién 1, en la que dicha molécula de ADN que codifica una proteina
con actividad D-galacturonato reductasa que interviene en la sintesis de 4cido L-ascérbico en células vegetales, es una
molécula de ADN seleccionada entre:

a) una molécula de ADN que comprende la secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEC. ID. N°: 1;y

b) una molécula de ADN andloga a la secuencia definida en a) que

i) es sustancialmente homologa a la secuencia de ADN definida en a); y

ii) codifica para un polipéptido que es sustancialmente homdlogo a la proteina codificada por la secuencia de
ADN definida en a) y ademds tiene una actividad D-galacturonato reductasa.

3. Construccién de ADN segtn la reivindicacion 1, que comprende, ademads, operativamente enlazada, una secuen-
cia de terminacidn de la transcripcién.

4. Un vector recombinante que comprende una construccion de ADN segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a
3.

5. Una célula que comprende una construcciéon de ADN segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, o un vector
seglin la reivindicacion 4.

6. Una proteina que tiene una secuencia de aminodcidos seleccionada entre:
a) una secuencia de aminodcidos que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC. ID. N°: 2,y

b) una secuencia de aminodcidos sustancialmente homdloga y funcionalmente equivalente a las secuencias de
aminodcidos definidas en a).

7. Proteina segtn la reivindicacién 6, que comprende, o estd constituida por, la secuencia de aminoacidos mostrada
en la SEC. ID. N°: 2.

8. Un método para la produccién de una proteina segtin cualquiera de las reivindicaciones 6 6 7, que compren-
de cultivar una célula segin la reivindicacién 5 bajo condiciones que permiten la produccion de dicha proteina y
recuperarla del medio de cultivo.

9. Una célula vegetal transgénica que comprende una construccion de ADN segtin cualquiera de las reivindicacio-
nes 1 a3.

10. Una planta transgénica que comprende, al menos, una célula vegetal transgénica segin la reivindicacién 9.

11. Planta transgénica segun la reivindicacién 10, en la que dicha planta es una planta productora in vivo de
vitamina C consumible por seres vivos incapaces de sintetizar vitamina C.

12. Planta transgénica segun la reivindicacién 10, en la que dicha planta es una planta productora in vivo de
vitamina C consumible por los seres humanos o por los animales, o una planta productora de frutos consumibles por
los seres humanos o por los animales.

13. Planta transgénica segtin la reivindicacion 12, en la que dicha planta se selecciona del grupo formado por fresa,
tomate, maiz, trigo, arroz, patata y lechuga.

14. Empleo de una construcciéon de ADN segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la produccion de
plantas transgénicas que expresan especificamente la proteina codificada por la molécula de ADN comprendida en
dicha construccién de ADN y presentan un contenido aumentado en vitamina C.

15. Un método para aumentar la produccién de vitamina C en una planta productora in vivo de vitamina C que
comprende introducir en dicha planta una construccién de ADN segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.
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LISTA DE SECUENCIAS

<120> Construccién de ADN y método para incrementar la produccién de vitamina C en una planta

<160> 4

<170> PatentIn version 2.0

<210>1
<211> 1.346
<212> ADNc
<213> Fresa

<400> 1

CGGCACGAGC
GGTATTTAGC
TCAATGGCAA
CCTGTAATCG
GCTATTCTCG
TCGGAGAAAG
AGGGACGAGC
CTGCCCTCCA
ATACACTGGC
GTGCAGCCCC
CTTGCTAGAG
TTCGCCGARA
ARATTGAGGG
GCAGCTAGGA
GCCCRAGCCA
GTGAGCATAG
GACTTCTGCT
GTTACCTTTG
TGAGCTGCAR
ATATACTAGC
TTATAGTCGA
TTCTGTAGAG
TCTTCCCCTT

<210>2
<211> 319
<212> PRT
<213> Fresa

ATCTATCTAT
CAGAGACATA
AGGTTCCTTC
GCATGGGAAC
ANAGCAATTAG
ATCTCGGTGA
TCTTCATCAC
TCARAGCCAG
CATTCARARTT
TTGATATCAR
GTATTGGTGT
TCCCTCCGGC
ACTTCTGCAA
CTAAATGGGG
AAGGARAATC
TAACARAMNG
TGACCGAGGA
CTTCAATTCT
GACTTGGTCA
TGATGTAGTC
TGATATACGT
ATCGATGTAT
CTCGTCARAR

CTATCCATCT
TATCCCACAT
AGTAACCCTC
TTCATCGTAC
AGCTGGTTAC
AGCCATAGCC
AACCAARCTT
TTTAAGCAAT
GGGAAAAGAG
ATCTGTTTGG
CAGTARCTTC
CGTARACCAA
GGCARARGGGA
TGACGATAGG
AACTGCTCAG
TTACAACAAAR
GGAACTGGAG
AGGACCCCAT
TTTATTATTA
AAGTCTATTA
ACCGTTTGCA
GGTACGTATC
ARDAADANADA

CTGAATCTGA
TCGATCCATT
AGCTCCTGCG
CCTCGGGCCE
CGACATTTCG
GAGGCTCTCC
TGGGCCAGTT
CTTCAAGTAG
GTGAGAACCA
GARGCCATGG
ACTAGCAGCA
TTGGAGATGA
ATTCATGTCA
GTTTTGGGAT
ATATCATTGA
GAAAGAATGA
AAGATGAGTC
GATATTGTTC
TTAGATGTTT
GGGAAACATG
GCATATACAA
ACGTTTCGGA
ARAAPRAAARA

ACGTTGTTCT
CATTTCAATT
GTGATGACAT
ACCCTGARAC
ACACCGCCGC
GTCTCCARCT
TCGCCGAGAA
AATACATTGA
TGCCTGTTGA
AAGAGTGCAA
TGCTTGAGGA
ACCCAGCTTG
CGGCTTACTC
CAGATATCAT
GATGGGTGTA
GGCAGAACCT
ATCTTCCACA
TGGAAGTTGA
CTCCCAATTT
TGATATCGTT
TTTGCAGCAC
ARCGTAGATA
ARDARA

CTTARACCAR
GTARACTAGC
CCAGACCATG
CGCCAAGGCT
TGCTTACGGC
CATCAAGTCT
AGACCTTGTG
CATGTACATC
GAGAGATCTG
GARACTTGGG
GCTTCTTTCC
GCAGCTGAAG
TCCGCTCGGA
CGAAGAGATT
CGAACAAGGT
TGACATCTTC
GCGGAAAGGG
CGAAGAATTA
TACCGCCGGGE
TTTGTATTAC
CTTTCCTTTG
CATACATACT

60
120
180
240
300
360
400
460
520
580
640
7060
760
820
880
940

1000
1060
112¢
1180
1240
1300
1346
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<400> 2

Met

1

Gln

Asp

Tyr

Gly

65

Asp

Asp

Glu

Glu

Ala

Thr

Pro

Arg

50

Glu

Glu

Leu

Tyr

Val
130

Lys Val Pro

Met Pro Val

20

Glu Thr Ala
35

His Phe Asp

Ala Ile Ala

Leu Phe Ile

85

Val Leu Phe
100

Ile Asp Met
115

Arg Thr Met
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Ser Val Thr Lys

Ile Gly Met Gly

25

Lys Ala Ala Ile
40

Thr Ala Ala Ala
55

Glu Ala Leu Arg
70

Thr Thr Lys Leu

Ser Ile Lys Ala

105

Tyr Ile Ile His
120

Pro Val Glu Arg
135

Ser

10

Thr

Leu

Tyr

Leu

Trp

90

Ser

Trp

Asp

Ser Cys

Ser Ser

Glu Ala

Gly Ser
60

Gln Leu
75

Ala Ser

Leu Ser

Pro Phe
125

Leu Val
140

Gly

Tyr

Ile

45

Glu

Ile

Phe

Asn

110

Lys

Gln

Asp

Pro

30

Arg

Lys

Lys

Ala

Leu

Leu

Pro

Asp

15

Arg

Ala

Asp

Ser

Glu

95

Gln

Gly

Leu

Ile

Ala

Gly

Leu

Arg

80

Lys

Val

Lys

Asp
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Ile

145

Ala

Leu

Asn

Gly

Trp

225

Gln

Glu

Arg

Glu

Ile
305

<210>3
<211>2

Lys

Arg

Leu

Pro

Ile

210

Gly

Ala

Gln

Gln

Lys

290

Leu

9

<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<223> Oligonucleétido iniciador AKR1
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Ser Val Trp Glu Ala Met Glu Glu Cys Lys
150 155

Gly Ile Gly Val Ser Asn Phe Thr Ser Ser
165 170

Ser Phe Ala Glu Ile Pro Pro Ala Val Asn
180 185

Ala Trp Gln Leu Lys Lys Leu Arg Asp Phe
195 200

His Val Thr Ala Tyr Ser Pro Leu Gly Ala
215 220

Asp Asp Arg Val Leu Gly Ser Asp Ile Ile
230 235

Lys Gly Lys Ser Thr Ala Gln Ile Ser Leu
245 250

Gly Val Ser Ile val Thr Lys Ser Tyr Asn
260 265

Asn Leu Asp Ile Phe Asp Phe Cys Leu Thr
275 280

Met Ser His Leu Pro Gln Arg Lys Gly Val
295 300

Lys

Met

Gln

Cys

205

Ala

Glu

Arg

Lys

Glu

285

Thr

Leu

Leu

Leu

130

Lys

Arg

Glu

Trp

Glu

270

Glu

Phe

Gly

Glu

175

Glu

Ala

Thr

Ile

Val

255

Arg

Glu

Ala

Leu

160

Glu

Met

Lys

Lys

Ala

240

Tyr

Met

Leu

Ser

Gly Pro His Asp Ile Val Leu Glu Val Asp Glu Glu Leu

310 315
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<400> 3
ACTGCAGTCT AGACATGGCA AAGGTTCCT

<210> 4

<211>22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador AKR2

<400> 4

AAAGCTTTCA TAATTCTTCG TC

29

22



OFICINA ESPANOLA DE (DES 2224 773
PATENTES Y MARCAS @ N2 de solicitud: 200102896

. @ Fecha de presentacion de la solicitud: 27.12.2001
ESPANA

@ Fecha de prioridad:

INFORME SOBRE EL ESTADO DE LA TECNICA

@ Int. CL.7:  C12N 15/82, 15/53, 9/04, C12P 17/04, AO1H 5/00

DOCUMENTOS RELEVANTES

Categoria Documentos citados Reivindicaciones
afectadas
A DAVEY, M.W. et al. .Ascorbate Biosynthesis in Arabidopsis Cell 1-15

Suspension Culture". PLANT PHYSIOLOGY. Vol. 121 (2),
Octubre 1999, paginas 535-543.

A MAPSON L.W. & ISHERWOOD, F.A. "Biological Synthesis of Ascorbic 1-15
Acid: The Conversion of Derivatives of D-Galacturonic Acid into
L-Ascorbic Acid in Plant Extracts". BIOCHEMICAL JOURNAL, Vol. 64,
1956, paginas 13-22.

A BASE DE DATOS EMBL, Hinxton, UK; On line! 20.01.1998. GONZALEZ 1-15
LAMOTHE, R. et al.: "Fragaria x ananassa probable aldo-keto
reductase superfamily member mRNA, complete cds".

N¢ de acceso AF039182. Todo el documento.

A BASE DE DATOS EMBL, Hinxton, UK; 01.06.1998 On line!. GONZALEZ 1-15
LAMOTHE, R. et al.: "Hypothetical Protein". N de acceso 049133.
Todo el documento.

Categoria de los documentos citados

X: de particular relevancia O: referido a divulgacién no escrita

Y: de particular relevancia combinado con otro/s de la P: publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacion
misma categoria de la solicitud

A: refleja el estado de la técnica E: documento anterior, pero publicado después de la fecha

de presentacion de la solicitud

El presente informe ha sido realizado
para todas las reivindicaciones |:| para las reivindicaciones n®:

Fecha de realizacion del informe Examinador Pagina
28.01.2005 A. Collados Martin Posadillo 11




	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos
	Lista de Secuencias
	IET

