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DESCRIPCIÓN

Nuevos genes implicados en biosíntesis

CAMPO TÉCNICO

La invención se refiere a un nuevo gen o genes implicados en la biosíntesis. En particular, la presente invención se 
refiere a gen o genes que codifican un factor regulador que controla la expresión de genes claves implicados en la 5
producción de taninos condensados en plantas.

TÉCNICA ANTECEDENTE

La ruta molecular de fenilpropanoides

La ruta de fenilpropanoides (mostrada en la Figura 1) produce un conjunto de metabolitos secundarios que incluyen 
flavonas, antocianinas, flavonoides, taninos condensados e isoflavonoides (Dixon et al., 1996; 2005). En particular, 10
la ruta biosintética de taninos condensados (CT) comparte sus etapas tempranas con la ruta de antocianinas antes 
de divergir hacia la biosíntesis de proantocianidinas.

Las antocianidinas son precursores de flavan-3-oles (por ejemplo, (-)-epicatequina), que son bloques de 
construcción importantes para los CTs. Estos cis-flavan-3-oles se forman a partir de antocianidinas mediante 
antocianidin reductasa (ANR), que se ha clonado para muchas especies, incluyendo A. thaliana y M. truncatula (Xie 15
et al., 2003; 2004). En A. thaliana, (-)-epicatequina es el monómero de CT exclusivo (Abrahams et al., 2002), pero en 
muchas otras especies, incluyendo legumbres, tanto (+)- como (-)-flavan-3-oles se polimerizan a CTs. La biosíntesis 
de estos (+)-flavan-3-oles (catequinas) alternativos está catalizada por leucoantocianidin reductasa (LAR). Esta 
enzima se ha clonado y caracterizado de legumbres, incluyendo el árbol de leguminosa rico en CTs Desmodium 
uncinatum (Tanner et al., 2003), así como de otras especies tales como uvas y manzanas (Pfeiffer et al., 2006). La 20
enzima cataliza la reducción de leucopelargonidina, leucocianidina, y leucodelfinidina a afcelequina, catequina, y 
galocatequina, respectivamente. No se han encontrado homólogos de LAR en A. thaliana, consistente con la 
presencia exclusiva de bloques de construcción de CTs derivados de (-)-epicatequina en esta planta.

Mientras que la información sobre la regulación de TFs de esta ruta en semillas de Arabidopsis está bien definida, 
todavía se han de identificar TFs que controlan la biosíntesis de CTs de las hojas dentro de la tribu de Trifolieae. 25
Una familia importante de proteínas TF, la familia MYB, controla un intervalo diverso de funciones, incluyendo la 
regulación del metabolismo secundario, tal como las rutas de antocianinas y de CTs en plantas. La expresión de la 
MYB TF AtTT2 apaga o enciende coordinadamente los genes estructurales tardíos en Arabidopsis thaliana, 
controlando finalmente la expresión de la ruta de CTs.

Se ha obtenido un conjunto de mutantes testa transparente (TT) de Arabidopsis thaliana (Winkel-Shirley, 2002; 30
Debeaujon et al., 2001) y mutantes de semillas deficientes en taninos (TDS) (Abrahams et al. 2002; 2003) – todos 
ellos deficientes en la acumulación de CTs en el tegumento. Los estudios genéticos moleculares de estos mutantes 
ha permitido la identificación de un número de genes estructurales y factores de transcripción (TFs) que regulan la 
expresión y especificidad tisular de la síntesis de tanto antocianinas como de CTs en A. thaliana (Walker et al., 1999; 
Nesi et al., 2000; 2002).35

Aunque la mayoría de los genes estructurales en la ruta de CTs se han identificado en un intervalo de legumbres, 
hasta ahora han fallado los intentos para manipular la biosíntesis de CTs en hojas manipulando mediante ingeniería 
la expresión de estos genes individuales. La razón principal para esto es que ninguna (o unas pocas) enzima o 
enzimas son limitantes de la velocidad, sino que la actividad de virtualmente todas las enzimas en una ruta se ha de 
incrementar para lograr un flujo incrementado global en productos finales específicos tales como taninos 40
condensados.

Los factores de transcripción (TFs) son proteínas reguladoras que actúan como represoras o activadoras de rutas 
metabólicas. Por lo tanto, los TFs se pueden usar como una herramienta poderosa para la manipulación de todas las 
rutas metabólicas en plantas. Muchos TFs de MYB son reguladores importantes de la ruta de fenilpropanoides, 
incluyendo tanto la síntesis de antocianinas como de taninos condensados (Debaujon et al;, 2003; Davies y 45
Schwinn, 2003). Por ejemplo, el gen TT2 (AtTT2) de A. thaliana codifica un factor TF R2R3-MYB que es expresado 
solamente en el tegumento durante etapas tempranas de la embriogénesis, cuando se produce la biosíntesis de 
taninos condensados (Nesi et al., 2001). Se ha mostrado que TT2 regula la expresión de los genes estructurales 
biosintéticos tardíos de flavonoides TT3 (DFR), TT18, TT12 (proteína MATE) y ANR durante la biosíntesis y 
almacenamiento de CTs. AtTT2 determina parcialmente la expresión espacial y temporal restringida de genes, en 50
combinación con otros dos TFs; a saber, TT8 (proteína bHLH) y TTG1 (proteína de repetición WD-40; Baudry et al., 
2004).

También se han dado a conocer recientemente otros TFs de MYB en uva Vitis vinifera; (VvMYBPA1), loto y Brassica 
napus (BnTT2), que están implicados en la regulación de la biosíntesis de CTs (Wei et al., 2007; Bogs et al., 2007; 
Yoshida et al., 2008).55
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También se ha mostrado que el gen AtTT2 comparte un grado de similitud con el OsMYB3 del arroz (Oryza sativa), 
el ZmC1 del maíz (Zea mays), AmMYBROSEA de Antirrhinum majus, y PhMYBAN2 de Petunia hybrida, genes los 
cuales se ha mostrado que regulan la biosíntesis de antocianinas (Stracke et al., 2001; Mehrtens et al., 2005).

Taninos condensados

Los taninos condensados (CTs), también denominados proantocianidinas (Pas), son polímeros coloreados, uno de 5
varios metabolitos vegetales secundarios. Los CTs son polímeros de 2 a 50 (o más) unidades de flavonoides (véase 
el compuesto (I) más abajo) que están unidas mediante enlaces carbono-carbono que no son susceptibles de ser 
escindidos por hidrólisis. La estructura base de flavonoides es:

COMPUESTO (I)10

Los taninos condensados están situados en un intervalo de partes vegetales, por ejemplo las hojas, tallos, flores, 
raíces, productos de la madera, corteza, capullos. Los CTs se encuentran generalmente en vacuolas o en la 
epidermis superficial de la planta.

Taninos condensados en plantas forrajeras

Las plantas forrajeras, tales como legumbres forrajeras, son beneficiosas en sistemas de ganado a base de pastura, 15
debido a que mejoran tanto la ingesta como la calidad de la dieta del animal. También, su valor con respecto a la 
economía de nitrógeno (N) de pasturas con respecto a la producción de los rumiantes es considerable (Caradus et 
al., 2000). Sin embargo, aunque produce una fuente de pienso eficaz desde el punto del coste para rumiantes de 
pastoreo, la pastura es a menudo subóptima cuando se trata de satisfacer los requisitos nutricionales tanto de la 
microflora de la panza como del propio animal. De este modo, el potencial genético de rumiantes de pastoreo para la 20
producción de carne, lana o leche raramente se logra en una dieta forrajera.

Las pasturas de Nueva Zelanda contienen hasta 20% de trébol blanco; mientras que el incremento de los niveles de 
trébol blanco en pasturas ayuda a abordar este déficit, también exacerba la incidencia de meteorismo. El trébol 
blanco (Trifolium repens), el trébol rojo (Trifolium pratense) y la alfalfa (Medicago sativa) son causas bien 
documentadas de meteorismo, debido a la deficiencia de compuestos polifenólicos de la planta, tales como CT, en25
estas especies. Por lo tanto, el desarrollo de variedades de cultivo forrajeras que produzcan mayores niveles de 
taninos en tejido vegetal sería un desarrollo importante en la industria de agricultura para reducir la incidencia de 
meteorismo (Burggraaf et al., 2006).

En particular, los taninos condensados, si están presentes en cantidades suficientes, no solo ayudan a eliminar el 
meteorismo, sino también influyen fuertemente sobre la calidad de la planta, apetecibilidad y el valor nutritivo de 30
legumbres forrajeras, y por lo tanto pueden ayudar a mejorar el rendimiento del animal. Los beneficios de salud 
animal y productividad dados a conocer a partir de mayores niveles de CTs incluyen mayores tasas de ovulación en 
ovejas, mayor ganancia de peso vivo, crecimiento de lana y producción de leche, cambio de la composición de la 
leche y efectos antihelmínticos mejorados sobre parásitos gastrointestinales (Rumbaugh, 1985; Marten et al., 1987; 
Niezen et al., 1993; 1995; Tanner et al., 1994; McKenna, 1994; Douglas et al., 1995; Waghorn et al., 1998; Aerts et 35
al, 1999; McMahon et al., 2000; Molan et al., 2001; Sykes y Coop, 2001).

Un mayor nivel de tanino condensado también representa una solución viable para reducir los gases de efecto 
invernadero (metano, óxido nitroso) liberados al medio ambiente por rumiantes de pastoreo (Kingston-Smith y 
Thomas, 2003). El ganado rumiante produce al menos 88% de las emisiones totales de metano de Nueva Zelanda, y 
es un contribuyente importante de las emisiones de gases de efecto invernadero (Clark, 2001). La principal fuente de 40
metano ganadero es la fermentación entérica en el tubo digestivo de los rumiantes. La producción de metano, que 
representa una pérdida de energía para los rumiantes de alrededor de 3 a 9% de la ingesta total de energía (Blaxter 
y Clapperton, 1965), se puede reducir tanto como 5% mejorando la calidad del forraje. Se ha mostrado que el forraje 
rico en CT reduce la emisión de metano de animales de pastoreo (Woodward, et al 2001; Puchala, et al., 2005). Por 
lo tanto, el incremento del contenido de CTs de plantas de pastura puede contribuir directamente a niveles reducidos 45
de emisión de metano procedente de ganado.

Por lo tanto, los beneficios medioambientales y agronómicos que se podrían derivar de desencadenar la 
acumulación de una cantidad incluso moderada de taninos condensados en plantas forrajeras, incluyendo trébol 
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blanco, son de importancia considerable en la protección y nutrición de rumiantes (Damiani et al., 1999).

Legumbres

Los inventores entienden que la regulación de la ruta específica foliar de CTs en legumbres de Trifolium, que implica 
la interacción de factores de transcripción reguladores (TFs) con la ruta, sigue siendo desconocida. Se ha explorado 
la modificación o manipulación de esta ruta para influir en la cantidad de CT, pero, puesto que el proceso no es 5
directo, ha habido poco éxito firme en la comprensión de esta ruta.

El género del trébol, Trifolium, por ejemplo, es uno de los géneros más grandes en la familia Leguminosae (D 
Fabaceae), con aprox. 255 especies (Ellison et al., 2006). Se sabe que solamente dos especies de Trifolium, T. 
affine (también conocida como Trifolium preslianum Boiss. Is) y T. arvense (también conocido como clavo de pie de 
liebre), acumulan niveles elevados de CTs foliares (Fay y Dale, 1993). Aunque existen niveles significativos de CTs 10
en inflorescencias de trébol blanco (Jones et al., 1976), solo se pueden detectar cantidades en trazas en tricomas de 
las hojas (Woodfield et al., 1998). Varios enfoques, incluyendo el cribado de conjuntos génicos y mutagénesis al 
azar, han fracasado a la hora de proporcionar plantas de trébol blanco o rojo con mayores niveles de CTs foliares 
(Woodfield et al., 1998).

Manipulación genética de taninos condensados15

Los inventores en relación con el documento US2006/012508 crearon una planta de alfalfa transgénica usando el 
gen regulador de MYB TT2, y fueron capaces de producir sorprendentemente CTs constitutivamente en todos los 
tejidos de la raíz. Sin embargo, de forma importante, los inventores fueron incapaces de lograr la acumulación de 
CTs en las hojas de esta legumbre forrajera. Se ha dado a conocer previamente que no existen circunstancias 
conocidas que puedan inducir proantocianidinas (CTs) en forraje de alfalfa (Ray et al., 2003). Los autores de este 20
artículo evaluaron entre otros aspectos si el gen regulador similar a myc LC (TF) del maíz o el gen regulador de myb 
C1 (TF) del maíz podrían estimular la ruta de flavonoides en forraje de alfalfa y tegumento. Los autores de este 
artículo encontraron que solo el gen LC, y no C1, podría estimular la biosíntesis de antocianinas y proantocianidinas 
en forraje de alfalfa, pero la estimulación solo ocurrió en presencia de un factor de alfalfa desconocido sensible al 
estrés.25

Los estudios que evalúan la producción de taninos condensados en plantas de Lotus usando un gen regulador bHLH 
(TF) de maíz encontraron que la transformación de este TF en plantas de Lotus dio como resultado CTs solamente 
en un incremento muy pequeño (1%) en niveles de taninos condensados en hojas (Robbins et al., 2003).

Los intentos previos para alterar y potenciar compuestos agrícolamente importantes en trébol blanco implicaron 
alterar la biosíntesis de antocianinas derivada de la ruta de fenilpropanoides. A pesar de los intentos para activar 30
esta ruta usando varios TFs de myc y MYB heterólogos, solo se ha dado a conocer un éxito, usando el TF de myc 
de maíz TF B-Peru (de Majnik et al., 2000). Otros TFs investigados dieron como resultado regenerantes pobres o 
ningún regenerante, implicando un efecto pernicioso debido a su sobreexpresión. 

Más recientemente, se han dado a conocer homólogos de TT2 derivados de la legumbre rica en CTs, Lotus 
japonicus (Yoshida et al., 2008). El bombardeo de estos genes en células de hojas de A. thaliana ha mostrado 35
expresión transitoria que da como resultado expresión detectable de ANR y acumulación limitada de CTs según se 
detecta mediante DMACA. Sin embargo, estos genes no se han transformado ni analizado en ninguna especie de 
legumbre.

La expresión del gen Lc del maíz dio como resultado la acumulación de compuestos similares a PAs en alfalfa 
solamente si las plantas estaban bajo estrés abiótico (Ray et al., 2003). La coexpresión de tres factores de 40
transcripción, TT2, PAP1 y Lc en Arabidopsis fue necesaria para superar la expresión de PAs específica del tipo 
celular, pero esta acumulación constitutiva de PAs estuvo acompañada de la muerte de las plantas (Sharma y Dixon, 
2005).

La introducción de PAs en plantas por la expresión combinada de un factor de transcripción de la familia MYB y 
antocianidina reductasa para la conversión de antocianidina en (epi)-flavan-3-ol se ha intentado por Xie et al. (2006).45

Este intento para incrementar los niveles de proantocianidinas (PAs) en las hojas de tabaco coexpresando PAP1 (un 
TF de MYB) y ANR dio a conocer que hay niveles de PAs en tabaco que, si se traduce a alfalfa, pueden 
proporcionar potencialmente protección frente a meteorismo (Xie et al., 2006). Las hojas que contienen antocianinas 
de M. truncatula transgénica que expresa constitutivamente MtANR contenían hasta tres veces más PAs que 
aquellas de plantas de tipo salvaje en la misma etapa de desarrollo, y estos compuestos fueron de un subconjunto 50
específico de oligómeros de PAs. Adicionalmente, estos niveles de PA producidos en M. truncatula estuvieron muy 
lejos de los necesarios para un beneficio agronómico mejorado. Los autores afirman que siguió siendo incierto qué 
genes biosintéticos y no biosintéticos adicionales serán necesarios para la manipulación genética de PAs en 
cualquier tejido vegetal específico que acumule de forma natural los compuestos.

También se encontraron dificultades similares a la hora de expresar CTs o PAs en hojas cuando los genes TT2 y/o 55
BAN se transformaron en alfalfa – refiérase a los documentos US 2004/0093632 y US 2006/0123508.
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Taninos condensados útiles en productos naturales para la salud

También es ampliamente conocido el uso de cualquier flavonoide, incluyendo proantocianidinas, para formar 
suplementos alimentarios, composiciones o medicamentos. Por ejemplo: 

 La solicitud de patente US nº 2003/0180406 describe un método que usa composiciones polifenólicas 
derivadas específicamente de cacao para mejorar la función cognitiva.5

 La publicación de patente WO 2005/044291 describe el uso de semilla de uva (género Vitus) para prevenir 
enfermedades cerebrales degenerativas que incluyen apoplejía, conmoción cerebral, enfermedad de 
Huntington, CJD, Alzheimer, Parkinson, y demencia senil.

 La publicación de patente WO 2005/067915 describe una combinación sinérgica de flavonoides e 
hidroxiestilbenos (sintéticos o procedentes de té verde) combinados con flavonas, flavonoides, 10
proantocianidinas y antocianidinas (sintéticos o procedente de extracto de corteza) para reducir la 
degeneración neuronal asociada con estados mórbidos tales como demencia, Alzheimer, enfermedad 
cerebrovascular, alteración cognitiva relacionada con la edad, y depresión.

 El documento US 5.719.178 describe el uso de extracto de proantocianidinas para tratar ADHD.

 La publicación PCT número 06/126895 describe una composición que contiene extracto de corteza del 15
género Pinus para mejorar o prevenir un deterioro en capacidades cognitivas humanas, o mejorar o prevenir 
síntomas de trastornos neurológicos en un ser humano.

Ninguno de los anteriores considera el uso de legumbres como fuente de materia prima de CT.

Por lo tanto, sería útil si se pudiese proporcionar moléculas de ácido nucleico y polipéptidos útiles en el estudio de 
las rutas metabólicas implicadas en la biosíntesis de flavonoides y/o taninos condensados.20

También sería útil si se pudiese proporcionar moléculas de ácido nucleico y polipéptidos que sean capaces de 
alterar los niveles de flavonoides y/o taninos condensados en plantas o sus partes.

En particular, sería útil si se pudiese proporcionar moléculas de ácido nucleico que se pueden usar para producir 
flavonoides y/o taninos condensados en plantas o sus partes de novo.

Por lo tanto, es un objeto de la invención proporcionar un método para incrementar los niveles de CTs en las hojas 25
de especies de legumbres forrajeras. La identificación del gen también proporciona un método para prevenir la 
acumulación de CTs en especies de legumbres que produce niveles elevados perjudiciales de CT en hojas o 
semillas.

También sería útil si se pudiese proporcionar moléculas de ácido nucleico que se puedan usar solas o junto con 
otras moléculas de ácido nucleico para producir plantas, particularmente forrajes y legumbres, con niveles 30
potenciados de flavonoides y/o taninos condensados.

Es un objeto de la presente invención abordar los problemas anteriores o al menos proporcionar al público una 
elección útil.

SUMARIO DE LA INVENCIÓN

La presente invención se refiere a la identificación y usos de un nuevo gen de MYB y polipéptido asociado que se ha 35
denominado por los inventores “MYB14”, que se ha aislado por los solicitantes y que se ha mostrado que está 
implicado en la producción de compuestos flavonoides, incluyendo taninos condensados.

A lo largo de esta memoria descriptiva, las moléculas de ácido nucleico y polipéptidos de la presente invención se 
pueden denominar por el descriptor MYB14.

La presente invención contempla el uso de MYB14 independientemente o junto con otras moléculas de ácido 40
nucleico para manipular la ruta biosintética de taninos condensados en plantas.

Polinucleótidos que codifican polipéptidos

En un aspecto, la invención proporciona una molécula de ácido nucleico aislada que codifica:

a) un polipéptido MYB14 que comprende una secuencia con al menos 70% de identidad con SEC ID NO: 14, 
en el que el % de identidad se calcula a lo largo de toda la longitud de SEC ID NO: 14; y45

b) un fragmento funcional de SEC ID NO: 14;

en la que el polipéptido MYB14 en a) y el fragmento funcional en b) son capaces de incrementar la producción de 
taninos condensados en plantas.
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En una realización, el polipéptido MYB14 comprende la secuencia de SEC ID NO: 14.

En una realización, el polipéptido MYB14 o fragmento funcional comprende la secuencia de SEC ID NO: 17.

En una realización adicional, el polipéptido MYB14 regula la producción de taninos condensados en una planta.

El polipéptido MYB14 regula al menos un gen en la ruta biosintética de flavonoides en una planta.

El polipéptido MYB14 regula al menos un gen en la ruta biosintética de taninos condensados en una planta.5

En una realización adicional, el fragmento funcional tiene sustancialmente la misma actividad que el polipéptido 
MYB14.

En un aspecto adicional, la invención proporciona una molécula de ácido nucleico que codifica un polipéptido que 
comprende una secuencia de aminoácidos sustancialmente como se muestra en SEC ID NO: 17.

En un aspecto adicional, la invención proporciona una molécula de ácido nucleico que codifica un polipéptido que 10
tiene una secuencia de aminoácidos sustancialmente como se muestra en SEC ID NO: 17.

En un aspecto adicional, la invención proporciona una molécula de ácido nucleico que codifica un polipéptido que 
comprende una secuencia de aminoácidos sustancialmente como se muestra en SEC ID NO: 14.

En un aspecto adicional, la invención proporciona una molécula de ácido nucleico que codifica un polipéptido que 
tiene una secuencia de aminoácidos sustancialmente como se muestra en SEC ID NO: 14.15

En un aspecto adicional, la invención proporciona una molécula de ácido nucleico aislada que codifica un polipéptido 
que comprende un motivo de secuencia de aminoácidos de 3’ como se expone en SEC ID NO: 17.

Polinucleótidos 

En un aspecto adicional, la invención proporciona una molécula de ácido nucleico aislada que tiene una secuencia 
nucleotídica seleccionada del grupo que consiste en:20

a) SEC ID NO: 1, 2 ó 55;

b) un complemento de la secuencia o secuencias en a);

c) un fragmento funcional de la secuencia o secuencias en a) o b); 

d) una secuencia con al menos 70% de identidad con una secuencia en a) o b) a lo largo de toda la longitud 
de la secuencia;25

en la que la secuencia de d) y el fragmento funcional de c) codifican un polipéptido que es capaz de incrementar la 
producción de taninos condensados en plantas.

En una realización adicional, el fragmento comprende la secuencia codificante de la secuencia especificada.

En una realización adicional, la molécula de ácido nucleico aislada comprende la secuencia de SEC ID NO: 2.

En una realización adicional, la molécula de ácido nucleico aislada comprende la secuencia de SEC ID NO: 1.30

En una realización adicional, la molécula de ácido nucleico aislada comprende la secuencia de SEC ID NO: 55.

Sondas

También se describe una sonda capaz de unirse a un ácido nucleico de la invención.

También se describe una sonda capaz de unirse a un dominio de 3’ de la molécula de ácido nucleico MYB14 
sustancialmente como se describe anteriormente.35

En un caso, la sonda es capaz de unirse a una molécula de ácido nucleico que codifica la secuencia de aminoácidos
de SEC ID NO: 17, o a un complemento de la molécula de ácido nucleico.

En un caso, la sonda es capaz de unirse a la molécula de ácido nucleico, o a su complemento, en condiciones de 
hibridación restrictivas.

También se describe una sonda para una secuencia de 3’ que codifica el motivo como se expone en SEC ID NO: 17.40

Cebadores

También se describe un cebador capaz de unirse a un ácido nucleico de la invención.
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También se describe un cebador capaz de unirse a un dominio de 3’ de la molécula de ácido nucleico MYB14 
sustancialmente como se describe anteriormente.

En un caso, la sonda es capaz de unirse a una molécula de ácido nucleico que codifica la secuencia de aminoácidos
de SEC ID NO: 15, o a un complemento de la molécula de ácido nucleico.

En un caso, la sonda es capaz de unirse a la molécula de ácido nucleico, o a su complemento, en condiciones de 5
PCR.

También se describe un cebador para un ácido nucleico que codifica una secuencia de 3’ que codifica el motivo 
como se expone en SEC ID NO: 17.

Polipéptidos

En un aspecto, la invención proporciona un polipéptido MYB14 aislado, o un fragmento funcional del mismo, como 10
se define en las reivindicaciones.

En un caso, el polipéptido MYB14 comprende la secuencia de SEC ID NO: 15 y SEC ID NO: 17, pero carece de la 
secuencia de SEC ID NO: 16.

En un aspecto adicional, la invención proporciona un polipéptido MYB14 aislado que tiene una secuencia de 
aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en:15

a) una secuencia con al menos 70% de identidad con SEC ID NO: 14, en el que el % de identidad se calcula 
a lo largo de toda la longitud de SEC ID NO: 14; y

b) un fragmento funcional de la secuencia dada en a), en el que la secuencia en a) y el fragmento funcional 
en b) son capaces de incrementar la producción de taninos condensados en plantas.

En una realización adicional, el polipéptido MYB14 comprende la secuencia de SEC ID NO: 14.20

El polipéptido MYB14 regula la producción de taninos condensados en una planta.

En un caso adicional, el polipéptido MYB14 regula al menos un gen en la ruta biosintética de flavonoides en una 
planta.

En una realización adicional, el polipéptido MYB14 regula la ruta biosintética de taninos condensados en una planta.

En una realización adicional, el polipéptido MYB14 regula al menos un gen en la ruta biosintética de taninos 25
condensados en una planta.

En una realización adicional, el fragmento funcional tiene sustancialmente la misma actividad que el polipéptido 
MYB14.

Según otro aspecto de la invención, se proporciona un polipéptido aislado que tiene una secuencia de aminoácidos 
seleccionada del grupo que consiste en:30

a) SEC ID NO: 14;

b) un fragmento funcional de la secuencia dada en a), en el que la secuencia en a) y el fragmento en b) son 
capaces de incrementar la producción de taninos condensados en una planta.

También se describe un polipéptido aislado que comprende un motivo de secuencia de aminoácidos de 3’ como se 
expone en SEC ID NO: 17.35

También se describe un polipéptido aislado que tiene un motivo de secuencia de aminoácido de 3’ como se expone 
en SEC ID NO: 17.

También se describe un polipéptido MYB14 aislado o un fragmento funcional del mismo en el que dicho polipéptido 
MYB14 incluye un motivo de secuencia de aminoácidos de subgrupo 5 como se muestra en SEC ID NO: 15, así 
como un motivo de 3’ de secuencia de aminoácidos como se muestra en SEC ID NO: 17, pero que carece de un 40
motivo de secuencia de aminoácidos de subgrupo 6 como se muestra en SEC ID NO: 16.

También se describe un polipéptido aislado codificado por una molécula de ácido nucleico que tiene una secuencia 
nucleotídica seleccionada de aquellas expuestas en una cualquiera de SEC ID NO: 1 a 13 y 55 a 64.

También se describe un polipéptido aislado codificado por una molécula de ácido nucleico que tiene una secuencia 
nucleotídica como se expone en SEC ID NO: 1, 2 ó 55.45

También se describe una molécula de ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido de 
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la invención.

Constructos

Según un aspecto adicional de la presente invención, se proporciona un constructo que incluye una secuencia 
nucleotídica sustancialmente como se describe anteriormente.

Según un aspecto adicional de la presente invención, se proporciona un constructo que incluye:5

- al menos un promotor; y

- una molécula de ácido nucleico sustancialmente como se describe anteriormente;

en el que el promotor está enlazado operativamente a la molécula de ácido nucleico para controlar la expresión de la 
molécula de ácido nucleico.

Preferiblemente, el constructo puede incluir una o más moléculas de ácido nucleico adicionales de interés y/o una o 10
más secuencias reguladoras adicionales, tales como, entre otras, secuencias terminadoras.

Lo más preferible, la molécula de ácido nucleico en el constructo puede tener una secuencia nucleotídica 
seleccionada de SEC ID NO: 1, 2 ó 55.

Células hospedantes 

Según un aspecto adicional de la presente invención, se proporciona una célula hospedante que se ha alterado a 15
partir del tipo salvaje al transformarla para incluir una molécula de ácido nucleico sustancialmente como se describe 
anteriormente.

En una realización, el ácido nucleico es parte de un constructo genético de la invención.

En una realización, la célula hospedante no forma parte de un ser humano.

En una realización adicional, la célula hospedante es una célula vegetal.20

Células vegetales y plantas

Según un aspecto adicional de la presente invención, se proporciona una planta o célula vegetal transformada con 
un constructo sustancialmente como se describe anteriormente.

Según un aspecto adicional de la presente invención, se proporciona una planta transformada con un constructo 
sustancialmente como se describe anteriormente.25

Según un aspecto adicional de la presente invención, se proporciona una planta o parte de la misma que se ha 
alterado a partir del tipo salvaje para incluir una molécula de ácido nucleico sustancialmente como se describe 
anteriormente.

Según un aspecto adicional de la presente invención, se proporciona una célula vegetal, planta o parte de la misma 
que se ha manipulado vía expresión alterada de un gen MYB14 para que tenga niveles de taninos condensados 30
mayores que una planta de tipo salvaje correspondiente o parte de la misma.

Según un aspecto adicional de la presente invención, se proporciona una célula vegetal, célula vegetal la cual se ha 
manipulado vía expresión alterada de un gen MYB14 para que tenga niveles de taninos condensados mayores que 
una célula vegetal de tipo salvaje correspondiente.

Según un aspecto adicional de la presente invención, se proporciona una hoja de una planta que, vía expresión 35
alterada de un gen MYB14, tiene niveles de taninos condensados mayores que una planta de tipo salvaje 
correspondiente o parte de la misma.

Según un aspecto adicional de la presente invención, se proporciona la progenie de una célula vegetal o una planta 
sustancialmente como se describe anteriormente, la cual, vía expresión alterada de un gen MYB14, tiene niveles de 
taninos condensados mayores que una célula vegetal de tipo salvaje o planta correspondiente.40

Según un aspecto adicional de la presente invención, se proporciona la semilla de una planta transgénica 
sustancialmente como se describe anteriormente.

Composiciones

También se describe una composición que incluye un ingrediente que es, o se obtiene de, una planta y/o parte de la 
misma, en el que dicha planta o parte de la misma se ha manipulado vía expresión alterada de un gen MYB14 para 45
que tenga niveles mayores o menores de flavonoides y/o taninos condensados en comparación con aquellos de una 
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planta de tipo salvaje correspondiente o parte de la misma.

Métodos que usan polinucleótidos

Según un aspecto adicional de la presente invención, se proporciona el uso de una molécula de ácido nucleico 
sustancialmente como se describe anteriormente para alterar una planta o célula vegetal.

Según un aspecto adicional de la presente invención, se proporciona un método para producir una planta alterada o 5
célula vegetal usando una molécula de ácido nucleico sustancialmente como se describe anteriormente.

En una realización, la planta o célula vegetal se altera en la producción de al menos un tanino condensado, o un 
intermedio en la producción de al menos un tanino condensado.

En una realización adicional, el tanino condensado se selecciona de catequina, epicatequina, epigalocatequina y 
galocatequina.10

En la invención, la alteración es un incremento.

En una realización adicional, la planta o célula vegetal se altera en la expresión de al menos una enzima en una ruta 
biosintética de taninos condensados.

En la invención, la expresión alterada es expresión incrementada.

En una realización adicional, la enzima es LAR o ANR.15

En una realización adicional, la planta se altera en la expresión tanto de LAR como de ANR.

La planta puede ser cualquier planta, y la célula vegetal puede ser de cualquier planta.

En una realización, la planta es una planta de cultivo forrajera.

En una realización adicional, la planta es una planta leguminosa.

En una realización, la producción o expresión alterada, descrita anteriormente, es en sustancialmente todos los 20
tejidos de la planta.

En una realización, la producción o expresión alterada, descrita anteriormente, es en el tejido foliar de la planta.

En una realización, la producción o expresión alterada, descrita anteriormente, es en las porciones vegetativas de la 
planta.

En una realización, la producción o expresión alterada, descrita anteriormente, es en los tejidos epidérmicos de la 25
planta.

Para los fines de esta memoria descriptiva, el tejido epidérmico se refiere al grupo de monocapa exterior de células, 
incluyendo la hoja, tallos, y raíces y tejidos jóvenes de una planta vascular.

En una realización, la producción alterada de taninos condensados descrita anteriormente es en un tejido de la 
planta que está sustancialmente desprovisto de los taninos condensados.30

Por lo tanto, en algunas realizaciones de la invención, la producción de taninos condensados es producción de novo.

En una realización, el ácido nucleico codifica una proteína MYB14 como se define aquí.

En un caso, el ácido nucleico codifica una proteína que comprende una secuencia de aminoácidos como se expone 
en una cualquiera de SEC ID NOs 1-13 y 55 a 64, o fragmento o variante de la misma.

En un caso, el ácido nucleico comprende una secuencia sustancialmente como se expone en una cualquiera de 35
SEC ID NOs 1-13 y 55 a 64, o fragmento o variante de la misma.

En una realización adicional, el ácido nucleico comprende una secuencia sustancialmente como se expone en SEC 
ID NOs 1, 2 ó 55, o fragmento o variante de la misma.

En una realización adicional, el ácido nucleico es parte de un constructo sustancialmente como se describe 
anteriormente.40

En una realización, la planta se altera transformando la planta con el ácido nucleico o constructo.

En una realización adicional, la planta se altera manipulando el genoma de una planta para expresar niveles 
incrementados o disminuidos del ácido nucleico, o fragmento o variante del mismo, en la planta en comparación con 
el producido en una planta de tipo salvaje correspondiente o parte de la misma.
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También se describe el uso de una molécula de ácido nucleico o polipéptido de la presente invención para identificar 
otros genes/polipéptidos reguladores de flavonoides y/o taninos condensados relacionados.

Según un aspecto adicional de la presente invención, se proporciona el uso de una molécula de ácido nucleico 
sustancialmente como se describe anteriormente para alterar una planta o célula vegetal, en el que dicha planta es, 
o dicha célula vegetal procede de, un cultivo forrajero.5

En la invención, la planta tiene producción incrementada de taninos condensados.

Preferiblemente, el cultivo forrajero puede ser una legumbre forrajera.

Según un aspecto adicional de la presente invención, se proporciona el uso de una molécula de ácido nucleico 
sustancialmente como se describe anteriormente para alterar los niveles de taninos condensados en plantas 
leguminosas o células de plantas leguminosas.10

Preferiblemente, los niveles de taninos condensados se alteran en tejido foliar.

También se describe el uso de información de secuencia de ácido nucleico sustancialmente como se expone en una 
cualquiera de SEC ID NO: 1-13 y 55 a 64 para alterar la ruta biosintética de flavonoides o de taninos condensados in 
planta.

Según un aspecto adicional de la presente invención, se proporciona el uso de información de secuencia de ácido 15
nucleico sustancialmente como se expone en una cualquiera de SEC ID NO: 1, 2 y 55 para alterar la ruta biosintética 
de taninos condensados in planta.

Según un aspecto adicional de la presente invención, se proporciona el uso de un constructo sustancialmente como 
se describe anteriormente para transformar una planta leguminosa o célula vegetal para alterar los niveles de 
taninos condensados en las porciones vegetativas de la planta leguminosa o célula vegetal.20

Según un aspecto adicional de la presente invención, se proporciona un método para alterar la producción de 
taninos condensados en una planta leguminosa o parte de la misma, que incluye la etapa de manipular el genoma 
de una planta para expresar niveles crecientes de un gen MYB14 de leguminosa, o fragmento o variante del mismo, 
en la planta en comparación con el producido en una planta de tipo salvaje correspondiente o parte de la misma.

Según un aspecto adicional de la presente invención, se proporciona un método para alterar la producción de 25
taninos condensados en una planta leguminosa o parte de la misma, que incluye la etapa de manipular el genoma 
de una planta para expresar niveles crecientes o decrecientes de un gen MYB14 de leguminosa, o fragmento o 
variante del mismo, en la planta en comparación con el producido en una planta de tipo salvaje correspondiente o 
parte de la misma.

Según un aspecto adicional de la presente invención, se proporciona el uso de una molécula de ácido nucleico para 30
producir taninos condensados in planta en una planta leguminosa o parte de la misma de novo.

Según un aspecto adicional de la presente invención, se proporciona el uso de una molécula de ácido nucleico 
sustancialmente como se describe anteriormente para manipular en una planta leguminosa o parte de la misma la 
ruta biosintética de taninos condensados in planta.

Según un aspecto adicional de la presente invención, se proporciona el uso de un constructo sustancialmente como 35
se describe anteriormente para manipular la ruta biosintética de taninos condensados in planta.

Según un aspecto adicional de la presente invención, se proporciona el uso de un gen MYB14 que tiene una 
secuencia de ácido nucleico sustancialmente que corresponde a una molécula de ácido nucleico de la presente 
invención para manipular la ruta biosintética in planta.

Según un aspecto adicional de la presente invención, se proporciona el uso de una molécula de ácido nucleico 40
sustancialmente como se describe anteriormente para producir un tanino condensado, enzima, intermedio u otro 
compuesto químico asociado con la ruta biosintética de flavonoides y/o de taninos condensados.

También se describe un método para manipular la ruta biosintética de flavonoides y/o de taninos condensados, 
caracterizado por la etapa de alterar un ácido nucleico sustancialmente como se describe anteriormente para 
producir un gen que codifica un péptido no funcional.45

También se describe el uso de una molécula de ácido nucleico aislada de la presente invención in planta para 
manipular los niveles de LAR y/o ANR en una planta leguminosa o célula de la planta.

Según otro aspecto, se proporciona el uso de una molécula de ácido nucleico aislada de la presente invención in 
planta para manipular los niveles de catequina y/o epicatequina u otro monómero de tanino (epigalocatequina o 
galocatequina) en una planta leguminosa o célula de la planta.50
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También se describe el uso de una molécula de ácido nucleico o polipéptido para identificar otros genes/polipéptidos 
reguladores de flavonoides y/o de taninos condensados relacionados.

En una realización, se puede manipular el conjunto del tejido vegetal. En una realización alternativa, se puede 
manipular el tejido epidérmico de la planta. Para los fines de esta memoria descriptiva, el tejido epidérmico se refiere 
al grupo de monocapa exterior de células, la hoja, los tallos, y raíces y tejidos jóvenes de una planta vascular.5

Más preferiblemente, los niveles de taninos condensados alterados por la presente invención son suficientes para 
proporcionar un beneficio terapéutico o agronómico a un sujeto que consuma la planta con niveles alterados de 
flavonoides y/o taninos condensados.

Plantas producidas vía los métodos

En una realización adicional, la invención proporciona una planta producida mediante un método de la invención.10

En una realización adicional, la invención proporciona una parte, semilla, fruta, material cosechado, propágulo o 
progenie de una planta de la invención.

En una realización adicional, la parte, semilla, fruta, material cosechado, propágulo o progenie de la planta se 
modifica genéticamente para comprender al menos una molécula de ácido nucleico de la invención, o un constructo 
de la invención.15

Fuente de ácidos nucleicos y proteínas de la invención

Los ácidos nucleicos y proteínas de la invención pueden derivar de cualquier planta, como se describe más abajo, o 
se pueden producir sintética o recombinantemente.

Plantas

Las células vegetales y plantas de la invención, o aquellas transformadas o manipuladas en métodos y usos de la 20
invención, pueden proceder de cualquier especie.

En una realización, la célula vegetal o planta deriva de especies de planta gimnosperma.

En una realización adicional, la célula vegetal o planta deriva de una especie de planta angiosperma.

En una realización adicional, la célula vegetal o planta deriva de una especie de planta dicotiledónea.

En una realización adicional, la célula vegetal o planta deriva de una especie de planta monocotiledónea.25

Preferiblemente, las plantas proceden de especies dicotiledóneas.

Otras plantas preferidas son especies de plantas forrajeras de un grupo que comprende pero no se limita a los 
siguientes géneros: Lolium, Festuca, Dactylis, Bromus, Thinopyrum, Trifolium, Medicago, Pheleum, Phalaris, Holcus, 
Lotus, Plantago y Cichorium.

Otras plantas preferidas son plantas leguminosas. La planta leguminosa o parte de la misma puede englobar 30
cualquier planta en la familia de plantas Leguminosae o Fabaceae. Por ejemplo, las plantas se pueden seleccionar 
de legumbres forrajeras que incluyen alfalfa, trébol; leucaena; legumbres de grano que incluyen habas, lentejas, 
altramuces, guisantes, cacahuetes, haba de soja; legumbres de pruina que incluyen altramuz, legumbres 
farmacéuticas o industriales; y especies de legumbres de barbecho o de abono natural.

Un género particularmente preferido es Trifolium.35

Las especies de Trifolium preferidas incluyen Trifolium repens; Trifolium arvense; Trifolium affine; y Trifolium 
occidenfale.

Una especie de Trifolium particularmente preferida es Trifolium repens.

Otro género preferido es Medicago.

Especies de Medicago preferidas incluyen Medicago sativa y Medicago truncatula.40

Una especie de Medicago particularmente preferida es Medicago sativa, conocida habitualmente como alfalfa.

Otro género preferido es Glycine.

Las especies de Glycine preferidas incluyen Glycine max y Glycine wightii (también conocida como Neonotonia 
wightii).

Una especie de Glycine particularmente preferida es Glycine max, conocida habitualmente como haba de soja.45
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Una especie de Glycine particularmente preferida es Glycine wightii, conocida habitualmente como haba de soja 
perenne.

Otro género preferido es Vigna.

La especie de Vigna preferida incluye Vigna unguiculata.

Una especie de Vigna particularmente preferida es Vigna unguiculata, habitualmente conocida como frijol de carita.5

Otro género preferido es Mucana.

La especie de Mucana preferida incluye Mucana pruniens.

Una especie de Mucana particularmente preferida es Mucana pruniens, habitualmente conocida como grano de 
terciopelo.

Otro género preferido es Arachis.10

Una especie de Arachis preferida incluye Arachis glabrata.

Una especie de Arachis particularmente preferida es Arachis glabrata, habitualmente conocida como cacahuete 
perenne.

Otro género preferido es Pisum.

Una especie de Pisum preferida incluye Pisum sativum.15

Una especie de Pisum particularmente preferida es Pisum sativum, habitualmente conocido como guisante.

Otro género preferido es Lotus.

Especies de Lotus preferidas incluyen Lotus corniculatus, Lotus pedunculatus, Lotus glabar, Lotus tenuis y Lotus 
uliginosus.

Una especie de Lotus particularmente preferida es Lotus corniculatus, habitualmente conocido como loto 20
corniculado.

Una especie de Lotus particularmente preferida es Lotus glabar, habitualmente conocido como loto corniculado de 
hoja estrecha.

Una especie de Lotus particularmente preferida es Lotus pedunculatus, habitualmente conocido como lotera.

Una especie de Lotus particularmente preferida es Lotus tenuis, habitualmente conocido como trébol esbelto.25

Otro género preferido es Brassica.

Una especie de Brassica preferida incluye Brassica oleracea.

Una especie de Brassica particularmente preferida es Brassica oleracea, habitualmente conocida como berza o 
repollo forrajero.

El término “planta”, como se usa aquí, se refiere a la planta en su totalidad, y cualquier parte de la misma, puede 30
incluir pero no se limita a: porciones seleccionadas de la planta durante el ciclo de vida de la planta, tales como 
semillas vegetales, brotes, hojas, corteza, vainas, raíces, flores, fruto, tallos, y similares. Una “parte de la misma” 
preferida son las hojas.

DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN

En esta memoria descriptiva en la que se ha hecho referencia a memorias descriptivas de patentes, otros 35
documentos externos u otras fuentes de información, esto es generalmente con el fin de proporcionar un contexto 
para discutir las características de la invención. Excepto que se señale específicamente de otro modo, la referencia 
a tales documentos externos no se ha de interpretar como una admisión de que tales documentos, o tales fuentes 
de información, en cualquier jurisdicción, son técnica anterior, o forman parte del conocimiento general común en la 
técnica.40

El término “que comprende”, como se usa en esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones, significa “que 
consiste al menos en parte en”; es decir, cuando se interpretan afirmaciones en esta memoria descriptiva y en las 
reivindicaciones que incluyen “que comprende”, las características prologadas por este término en cada afirmación 
necesitan estar todas ellas presentes, pero también pueden estar presentes otras características. Términos 
relacionados, tales como “comprender” y “comprendido”, se han de interpretar de manera similar. Sin embargo, en 45
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realizaciones preferidas, “que comprende” se puede sustituir por “que consiste”.

La expresión “polipéptido MYB14” se refiere a un factor de transcripción MYB de clase R2R3.

Preferiblemente, el polipéptido MYB14 comprende una secuencia con al menos 70% de identidad con SEC ID NO: 
14.

El polipéptido MYB14 puede comprender el motivo de secuencia de SEC ID NO: 15.5

El polipéptido MYB14 puede comprender el motivo de secuencia de SEC ID NO: 17.

El polipéptido MYB14 puede comprender la secuencia de SEC ID NO: 15 y SEC ID NO: 17, pero carece de la 
secuencia de SEC ID NO: 16.

Un “gen MYB14” es un gen, por la definición estándar de gen, que codifica un polipéptido MYB14.

La expresión “factor de transcripción MYB” es un término bien entendido por los expertos en la técnica para referirse 10
a una clase de factores de transcripción caracterizada por un dominio de unión a ADN estructuralmente conservado 
que consiste en repeticiones imperfectas individuales o múltiples.

La expresión “factor de transcripción R2R3” o “transcripción MYB con un dominio de unión a ADN R2R3” es una 
expresión bien entendida por los expertos en la técnica para referirse a factores de transcripción MYB de la clase de 
dos repeticiones.15

Los términos “proantocianidinas” y “taninos condensados” se pueden usar de forma intercambiable a lo largo de la 
memoria descriptiva.

La expresión “motivo de secuencia”, como se usa aquí, significa un tramo de aminoácidos o nucleótidos. 
Preferiblemente, el tramo de aminoácidos o nucleótidos es contiguo.

El término “alterada”, con respecto a una planta con “producción alterada” o “expresión alterada”, significa alterada 20
con respecto a la misma planta, o planta del mismo tipo, en el estado no transformado.

El término “alterada” puede significar incrementada o disminuida. Preferiblemente, alterada es incrementada.

Polinucleótidos y fragmentos

El término “polinucleótido o polinucleótidos”, como se usa aquí, significa un polímero desoxirribonucleotídico o 
ribonucleotídico monocatenario o bicatenario de cualquier longitud pero preferiblemente al menos 15 nucleótidos, e 25
incluye, como ejemplos no limitantes, secuencias codificantes y no codificantes de un gen, complementos de 
secuencias sentido y antisentido, exones, intrones, ADN genómico, ADNc, pre-ARNm, ARNm, ARNr, ARNis, miARN, 
ARNt, ribozimas, polipéptidos recombinantes, secuencias de ADN o ARN de origen natural aisladas y purificadas, 
secuencias de ARN y ADN sintéticas, sondas, cebadores y fragmentos de ácidos nucleicos.

El término “polinucleótido” se puede usar de forma intercambiable con “molécula de ácido nucleico”.30

Un “fragmento” de una secuencia polinucleotídica proporcionada aquí es una subsecuencia de nucleótidos contiguos 
que tiene una longitud preferiblemente de al menos 15 nucleótidos. Los fragmentos de la invención comprenden 
preferiblemente al menos 20 nucleótidos, más preferiblemente al menos 30 nucleótidos, más preferiblemente al 
menos 40 nucleótidos, más preferiblemente al menos 50 nucleótidos, y lo más preferible al menos 60 nucleótidos 
contiguos de un polinucleótido de la invención. Un fragmento de una secuencia polinucleotídica se puede usar en 35
tecnología antisentido, de silenciamiento génico, de triple hélice o de ribozima, o como un cebador, una sonda, 
incluido en una micromatriz, o usado en métodos de selección a base de polinucleótidos.

Preferiblemente, los fragmentos de secuencias polinucleotídicas de la invención comprenden al menos 25, más 
preferiblemente al menos 50, más preferiblemente al menos 75, más preferiblemente al menos 100, más 
preferiblemente al menos 150, más preferiblemente al menos 200, más preferiblemente al menos 300, más 40
preferiblemente al menos 400, más preferiblemente al menos 500, más preferiblemente al menos 600, más 
preferiblemente al menos 700, más preferiblemente al menos 800, más preferiblemente al menos 900, más 
preferiblemente al menos 1000 nucleótidos contiguos del polinucleótido especificado.

El término “cebador” se refiere a un polinucleótido corto, que tiene habitualmente un grupo libre 3’OH, que se hibrida 
a un molde y se usa para cebar la polimerización de un polinucleótido complementario al molde. Tal cebador tiene 45
preferiblemente al menos 5, más preferiblemente al menos 6, más preferiblemente al menos 7, más preferiblemente 
al menos 9, más preferiblemente al menos 10, más preferiblemente al menos 11, más preferiblemente al menos 12, 
más preferiblemente al menos 13, más preferiblemente al menos 14, más preferiblemente al menos 15, más 
preferiblemente al menos 16, más preferiblemente al menos 17, más preferiblemente al menos 18, más 
preferiblemente al menos 19, más preferiblemente al menos 20 nucleótidos de longitud.50
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El término “sonda” se refiere a un polinucleótido corto que se usa para detectar una secuencia polinucleotídica, que 
es complementaria a la sonda, en un ensayo a base de hibridación. La sonda puede consistir en un “fragmento” de 
un polinucleótido como se define aquí. Preferiblemente, tal sonda tiene al menos 5, más preferiblemente al menos 
10, más preferiblemente al menos 20, más preferiblemente al menos 30, más preferiblemente al menos 40, más 
preferiblemente al menos 50, más preferiblemente al menos 100, más preferiblemente al menos 200, más 5
preferiblemente al menos 300, más preferiblemente al menos 400 y lo más preferible al menos 500 nucleótidos de 
longitud.

Polipéptidos y fragmentos

El término “polipéptido”, como se usa aquí, engloba cadenas de aminoácidos de cualquier longitud, pero 
preferiblemente al menos 5 aminoácidos, incluyendo proteínas de longitud completa, en las que los restos de 10
aminoácidos están enlazados mediante enlaces peptídicos covalentes. Los polipéptidos pueden ser productos 
naturales purificados, o se pueden producir parcial o totalmente usando técnicas recombinantes o sintéticas. El 
término puede referirse a un polipéptido, un agregado de un polipéptido tal como un dímero u otro multímero, un 
polipéptido de fusión, un fragmento polipeptídico, una variante polipeptídica, o derivado del mismo.

Un “fragmento” de un polipéptido es una subsecuencia del polipéptido que realiza una función que se requiere para 15
la actividad biológica y/o proporciona estructura tridimensional del polipéptido. El término se puede referir a un 
polipéptido, un agregado de un polipéptido tal como un dímero u otro multímero, un polipéptido de fusión, un 
fragmento polipeptídico, una variante polipeptídica, o derivado del mismo, capaz de llevar a cabo la actividad 
anterior.

El término “aislada”, como se aplica a las secuencias polinucleotídicas o polipeptídicas descritas aquí, se usa para 20
referirse a secuencias que están eliminadas de su entorno celular natural. Una molécula aislada se puede obtener 
mediante cualquier método o combinación de métodos incluyendo técnicas bioquímicas, recombinantes, y sintéticas.

La expresión “derivada de”, con respecto a una secuencia polinucleotídica o polipeptídica que deriva de un género o 
especie particular, significa que la secuencia tiene la misma secuencia que una secuencia polinucleotídica o 
polipeptídica encontrada de forma natural en ese género o especie. La secuencia, derivada de un género o especie 25
particular, se puede producir por lo tanto de forma sintética o recombinante.

Variantes

Como se usa aquí, el término “variante” se refiere a secuencias polinucleotídicas o polipeptídicas diferentes de las 
secuencias identificadas específicamente, en las que uno o más nucleótidos o restos de aminoácidos están 
suprimidos, sustituidos, o añadidos. Las variantes pueden ser variantes alélicas de origen natural, o variantes de 30
origen no natural. Las variantes pueden proceder de la misma especie o de otra especie, y pueden englobar 
homólogos, parálogos y ortólogos. En ciertas realizaciones, las variantes de los polinucleótidos y polipéptidos de la 
invención poseen actividades biológicas que son las mismas o similares a las de los polinucleótidos o polipéptidos 
de la invención. El término “variante”, con referencia a polinucleótidos y polipéptidos, engloba todas las formas de 
polinucleótidos y polipéptidos como se definen aquí.35

Variantes polinucleotídicas 

Las secuencias polinucleotídicas variantes exhiben preferiblemente al menos 50%, más preferiblemente al menos 
51%, más preferiblemente al menos 52%, más preferiblemente al menos 53%, más preferiblemente al menos 54%, 
más preferiblemente al menos 55%, más preferiblemente al menos 56%, más preferiblemente al menos 57%, más 
preferiblemente al menos 58%, más preferiblemente al menos 59%, más preferiblemente al menos 60%, más 40
preferiblemente al menos 61%, más preferiblemente al menos 62%, más preferiblemente al menos 63%, más 
preferiblemente al menos 64%, más preferiblemente al menos 65%, más preferiblemente al menos 66%, más 
preferiblemente al menos 67%, más preferiblemente al menos 68%, más preferiblemente al menos 69%, más 
preferiblemente al menos 70%, más preferiblemente al menos 71%, más preferiblemente al menos 72%, más 
preferiblemente al menos 73%, más preferiblemente al menos 74%, más preferiblemente al menos 75%, más 45
preferiblemente al menos 76%, más preferiblemente al menos 77%, más preferiblemente al menos 78%, más 
preferiblemente al menos 79%, más preferiblemente al menos 80%, más preferiblemente al menos 81%, más 
preferiblemente al menos 82%, más preferiblemente al menos 83%, más preferiblemente al menos 84%, más 
preferiblemente al menos 85%, más preferiblemente al menos 86%, más preferiblemente al menos 87%, más 
preferiblemente al menos 88%, más preferiblemente al menos 89%, más preferiblemente al menos 90%, más 50
preferiblemente al menos 91%, más preferiblemente al menos 92%, más preferiblemente al menos 93%, más 
preferiblemente al menos 94%, más preferiblemente al menos 95%, más preferiblemente al menos 96%, más 
preferiblemente al menos 97%, más preferiblemente al menos 98%, y lo más preferible al menos 99% de identidad 
con una secuencia polinucleotídica especificada. La identidad se encuentra a lo largo de una ventana de 
comparación de al menos 20 posiciones nucleotídicas, más preferiblemente al menos 50 posiciones nucleotídicas, 55
más preferiblemente al menos 100 posiciones nucleotídicas, más preferiblemente al menos 200 posiciones 
nucleotídicas, más preferiblemente al menos 300 posiciones nucleotídicas, más preferiblemente al menos 400 
posiciones nucleotídicas, más preferiblemente al menos 500 posiciones nucleotídicas, más preferiblemente al menos 
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600 posiciones nucleotídicas, más preferiblemente al menos 700 posiciones nucleotídicas, más preferiblemente al 
menos 800 posiciones nucleotídicas, más preferiblemente al menos 900 posiciones nucleotídicas, más 
preferiblemente al menos 1000 posiciones nucleotídicas, y lo más preferible a lo largo de toda la longitud de la 
secuencia polinucleotídica especificada.

La identidad de la secuencia polinucleotídica se puede determinar de la siguiente manera. La secuencia 5
polinucleotídica objeto se compara con una secuencia polinucleotídica candidato usando BLASTN (de la colección 
de programas BLAST, versión 2.2.5 [noviembre 2002]) en bl2seq (Tatiana A. Tatusova, Thomas L. Madden (1999), 
“Blast 2 sequences - a new tool for comparing protein and nucleotide sequences”, FEMS Microbiol Lett. 174:247-
250), que está públicamente disponible de NCBI (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/). Se utilizan los parámetros por defecto 
de bl2seq, excepto que se debería apagar el filtrado de las partes de baja complejidad.10

La identidad de las secuencias polinucleotídicas se puede examinar usando los siguientes parámetros de línea de 
comando de unix:

bl2seq -i nucleotideseq1 -j nucleotideseq2 -F F -p blastn

El parámetro –F F apaga el filtrado de secciones de baja complejidad. El parámetro –p selecciona el algoritmo 
apropiado para el par de secuencias. El programa bl2seq da a conocer la identidad de secuencia como tanto el 15
número como el porcentaje de nucleótidos idénticos en una línea “Identities = ”.

La identidad de las secuencias polinucleotídicas también se puede calcular a lo largo de toda la longitud del 
solapamiento entre una secuencia polinucleotídica candidato y una secuencia polinucleotídica objeto, usando 
programas de alineamiento global de secuencias (por ejemplo, Needleman, S. B. y Wunsch, C. D. (1970) J. Mol. 
Biol. 48, 443-453). Una implementación completa del algoritmo de alineamiento global de Needleman-Wunsch se 20
encuentra en el programa needle en el paquete EMBOSS (Rice, P. Longden, I. y Bleasby, A. EMBOSS: The 
European Molecular Biology Open Software Suite, Trends in Genetics junio 2000, vol. 16, nº 6. p. 276-277) que se 
puede obtener de http://www.hgmp.mrc.ac.uk/Software/EMBOSS/. El servidor del European Bioinformatics Institute 
también proporciona el servicio para llevar a cabo alineamientos globales de EMBOSS-needle entre dos secuencias 
en línea en http:/www.ebi.ac.uk/emboss/align/.25

Como alternativa, para calcular la identidad de secuencia, se puede usar el programa GAP, que calcula un 
alineamiento global óptimo de dos secuencias sin penalizar saltos terminales. GAP se describe en el siguiente 
documento: Huang, X. (1994) On Global Sequence Alignment. Computer Applications in the Biosciences 10, 227-
235.

La identidad de secuencia también se puede calcular alineando secuencias a comparar usando Vector NTI versión 30
9.0, que usa un algoritmo Clustal W (Thompson et al., 1994, Nucleic Acids Research 24, 4876-4882), calculando 
entonces el porcentaje de identidad de secuencia entre las secuencias alineadas usando Vector NTI versión 9.0 
(septiembre 02, 2003 ©1994-2003 InforMax, con licencia a Invitrogen).

Las variantes polinucleotídicas de la presente invención también engloban aquellas que exhiben una similitud con 
una o más de las secuencias específicamente identificadas que es probable que conserven la equivalencia funcional 35
de esas secuencias y que no se podría esperar razonablemente que se produjeran por casualidad al azar. Tal 
similitud de secuencias con respecto a polinucleótidos se puede determinar usando el programa bl2seq 
públicamente disponible de la colección de programas BLAST (versión 2.2.5 [noviembre 2002]) de NCBI 
(ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/).

La similitud de secuencias polinucleotídicas se puede examinar usando los siguientes parámetros de línea de 40
comando de unix:

bl2seq -i nucleotideseq1 -j nucleotideseq2 -F F -p tblastx

El parámetro –F F apaga el filtrado de secciones de baja complejidad. El parámetro –p selecciona el algoritmo 
apropiado para el par de secuencias. Este programa encuentra regiones de similitud entre las secuencias, y para 
cada una de tales regiones da a conocer un “valor E” que es el número esperado de veces que se podría esperar 45
observar tal emparejamiento por casualidad en una base de datos de un tamaño de referencia fijo que contiene 
secuencias aleatorias. El tamaño de esta base de datos se establece por defecto en el programa bl2seq. Para 
valores E pequeños, mucho menores que uno, el valor E es aproximadamente la probabilidad de tal emparejamiento 
al azar.

Las secuencias polinucleotídicas variantes exhiben preferiblemente un valor E menor que menor que 1 x 10-10 más 50
preferiblemente menor que 1 x 10-20, más preferiblemente menor que 1 x 10-30, más preferiblemente menor que 1 x 
10

-40
, más preferiblemente menor que 1 x 10

-50
, más preferiblemente menor que 1 x 10

-60
, más preferiblemente 

menor que 1 x 10-70, más preferiblemente menor que 1 x 10-80, más preferiblemente menor que 1 x 10-90 y lo más 
preferible menor que 1 x 10-100 cuando se comparan con una cualquiera de las secuencias específicamente 
identificadas.55
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Como alternativa, los polinucleótidos variantes de la presente invención se hibridan a una secuencia polinucleotídica 
especificada, o a sus complementos, en condiciones restrictivas.

La expresión “hibridar en condiciones restrictivas”, y sus equivalentes gramaticales, se refiere a la capacidad de una 
molécula polinucleotídica para hibridarse a una molécula polinucleotídica diana (tal como una molécula 
polinucleotídica diana inmovilizada en una mancha de ADN o ARN, tal como una transferencia Southern o una 5
transferencia Northern) en condiciones definidas de temperatura y concentración salina. La capacidad para 
hibridarse en condiciones de hibridación restrictivas se puede determinar hibridando inicialmente en condiciones 
menos restrictivas e incrementando después la restricción hasta la restricción deseada.

Con respecto a moléculas polinucleotídicas mayores que alrededor de 100 bases de longitud, las condiciones de 
hibridación restrictivas típicas son no más de 25 a 30ºC (por ejemplo, 10ºC) por debajo de la temperatura de fusión 10
(Tm) del dúplex nativo (véanse generalmente, Sambrook et al., Eds, 1987, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 
2ª Ed. Cold Spring Harbor Press; Ausubel et al., 1987, Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing). 
La Tm para moléculas polinucleotídicas mayores que alrededor de 100 bases se puede calcular mediante la fórmula 
Tm = 81,5 + 0,41% (G + C-log (Na+). (Sambrook et al., Eds, 1987, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2ª Ed. 
Cold Spring Harbor Press; Bolton y McCarthy, 1962, PNAS 84:1390). Las condiciones restrictivas típicas para 15
polinucleótido de más de 100 bases de longitud serían condiciones de hibridación tales como prelavado en una 
disolución de 6X SSC, 0,2% de SDS; hibridación a 65ºC, 6X SSC, 0,2% de SDS toda la noche; seguido de dos 
lavados de 30 minutos cada uno en 1X SSC, 0,1% de SDS a 65ºC y dos lavados de 30 minutos cada uno en 0,2X 
SSC, 0,1% de SDS a 65ºC.

Con respecto a las moléculas polinucleotídicas que tienen una longitud menor que 100 bases, las condiciones de 20
hibridación restrictivas ejemplares son 5 a 10ºC por debajo de Tm. De media, la Tm de una molécula polinucleotídica 
de longitud menor que 100 pb se reduce en aproximadamente (500/longitud del oligonucleótido)ºC.

Con respecto a los miméticos de ADN conocidos como ácidos peptidonucleicos (PNAs) (Nielsen et al., Science. 6 de 
diciembre de 1991; 254(5037):1497-500), los valores de Tm son mayores que aquellos para híbridos de ADN-ADN o 
de ADN-ARN, y se pueden calcular usando la fórmula descrita en Giesen et al., Nucleic Acids Res. 1 de noviembre 25
de 1998; 26(21):5004-6. Las condiciones de hibridación restrictivas ejemplares para un híbrido de ADN-PNA que 
tiene una longitud menor que 100 bases son 5 a 10ºC por debajo de la Tm.

Los polinucleótidos variantes tales como aquellos en constructos de la invención que codifican proteínas a expresar 
también engloban polinucleótidos que difieren de las secuencias especificadas, pero que, como consecuencia de la 
degeneración del código genético, codifican un polipéptido que tiene actividad similar a un polipéptido codificado por 30
un polinucleótido de la presente invención. Una alteración de secuencia que no cambie la secuencia de aminoácidos 
del polipéptido es una “variación silenciosa”. Excepto para ATG (metionina) y TGG (triptófano), se pueden cambiar 
otros codones para el mismo aminoácido mediante técnicas reconocidas en la técnica, por ejemplo para optimizar la 
expresión de codones en un organismo hospedante particular.

También se contemplan alteraciones de secuencias polinucleotídicas que dan como resultado sustituciones 35
conservativas de uno o varios aminoácidos en la secuencia polipeptídica codificada sin alterar significativamente su 
actividad biológica. Un experto estará al tanto de métodos para obtener sustituciones de aminoácidos 
fenotípicamente silenciosas (véase, por ejemplo, Bowie et al., 1990, Science 247, 1306).

Los polinucleótidos variantes debidos a variaciones silenciosas y sustituciones conservativas en la secuencia 
polipeptídica codificada se puede determinar usando el programa bl2seq públicamente disponible de la colección de 40
programas BLAST (versión 2.2.5 [noviembre 2002]) de NCBI (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/) vía el algoritmo tblastx 
como se describe previamente.

Variantes polipeptídicas

El término “variante”, con referencia a polipéptidos, engloba polipéptidos de origen natural, producidos 
recombinantemente y producidos sintéticamente. Las secuencias polipeptídicas variantes exhiben preferiblemente al 45
menos 50%, más preferiblemente al menos 51%, más preferiblemente al menos 52%, más preferiblemente al menos 
53%, más preferiblemente al menos 54%, más preferiblemente al menos 55%, más preferiblemente al menos 56%, 
más preferiblemente al menos 57%, más preferiblemente al menos 58%, más preferiblemente al menos 59%, más 
preferiblemente al menos 60%, más preferiblemente al menos 61%, más preferiblemente al menos 62%, más 
preferiblemente al menos 63%, más preferiblemente al menos 64%, más preferiblemente al menos 65%, más 50
preferiblemente al menos 66%, más preferiblemente al menos 67%, más preferiblemente al menos 68%, más 
preferiblemente al menos 69%, más preferiblemente al menos 70%, más preferiblemente al menos 71%, más 
preferiblemente al menos 72%, más preferiblemente al menos 73%, más preferiblemente al menos 74%, más 
preferiblemente al menos 75%, más preferiblemente al menos 76%, más preferiblemente al menos 77%, más 
preferiblemente al menos 78%, más preferiblemente al menos 79%, más preferiblemente al menos 80%, más 55
preferiblemente al menos 81%, más preferiblemente al menos 82%, más preferiblemente al menos 83%, más 
preferiblemente al menos 84%, más preferiblemente al menos 85%, más preferiblemente al menos 86%, más 
preferiblemente al menos 87%, más preferiblemente al menos 88%, más preferiblemente al menos 89%, más 
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preferiblemente al menos 90%, más preferiblemente al menos 91%, más preferiblemente al menos 92%, más 
preferiblemente al menos 93%, más preferiblemente al menos 94%, más preferiblemente al menos 95%, más 
preferiblemente al menos 96%, más preferiblemente al menos 97%, más preferiblemente al menos 98%, y lo más 
preferible al menos 99% de identidad con una secuencia de la presente invención. La identidad se encuentra a lo 
largo de una ventana de comparación de al menos 20 posiciones de aminoácidos, preferiblemente al menos 50 5
posiciones de aminoácidos, más preferiblemente al menos 100 posiciones de aminoácidos, y lo más preferible a lo 
largo de toda la longitud de un polipéptido de la invención.

La identidad de secuencia polipeptídica se puede determinar de la siguiente manera. La secuencia polipeptídica 
objeto se compara con una secuencia polipeptídica candidato usando BLASTP (de la colección de programas 
BLAST, versión 2.2.5 [noviembre 2002]) en bl2seq, que está públicamente disponible de NCBI 10
(ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/). Se utilizan los parámetros por defecto de bl2seq, excepto que se debería de apagar el 
filtrado de regiones de baja complejidad.

La identidad de secuencias polipeptídica también se puede calcular a lo largo de toda la longitud del solapamiento 
entre una secuencia polinucleotídica candidato y una secuencia polinucleotídica objeto, usando programas de 
alineamiento global de secuencias. EMBOSS-needle (disponible en http:/www.ebi.ac.uk/emboss/align/) y GAP 15
(Huang, X. (1994) On Global Sequence Alignment. Computer Applications in the Biosciences 10, 227-235), como se 
explican anteriormente, también son programas adecuados de alineamiento global de secuencias para calcular la 
identidad de secuencias polipeptídicas.

La identidad de secuencia también se puede calcular alineando secuencias a comparar usando Vector NTI versión 
9.0, que usa un algoritmo Clustal W (Thompson et al., 1994, Nucleic Acids Research 24, 4876-4882), calculando 20
entonces el porcentaje de identidad de secuencia entre las secuencias polipeptídicas alineadas usando Vector NTI 
versión 9.0 (sept. 02, 2003 ©1994-2003 InforMax, con licencia a Invitrogen).

Las variantes polipeptídicas de la presente invención también engloban aquellas que muestran una similitud con una 
o más de las secuencias específicamente identificadas que es probable que conserven la equivalencia funcional de 
aquellas secuencias y que razonablemente no se podría esperar que se produjeran por casualidad al azar. Tal 25
similitud de secuencia con respecto a polipéptidos se puede determinar usando el programa bl2seq públicamente 
disponible de la colección de programas BLAST (versión 2.2.5 [noviembre 2002]) de NCBI 
(ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/). La similitud de secuencias polipeptídicas se puede examinar usando los siguientes 
parámetros de línea de comando de unix:

bl2seq -i nucleotideseq1 -j nucleotideseq2 -F F -p blastp30

Las secuencias polipeptídicas variantes exhiben preferiblemente un valor E menor que menor que 1 x 10-6 más 
preferiblemente menor que 1 x 10-9, más preferiblemente menor que 1 x 10-12, más preferiblemente menor que 1 x 
10-15, más preferiblemente menor que 1 x 10-18, más preferiblemente menor que 1 x 10-21, más preferiblemente 
menor que 1 x 10-30, más preferiblemente menor que 1 x 10-40, más preferiblemente menor que 1 x 10-50, más 
preferiblemente menor que 1 x 10-60, más preferiblemente menor que 1 x 10-70, más preferiblemente menor que 1 x 35
10

-80
, más preferiblemente menor que 1 x 10

-90
y lo más preferible menor que 1 x 10

-100
cuando se comparan con 

una cualquiera de las secuencias específicamente identificadas.

El parámetro –FF apaga el filtrado de secciones de baja complejidad. El parámetro –p selecciona el algoritmo 
apropiado para el par de secuencias. Este programa encuentra regiones de similitud entre las secuencias, y para 
cada una de tales regiones da a conocer un “valor E” que es el número de veces esperado que se podría esperar 40
observar tal emparejamiento por casualidad en una base de datos de un tamaño de referencia fijo que contiene 
secuencias aleatorias. Para valores E pequeños, mucho menores que uno, éste es aproximadamente la probabilidad 
de tal emparejamiento aleatorio.

También se incluyen en la invención sustituciones conservativas de uno o varios aminoácidos de una secuencia 
polipeptídica descrita sin alterar significativamente su actividad biológica. Un experto estará al tanto de métodos para 45
obtener sustituciones de aminoácidos fenotípicamente silenciosas (véase, por ejemplo, Bowie et al., 1990, Science 
247, 1306).

Constructos, vectores y sus componentes

La expresión “constructo genético” se refiere a una molécula polinucleotídica, habitualmente ADN bicatenario, que 
puede tener insertada en ella otra molécula polinucleotídica (la molécula polinucleotídica inserta) tal como, pero sin 50
limitarse a, una molécula de ADNc. Un constructo genético puede contener un polinucleótido promotor que incluye 
los elementos necesarios que permiten transcribir la molécula polinucleotídica inserta, y, opcionalmente, traducir el 
transcrito a un polipéptido. La molécula polinucleotídica inserta puede derivar de la célula hospedante, o puede 
derivar de una célula u organismo diferente, y/o puede ser un polinucleótido sintético o recombinante. Una vez 
dentro de la célula hospedante, el constructo genético puede integrarse en el ADN cromosómico del hospedante. El 55
constructo genético puede estar enlazado a un vector.

El término “vector” se refiere a una molécula polinucleotídica, habitualmente ADN bicatenario, que se usa para 
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transportar el constructo genético a una célula hospedante. El vector puede ser capaz de replicarse en al menos un 
sistema hospedante adicional, tal como E. coli.

La expresión “constructo de expresión” se refiere a un constructo genético que incluye los elementos necesarios que 
permiten transcribir la molécula polinucleotídica inserta, y, opcionalmente, traducir el transcrito a un polipéptido.

Un constructo de expresión comprende típicamente, en una dirección de 5’ a 3’:5

a) un promotor funcional en la célula hospedante en la que el constructo se transformará,

b) el polinucleótido a expresar, y

c) un terminador funcional en la célula hospedante en la que se transformará el constructo.

La expresión “región codificante” o “marco de lectura abierto” (ORF) se refiere a la hebra sentido de una secuencia 
de ADN genómico o una secuencia de ADNc que es capaz de producir un producto de transcripción y/o un 10
polipéptido bajo el control de secuencias reguladoras apropiadas. La secuencia codificante se identifica mediante la 
presencia de un codón de inicio de la traducción de 5’ y un codón de parada de la traducción de 3’. Cuando se 
inserta en un constructo genético, una “secuencia codificante” es capaz de ser expresada cuando está 
operativamente enlazada a secuencias promotoras y terminadoras.

La expresión “operativamente enlazada” significa que la secuencia a expresar se coloca bajo el control de elementos 15
reguladores que incluyen promotores, elementos reguladores específicos de tejido, elementos reguladores 
temporales, potenciadores, represores y terminadores.

La expresión “región no codificante” incluye secuencias no traducidas que están en dirección 5’ del sitio de inicio 
traduccional, y en dirección 3’ del sitio de parada traduccional. Estas secuencias también se denominan 
respectivamente como la 5’ UTR y la 3’ UTR. Estas secuencias pueden incluir elementos requeridos para la 20
iniciación y terminación de la transcripción y para la regulación de la eficiencia de la traducción. La expresión “no 
codificante” también incluye secuencias intrónicas en clones genómicos.

Los terminadores son secuencias que terminan la transcripción, y se encuentran en los extremos no traducidos de 3’
de genes en dirección 3’ de la secuencia traducida. Los terminadores son determinantes importantes de la 
estabilidad del ARNm, y en algunos casos se ha encontrado que tienen funciones reguladoras espaciales.25

El término “promotor” se refiere a una secuencia polinucleotídica capaz de regular o conducir la expresión de una 
secuencia polinucleotídica a la que el promotor está operativamente enlazado en una célula, o célula libre del 
sistema de transcripción. Los promotores pueden comprender elementos iniciadores en cis que especifican el sitio 
de iniciación de la transcripción, y cajas conservadas tales como la caja TATA, y motivos que están unidos mediante 
factores de transcripción.30

Métodos para aislar o producir polinucleótidos

Las moléculas polinucleotídicas de la invención se pueden aislar usando una variedad de técnicas conocidas por 
aquellos de pericia normal en la técnica. A título de ejemplo, tales polinucleótidos se pueden aislar mediante el uso 
de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) descrita en Mullis et al., Eds. 1994 The Polymerase Chain 
Reaction, Birkhauser, incorporada aquí como referencia. Los polinucleótidos de la invención se pueden amplificar 35
usando cebadores, como se definen aquí, derivados de las secuencias polinucleotídicas de la invención.

Otros métodos para aislar polinucleótidos de la invención, o útiles en los métodos de la invención, incluyen el uso de 
todo o de porciones de los polinucleótidos expuestos aquí, como sondas de hibridación. La técnica de hibridar 
sondas polinucleotídicas marcadas a polinucleótidos inmovilizados sobre soportes sólidos, tales como filtros de 
nitrocelulosa o membranas de nailon, se puede usar para identificar el genómico. Las condiciones de hibridación y 40
lavado ejemplares son: hibridación durante 20 horas a 65ºC en 5,0 X SSC, 0,5% de dodecilsulfato de sodio, 1 X 
disolución de Denhardt; lavado (tres lavados durante veinte minutos cada uno a 55ºC) en 1,0 X SSC, 1% (p/v) de 
dodecilsulfato de sodio, y opcionalmente un lavado (durante veinte minutos) en 0,5 X SSC, 1% (p/v) de 
dodecilsulfato de sodio, a 60ºC. Se puede realizar un lavado adicional opcional (durante veinte minutos) en 
condiciones de 0,1 X SSC, 1% (p/v) de dodecilsulfato de sodio, a 60ºC.45

Los fragmentos polinucleotídicos de la invención se pueden producir mediante técnicas bien conocidas en la técnica, 
tales como digestión con endonucleasas de restricción, síntesis oligonucleotídica y amplificación mediante PCR.

Una secuencia polinucleotídica parcial se puede usar en los métodos bien conocidos en la técnica para identificar la 
secuencia polinucleotídica de longitud completa correspondiente y/o el gen completo y/o el promotor. Tales métodos 
incluyen métodos a base de PCR, 5’RACE (Frohman MA, 1993, Methods Enzymol. 218: 340-56) y método a base de 50
hibridación, métodos a base de ordenador/base de datos. Además, a título de ejemplo, la PCR inversa permite la 
adquisición de secuencias desconocidas, que flanquean las secuencias polinucleotídicas descritas aquí, partiendo 
de cebadores basados en una región conocida (Triglia et al., 1998, Nucleic Acids Res 16, 8186, incorporado aquí 
como referencia). El método usa varias enzimas de restricción para generar un fragmento adecuado en la región 
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conocida de un polinucleótido. El fragmento se circulariza entonces mediante ligación intramolecular y se usa como 
un molde de la PCR. Los cebadores divergentes se diseñan a partir de la región conocida. Las secuencias 
promotoras y de flanqueo también se pueden aislar mediante paseo genómico mediante PCR usando un kit 
GenomeWalker™ (Clontech, Mountain View, California), siguiendo las instrucciones del fabricante. A fin de 
ensamblar físicamente clones de longitud completa, se pueden utilizar enfoques estándar de biología molecular 5
(Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2ª Ed. Cold Spring Harbor Press, 1987).

Puede ser beneficioso, cuando se produce una planta transgénica a partir de una especie particular, transformar tal 
planta con una secuencia o secuencias derivadas de esa especie. El beneficio puede ser para aliviar 
preocupaciones públicas con respecto a la transformación entre especies en la generación de organismos 
transgénicos. Adicionalmente, cuando el resultado deseado es la disminución de un gen, puede ser necesario utilizar 10
una secuencia idéntica (o al menos muy similar) a aquella en la planta, para la que se desea la expresión reducida. 
Por estas razones, entre otras, es deseable ser capaces de identificar y aislar ortólogos de un gen particular en 
varias especies vegetales diferentes. Las variantes (incluyendo ortólogos) se pueden identificar mediante los 
métodos descritos.

Métodos para identificar variantes15

Métodos físicos

Los polinucleótidos variantes se pueden identificar usando métodos a base de PCR (Mullis et al., Eds. 1994 The 
Polymerase Chain Reaction, Birkhauser).

Como alternativa, se pueden emplear métodos de cribado de librerías, bien conocidos por los expertos en la técnica 
(Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2ª Ed. Cold Spring Harbor Press, 1987). Cuando se 20
identifican variantes de la secuencia sonda, la restricción de la hibridación y/o lavado se reducirá típicamente con 
respecto a cuando se buscan emparejamientos exactos de secuencias.

Métodos a base de ordenador

Las variantes polinucleotídicas y polipeptídicas también se pueden identificar por métodos a base de ordenador bien 
conocidos por los expertos en la técnica, usando algoritmos de alineamiento de secuencias de dominio público y 25
herramientas de búsqueda de similitud de secuencias para buscar bases de datos de secuencias (las bases de 
datos de dominio público incluyen Genbank, EMBL, Swiss-Prot, PIR y otras). Para ejemplos de fuentes en línea, 
véase, por ejemplo, Nucleic Acids Res. 29: 1-10 y 11-16, 2001. Las búsquedas de similitud recuperan y alinean 
secuencias diana para la comparación con una secuencia a analizar (es decir, una secuencia problema). Los 
algoritmos de comparación de secuencias usan matrices de puntuación para asignar una puntuación global a cada 30
uno de los alineamientos.

Una familia de programas ejemplar útil para identificar variantes en bases de datos de secuencias es la colección de 
programas BLAST (versión 2.2.5 [noviembre 2002] que incluye BLASTN, BLASTP, BLASTX, tBLASTN y tBLASTX, 
que están públicamente disponibles de (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/) o del National Center for Biotechnology 
Information (NCBI), National Library of Medicine, Building 38A, Room 8N805, Bethesda, MD 20894 USA. El servidor 35
de NCBI también proporciona la herramienta para facilitar el uso de los programas para identificar un número de 
bases de datos de secuencias públicamente disponibles. BLASTN compara una secuencia problema nucleotídica 
frente a una base de datos de secuencias nucleotídicas. BLASTP compara una secuencia problema de aminoácidos 
frente a una base de datos de secuencias proteicas. BLASTX compara una secuencia problema nucleotídica 
traducida en todos los marcos de lectura frente a una base de datos de secuencias proteicas. tBLASTN compara 40
una secuencia problema proteica frente a una base de datos de secuencias nucleotídicas traducida dinámicamente 
en todos los marcos de lectura. tBLASTX compara las traducciones en los seis marcos de una secuencia problema
nucleotídica frente a las traducciones en los seis marcos de una base de datos de secuencias nucleotídicas. Los 
programas BLAST se pueden usar con parámetros por defecto, o los parámetros se pueden alterar según se 
necesite para refinar el cribado.45

El uso de la familia de algoritmos BLAST, incluyendo BLASTN, BLASTP, y BLASTX, se describe en la publicación 
de Altschul et al., Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402, 1997.

Los “aciertos” con respecto a una o más secuencias de la base de datos por una secuencia problema producidos por 
BLASTN, BLASTP, BLASTX, tBLASTN, tBLASTX, o un algoritmo similar, alinean e identifican porciones similares de 
secuencias. Los aciertos se disponen en orden del grado de similitud y la longitud de solapamiento de las 50
secuencias. Los aciertos con respecto a una secuencia de base de datos generalmente representan un 
solapamiento a lo largo de solamente una fracción de la longitud de secuencia de la secuencia problema.

Los algoritmos BLASTN, BLASTP, BLASTX, tBLASTN y tBLASTX también producen valores “esperados” para los 
alineamientos. El valor Esperado (E) indica el número de aciertos que se pueden “esperar” observar por casualidad 
cuando se busca una base de datos del mismo tamaño que contiene secuencias contiguas aleatorias. El valor 55
Esperado se usa como un umbral de significancia para determinar si el acierto con respecto a la base de datos 
indica similitud verdadera. Por ejemplo, un valor E de 0,1 asignado a un acierto polinucleotídico se interpreta como 
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que en una base de datos del tamaño de la base de datos cribada, se puede esperar observar 0,1 emparejamientos 
a lo largo de la porción alineada de la secuencia con una puntuación similar simplemente por casualidad. Para 
secuencias que tienen un valor E de 0,01 o menos a lo largo de porciones alineadas y emparejadas, la probabilidad 
de encontrar un emparejamiento por casualidad en esa base de datos es 1% o menos usando el algoritmo BLASTN, 
BLASTP, BLASTX, tBLASTN o tBLASTX.5

Los alineamiento múltiples de secuencias de un grupo de secuencias relacionadas se puede llevar a cabo con 
CLUSTALW (Thompson, J.D., Higgins, D.G. y Gibson, T.J. (1994) CLUSTALW: improving the sensitivity of 
progressive multiple sequence alignment through sequence weighting, positions-specific gap penalties and weight 
matrix choice. Nucleic Acids Research, 22:4673-4680, http://www-igbmc.u-strasbg.fr/BioInfo/ClustalW/Top.html) o T-
COFFEE (Cedric Notredame, Desmond G. Higgins, Jaap Heringa, T-Coffee: A novel method for fast and accurate 10
multiple sequence alignment, J. Mol. Biol. (2000) 302: 205-217)) o PILEUP, que usa alineamientos progresivos por 
parejas (Feng y Doolittle, 1987, J. Mol. Evol. 25, 351). Hay disponibles aplicaciones de software de reconocimiento 
de patrones para encontrar motivos o secuencias signatura. Por ejemplo, MEME (Múltiple Em para Extracción de 
Motivos) encuentra motivos y secuencias signatura en un conjunto de secuencias, y MAST (Herramienta de 
Alineamiento y Búsqueda de Motivos) usa estos motivos para identificar motivos similares o los mismos motivos en 15
secuencias problema. Los resultados de MAST se proporcionan como una serie de alineamientos con datos 
estadísticos apropiados y un resumen visual de los motivos encontrados. MEME y MAST se desarrollaron en la 
University of California, San Diego.

PROSITE (Bairoch y Bucher, 1994, Nucleic Acids Res. 22, 3583; Hofmann et al., 1999, Nucleic Acids Res. 27, 215) 
es un método para identificar las funciones de proteínas no caracterizadas traducidas a partir de secuencias 20
genómicas o de ADNc. La base de datos PROSITE (www.expasy.org/prosite) contiene patrones y perfiles 
biológicamente significativos, y está diseñada de manera que se puede usar con herramientas computacionales 
apropiadas para asignar una nueva secuencia a una familia conocida de proteínas o para determinar qué dominio o 
dominios conocidos están presentes en la secuencia (Falquet et al., 2002, Nucleic Acids Res. 30, 235). Prosearch es 
una herramienta que puede realizar búsquedas en bases de datos SWISS-PROT y EMBL con un patrón o signatura 25
de secuencia dada.

Función de las variantes

La función de los polinucleótidos/polipéptidos de la invención se puede evaluar usando métodos proporcionados 
aquí. En particular, véase el Ejemplo 7.

Métodos para producir constructos y vectores30

Los constructos genéticos de la presente invención comprenden una o más secuencias polinucleotídicas de la 
invención y/o polinucleótidos que codifican polipéptidos descritos, y pueden ser útiles para transformar, por ejemplo, 
organismos bacterianos, fúngicos, de insectos, de mamíferos o particularmente vegetales. Los constructos genéticos 
de la invención están destinados a incluir constructos de expresión como se definen aquí.

Los métodos para producir y usar constructos genéticos y vectores son bien conocidos en la técnica, y se describen 35
generalmente en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2ª Ed. Cold Spring Harbor Press, 1987; 
Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing, 1987).

Métodos para producir células hospedantes que comprenden constructos y vectores

La invención proporciona una célula hospedante que comprende un constructo genético o vector de la invención. 
Las células hospedantes pueden derivar de, por ejemplo, organismos bacterianos, fúngicos, de insectos, de 40
mamíferos o vegetales.

Las células hospedantes que comprenden constructos genéticos, tales como constructos de expresión, de la 
invención son útiles en métodos bien conocidos en la técnica (por ejemplo Sambrook et al., Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual, 2ª Ed. Cold Spring Harbor Press, 1987; Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, 
Greene Publishing, 1987) para la producción recombinante de polipéptidos. Tales métodos pueden implicar el cultivo 45
de células hospedantes en un medio apropiado en condiciones adecuadas para o que conduzcan a la expresión de 
un polipéptido de la invención. El polipéptido recombinante expresado, que puede segregarse opcionalmente en el 
cultivo, se puede separar entonces del medio, células hospedantes o medio de cultivo mediante métodos bien 
conocidos en la técnica (por ejemplo Deutscher, Ed, 1990, Methods in Enzymology, Vol 182, Guide to Protein 
Purification).50

Métodos para producir células vegetales y plantas que comprenden constructos y vectores

La invención proporciona además células vegetales que comprenden un constructo genético de la invención, y 
células vegetales modificadas para alterar la expresión de un polinucleótido o polipéptido. Las plantas que 
comprenden tales células también forman un aspecto de la invención.

Los métodos para transformar células vegetales, plantas y sus porciones con polinucleótidos se describen en Draper 55
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et al., 1988, Plant Genetic Transformation and Gene Expression. A Laboratory Manual. Blackwell Sci. Pub. Oxford, p. 
365; Potrykus y Spangenburg, 1995, Gene Transfer to Plants. Springer-Verlag, Berlin.; y Gelvin et al., 1993, Plant 
Molecular Biol. Manual. Kluwer Acad. Pub. Dordrecht. En Galun y Breiman, 1997, Transgenic Plants. Imperial 
College Press, Londres, se proporciona un repaso de plantas transgénicas, incluyendo técnicas de transformación.

Las siguientes son publicaciones representativas que describen protocolos de transformación genética que se 5
pueden usar para transformar genéticamente las siguientes especies vegetales: arroz (Alam et al., 1999, Plant Cell 
Rep. 18, 572); manzana (Yao et al., 1995, Plant Cell Reports 14, 407-412); maíz (Patente US Series nos 5.177.010 y 
5.981.840); trigo (Ortiz et al., 1996, Plant Cell Rep. 15, 1996, 877); tomate (Patente US Serie no 5.159.135); patata 
(Kumar et al., 1996 Plant J. 9: 821); casave (Li et al., 1996 Nat. Biotechnology 14, 736); lechuga (Michelmore et al., 
1987, Plant Cell Rep. 6, 439); tabaco (Horsch et al., 1985, Science 227, 1229); algodón (Patentes US Series nos10
5.846.797 y 5.004.863); ballico (Bajaj et al., 2006, Plant Cell Rep. 25, 651); gramas (Patentes US nos 5.187.073, 
6.020.539); menta piperita (Niu et al., 1998, Plant Cell-Rep. 17, 165); cítricos (Pena et al., 1995, Plant Sci.104, 183); 
alcaravea (Krens et al., 1997, Plant Cell Rep, 17, 39); plátano (Patente US Serie no 5.792.935); haba de soja
(Patente US Serie nos 5.416.011; 5.569.834; 5.824.877; 5.563.04455 y 5.968.830); piña (Patente US Serie no

5.952.543); álamo (Patente US no 4.795.855); monocotiledóneas en general (Patente US nos 5.591.616 y 6.037.522); 15
crucífera (Patente US n

os
5.188.958; 5.463.174 y 5.750.871); y cereales (Patente US n

o
6.074.877); pera (Matsuda et 

al., 2005, Plant Cell Rep. 24(1):45-51); Prunus (Ramesh et al., 2006, Plant Cell Rep. 25(8):821-8; Song y Sink 2005, 
Plant Cell Rep. 2006; 25(2):117-23; Gonzalez Padilla et al., 2003, Plant Cell Rep. 22(1):38-45); fresa (Oosumi et al., 
2006, Planta.; 223(6):1219-30; Folta et al., 2006, Planta. 14 de abril de 2006; PMID: 16614818), rosa (Li et al., 2003, 
Planta. 218(2):226-32), Rubus (Graham et al., 1995, Methods Mol Biol. 1995; 44:129-33), clavo (Voisey et al., 1994, 20
Plant Cell Reports 13: 309-314, y alfalfa (Bingham, 1991, Crop Science 31: 1098). También se contempla por la 
invención la transformación de otras especies. Los métodos y protocolos adecuados para la transformación de otras 
especies están disponibles en la bibliografía científica.

Métodos para la manipulación genética de plantas

Existe un número de estrategias para manipular genéticamente las plantas (por ejemplo Birch, 1997, Ann Rev Plant 25
Phys Plant Mol Biol, 48, 297). Por ejemplo, se pueden diseñar estrategias para incrementar la expresión de un 
polinucleótido/polipéptido en una célula vegetal, órgano y/o en una etapa de desarrollo particular en la que/cuando 
se expresa normalmente, o para expresar ectópicamente un polinucleótido/polipéptido en una célula, tejido, órgano 
y/o en una etapa de desarrollo particular que/cuando no se expresa normalmente. También se pueden diseñar 
estrategias para incrementar la expresión de un polinucleótido/polipéptido en respuesta a estímulos externos, tales 30
como estímulos medioambientales. Los estímulos medioambientales pueden incluir estreses medioambientales tales 
como estreses mecánicos (tal como actividad herbívora), deshidratación, salinidad y temperatura. El 
polinucleótido/polipéptido expresado puede derivar de la especie vegetal a transformar, o puede derivar de una 
especie vegetal diferente.

Se pueden diseñar estrategias de transformación para reducir la expresión de un polinucleótido/polipéptido en una 35
célula vegetal, tejido, órgano o en una etapa particular del desarrollo que/cuando se expresa normalmente, o para 
reducir la expresión de un polinucleótido/polipéptido en respuesta a estímulos externos. Tales estrategias son 
conocidas como estrategias de silenciamiento génico.

Los constructos genéticos para la expresión de genes en plantas transgénicas incluyen típicamente promotores, 
tales como polinucleótidos promotores de la invención, para conducir la expresión de uno o más de polinucleótido 40
clonado, terminadores y secuencias marcadoras seleccionables para detectar la presencia del constructo genético 
en la planta transformada.

Los terminadores ejemplares que se usan habitualmente en constructo genético para la transformación vegetal 
incluyen, por ejemplo, el terminador del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) 35S, los terminadores de nopalina 
sintasa u octopina sintasa de Agrobacterium tumefaciens, el terminador del gen zin de Zea mays, el terminador de 45
ADP-glucosa pirofosforilasa de Oryza sativa, y el terminador PI-II de Solanum tuberosum.

Los marcadores seleccionables usados habitualmente en la transformación vegetal incluyen el gen de neomicina 
fosfotransferasa II (NPT II) que confiere resistencia a kanamicina, el gen aadA, que confiere resistencia a 
espectinomicina y estreptomicina, el gen de fosfinotricin acetil transferasa (gen bar) para resistencia a Ignite 
(AgrEvo) y Basta (Hoechst), y el gen de higromicina fosfotransferasa (hpt) para resistencia a higromicina.50

También se contempla el uso de constructos genéticos que comprenden genes informadores (secuencias 
codificantes que expresan una actividad que es extraña al hospedante, habitualmente una actividad enzimática y/o 
una señal visible (por ejemplo, luciferasa, GUS, GFP) que se pueden usar para el análisis de la expresión del 
promotor en plantas y tejidos vegetales. La bibliografía sobre genes informadores se repasa en Herrera-Estrella et 
al., 1993, Nature 303, 209, y Schrott, 1995, en: Gene Transfer to Plants (Potrykus, T., Spangenberg. Eds) Springer 55
Verlag. Berlín, p. 325-336.

Las estrategias de silenciamiento génico se pueden centrar sobre el propio gen o sobre elementos reguladores que 
afectan a la expresión del polipéptido codificado. “Elementos reguladores” se usa aquí en el sentido más amplio 
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posible, e incluye otros genes que interactúan con el gen de interés. 

Los constructos genéticos diseñados para disminuir o silenciar la expresión de un polinucleótido/polipéptido pueden 
incluir una copia antisentido de un polinucleótido. En tales constructos, el polinucleótido se coloca en una orientación 
antisentido con respecto al promotor y terminador.

Un polinucleótido “antisentido” se obtiene invirtiendo un polinucleótido o un fragmento del polinucleótido de manera 5
que el transcrito producido será complementario al transcrito de ARNm del gen, por ejemplo

5’ GATCTA 3’ (hebra codificante) 3’CTAGAT 5’ (hebra antisentido)

3’CUAGAU 5’ ARNm 5’GAUCUCG 3’ ARN antisentido

Los constructos genéticos diseñados para el silenciamiento génico también pueden incluir una repetición invertida. 
Una “repetición invertida” es una secuencia que está repetida, en la que la segunda mitad de la repetición está en la 
hebra complementaria, por ejemplo10

5’-GATCTA......... TAGATC-3’

3’-CTAGAT......... ATCTAG-5’

El transcrito formado puede sufrir emparejamiento de bases complementarias para formar una estructura de 
horquilla de pelo. Para permitir la formación de la horquilla de pelo, habitualmente se requiere un espaciador de al 
menos 3-5 pb entre las regiones repetidas.15

Otro enfoque de silenciamiento implica el uso de un ARN antisentido pequeño dirigido al transcrito equivalente a un 
miARN (Llave et al., 2002, Science 297, 2053). El uso de tal ARN antisentido pequeño que corresponde al 
polinucleótido de la invención está expresamente contemplado.

La expresión constructo genético, como se usa aquí, también incluye ARN antisentido pequeños y otros 
polinucleótidos útiles para efectuar el silenciamiento génico.20

La transformación con un constructo de expresión, como se define aquí, también puede dar como resultado el 
silenciamiento génico a través de un proceso conocido como supresión de sentido (por ejemplo Napoli et al., 1990, 
Plant Cell 2, 279; de Carvalho Niebel et al., 1995, Plant Cell, 7, 347). En algunos casos, la supresión de sentido 
puede implicar la sobreexpresión de toda la secuencia codificante o de una secuencia codificante parcial, pero 
también puede implicar la expresión de una región no codificante del gen, tal como un intrón o un intrón no traducido 25
de 5’ o 3’ (UTR). Para silenciar coordinadamente múltiples genes, se pueden usar constructos sentido parciales 
quiméricos (Abbott et al., 2002, Plant Physiol. 128(3): 844-53; Jones et al., 1998, Planta 204: 499-505). El uso de 
tales estrategias de supresión de sentido para silenciar la expresión de una secuencia enlazada operativamente al 
promotor de la invención también está contemplado.

Los insertos polinucleotídicos en constructos genéticos diseñados para el silenciamiento génico pueden 30
corresponder a secuencia codificante y/o a secuencia no codificante, tal como una secuencia promotora y/o intrónica 
y/o 5’ o 3’ UTR, o el gen correspondiente.

Otras estrategias de silenciamiento génico incluyen enfoques dominantes negativos y el uso de constructos 
ribozímicos (McIntyre, 1996, Transgenic Res, 5, 257).

El silenciamiento pre-transcripcional se puede provocar a través de la mutación del propio gen o sus elementos 35
reguladores. Tales mutaciones pueden incluir mutaciones de punto, desplazamientos del marco, inserciones, 
supresiones y sustituciones.

Plantas

El término “planta” está destinado a incluir una planta completa o cualquier parte de una planta, propágulos y 
progenie de una planta.40

El término “progenie”, como se usa aquí, se refiere a cualquier célula, planta o parte de la misma que se ha obtenido 
o deriva de una célula o planta transgénica de la presente invención. De este modo, el término progenie incluye, 
pero no se limita a, semillas, plantas obtenidas de semillas, plantas o partes de las mismas, o derivadas de técnicas 
de cultivo tisular vegetal, o de clonación.

El término “propágulo” significa cualquier parte de una planta que se puede usar en reproducción o propagación, ya 45
sea sexual o asexual, incluyendo semillas y esquejes.

Una planta “transgénica” o “transformada” se refiere a una planta que contiene nuevo material genético como 

E09758583
21-05-2015ES 2 537 342 T3

 



23

resultado de manipulación o transformación genética. El nuevo material genético puede derivar de una planta de la 
misma especie como la planta transgénica o transformada resultante, o de una especie diferente. Una planta 
transformada incluye una planta que está transformada ya sea de forma estable o transitoriamente con nuevo 
material genético.

Las plantas de la invención se pueden hacer crecer y se pueden autofecundar o se pueden cruzar con una estirpe 5
vegetal diferente, y se pueden identificar los híbridos resultantes, con las características fenotípicas deseadas. Se 
pueden hacer crecer dos o más generaciones. Las plantas que resultan de tales enfoques de reproducción estándar 
también forman parte de la presente invención.

BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS

Otros aspectos de la presente invención serán manifiestos a partir de la siguiente descripción que se da a título de 10
ejemplo solamente y con referencia a los dibujos que se acompañan, en los que:

La Figura 1 muestra la ruta general de taninos condensados;

La Figura 2(A) ilustra la secuencia de ADNc que representa la secuencia de ADNc de longitud completa de 
TaMYB14, clonado a partir de tejido de hoja madura de T. arvense.

La Figura 2(B) ilustra la traducción de aminoácidos de TaMYB14.15

La Figura 3 muestra los niveles de transcrito de TaMYB14 en tejidos variados de la especie Trifolium y 
variedades de cultivo que se hicieron crecer en condiciones de invernadero idénticas. Línea 1, (escalera); 
Línea 2, librería de ADNc de hoja madura de T. repens (variedad de cultivo Huia); Línea 3, librería de ADNc 
de raíz madura de T. repens (variedad de cultivo Huia); Línea 4, librería de ADNc de estolón maduro de T. 
repens (variedad de cultivo Huia); Línea 5, librería de ADNc floral madura de T. repens (variedad de cultivo 20
DC111); Línea 6, ADNc de hoja emergente de T. repens (variedad de cultivo Huia); Línea 7, ADNc de hoja 
madura de T. repens (variedad de cultivo Isabelle rica en antocianinas); Línea 8, ADNc de hoja inmadura de 
T. arvense (variedad de cultivo AZ2925); Línea 9, ADNc de hoja madura de T. arvense (variedad de cultivo 
AZ2925); Línea 10, ADNc floral de meristemo de T. repens (variedad de cultivo Huia); Línea 11, ADNc de 
hoja de meristemo de T. repens (variedad de cultivo Huia); Línea 12, ADNc solamente de tricoma de 25
meristemo de T. repens (variedad de cultivo Huia); Línea 13, librería de ADNc de planta (hoja, raíz y estolón) 
madura de T. occidentale (variedad de cultivo Huia); Línea 14, librería de ADNc de nodo maduro de T. repens 
(variedad de cultivo Huia); Línea 15, clon de MYB14cDNA de T. arvense clonado en TOPO, Línea 16, clon 
genómico de MYB14 de T. arvense clonado en TOPO, Línea 17, ADN genómico de T. occidentale; Línea 17, 
ADN genómico de T. repens; Línea 17, ADN genómico de T. arvense; Línea 20, (escalera).30

La Figura 4 muestra los niveles de transcrito de BANYULS (A) y LAR (B) en tejidos variados de la especie
Trifolium y variedades de cultivo que se hicieron crecer en condiciones de invernadero idénticas. Línea 1, 
(escalera); Línea 2, librería de ADNc de hoja madura de T. repens (variedad de cultivo Huia); Línea 3, librería 
de ADNc de raíz madura de T. repens (variedad de cultivo Huia); Línea 4, librería de ADNc de estolón 
maduro de T. repens (variedad de cultivo Huia); Línea 5, librería de ADNc floral madura de T. repens 35
(variedad de cultivo DC111); Línea 6, ADNc de hoja emergente de T. repens (variedad de cultivo Huia); Línea 
7, ADNc de hoja madura de T. repens (variedad de cultivo Isabelle rica en antocianinas); Línea 8, ADNc de 
hoja inmadura de T. arvense (variedad de cultivo AZ2925); Línea 9, ADNc de hoja madura de T. arvense
(variedad de cultivo AZ2925); Línea 10, ADNc floral de meristemo de T. repens (variedad de cultivo Huia); 
Línea 11, ADNc de hoja de meristemo de T. repens (variedad de cultivo Huia); Línea 12, ADNc solamente de 40
tricoma de meristemo de T. repens (variedad de cultivo Huia); Línea 13, librería de ADNc de planta (hoja, raíz 
y estolón) madura de T. occidentale (variedad de cultivo Huia); Línea 14, librería de ADNc de nodo maduro de 
T. repens (variedad de cultivo Huia); Línea 15, clon de BAN o LAR de ADNc de T. arvense clonado en TOPO, 
Línea 16, clon genómico de BAN o LAR de T. arvense clonado en TOPO, Línea 17, ADN genómico de T. 
occidentale; Línea 17, ADN genómico de T. repens; Línea 17, ADN genómico de T. arvense; Línea 20, 45
(escalera).

La Figura 5 muestra los resultados de la tinción con DMACA de tejido de hoja madura de trébol blanco 
transformado. La tinción con DMACA (color gris claro/oscuro) de tejido de hoja de trébol blanco madura que 
identifica taninos condensados en (A) tipo salvaje y (B) transformado con el gen TaMYB14.

La Figura 6 muestra el vector plasmídico M14ApHZBarP, usado para la transformación vegetal. E1, E2 y E3 50
indican los 3 exones del alelo genómico TaMYB14-1.

La Figura 7 muestra el alineamiento de las secuencias de ADNc de longitud completa de MYB14 de Trifolium, 
los aciertos de BLASTN principales y AtTT2 con similitudes resaltados en gris claro.

La Figura 8 muestra el alineamiento de los marcos de lectura abiertos traducidos de TaMYB14 de Trifolium 
arvense, los aciertos de BLASTP principales y AtTT2 con similitudes resaltados en gris claro, y los motivos en 55
cajas.
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La Figura 9 muestra el alineamiento de las secuencias proteicas de longitud completa de TaMYB14 
(TaMYB14FTa expresado y TaMYB14-2S silencioso), alelo de ToMYB14, y alelos de TrMYB14 con las 
diferencias resaltadas en regiones de gris oscuro/blanco, y las áreas de supresión/inserción resaltadas en 
cajas.

La Figura 10 muestra el alineamiento de las secuencias de ADN genómico de longitud completa de los alelos 5
de TrMYB14 de Trifolium repens (TRM*) alineados con los alelos de TaMYB14 de Trifolium arvense (TaM3, 
TaM4), resaltándose las diferencias en exones (gris claro) e intrones (gris oscuro).

La Figura 11 muestra el alineamiento de las secuencias de ADN genómico de longitud completa de los alelos 
de ToMYB14 de Trifolium occidentale (To1, To6) alineados con los alelos de TaMYB14 de Trifolium arvense
(TaM3, TaM4), resaltándose las diferencias en exones (gris claro) e intrones (gris oscuro).10

La Figura 12 muestra el alineamiento de las secuencias de ADN genómico de longitud completa de los alelos 
de TaMYB14 de Trifolium arvense (Ta*) y alelos de TafMYB14 de Trifolium affine (Taf*), mostrando 
diferencias los exones (gris claro) e intrones (gris oscuro).

La Figura 13 muestra el mapa según Vector NTI del constructo pHZbarSMYB, que contiene el fragmento NotI 
de MYB14pHANNIBAL, que contiene un segmento de ADNc de TaMYB14 de T. arvense en orientación de 15
sentido (SMYB14F) y antisentido (SMYB14R) que flanquea al intrón pdk.

La Figura 14 muestra la reacción de PCR para la presencia de M14ApHZBAR de ADN genómico aislado de 
trébol blanco transformado putativamente. Líneas; A1, B1 escalera; A2-18 y B2-B15 tréboles transformados, 
B16 trébol blanco no transformado, B17 control plasmídico, B18 control de agua. Los cebadores fueron 35S 
(promotor) y PMYBR (hasta el extremo 3’ del gen) que amplifican un fragmento de 1.244 pb.20

La Figura 15 muestra los resultados del cribado mediante DMACA de hojas de T. repens de tipo salvaje (A) y 
transgénicas (B a D), transformadas con el constructo TaMYB14.

La Figura 16 muestra microscopía mediante aceite de tricomas (E-G), células epidérmicas (H) y célula 
mesófila (I-K) de foliolos transgénicos teñidos con DMACA que expresan el gen TaMyb14A.

La Figura 17 muestra monómeros de extracto de semillas de uva – se muestran debajo los cromatogramas 25
SRM de los monómeros en un extracto de semillas de uva. La señal A es una suma de los iones del producto 
123, 139 y 165 m/z del SRM de 291,3 m/z (catequina (C) y epicatequina (EC)). La señal B es una suma de 
los iones de producto 139 y 151 m/z del SRM de 307,3 m/z (galocatequina (GC) y epigalocatequina (EGC)).

La Figura 18 muestra dímeros y trímeros de extracto de semillas de uva. Se muestran debajo los 
cromatogramas SRM de los dímeros y trímeros en un extracto de semillas de uva. La señal A es una suma 30
de los iones del producto 291, 409 y 427 m/z del SRM de 579,3 m/z (dímero PC:PC). La señal B es una suma 
de los iones de producto 291, 307, 427 y 443 m/z del SRM de 595,3 m/z (dímero PC:PD). La señal C es una 
suma de los iones de producto 291, 577 y 579 m/z del SRM de 867,3 m/z (trímero 3PC). Se proporcionan los 
espectros MS2 de un dímero PC:PC, un dímero PC:PD, y dos trímeros 3PC como prueba de la identificación 
de estos metabolitos.35

La Figura 19 muestra los cromatogramas SRM de monómeros para plantas de control (trébol blanco –ve) y 
transgénicas (trébol blanco +ve) que expresan MYB14. La señal A es una suma de los iones del producto 
123, 139 y 165 m/z del SRM de 291,3 m/z (PC; catequina y epicatequina). La señal B es una suma de los 
iones de producto 139 y 151 m/z del SRM de 307,3 m/z (PD; galocatequina y epigalocatequina). Las escalas 
del cromatograma se fijan para mostrar el aspecto de monómeros en la planta modificada. No se detectaron 40
monómeros en la planta de control. Los espectros MS2 de epicatequina (EC) y epigalocatequina (EGC) se 
proporcionan a partir de la planta modificada como prueba de la identificación de estos metabolitos. 

La Figura 20 muestra los cromatogramas SRM de monómeros para plantas de control (trébol blanco –ve) y 
transgénicas (trébol blanco +ve) que expresan MYB14. La señal A es una suma de los iones del producto 
291, 409 y 427 m/z del SRM de 579,3 m/z (dímero PC:PC). La señal B es una suma de los iones de producto 45
291, 307, 427 y 443 m/z del SRM de 595,3 m/z (dímero PC:PD). La señal C es una suma de los iones de 
producto  307 y 443 m/z del SRM de 611,3 m/z (dímero PD:PD). Las escalas del cromatograma se fijan para 
mostrar el aspecto de dímeros en la planta modificada. No se detectaron dímeros en la planta de control. Los 
espectros MS2 de tres dímeros PD:PD (1-3) y un dímero mixto PC:PD (4) se proporcionan a partir de la 
planta modificada como prueba de la identificación de esos metabolitos. 50

La Figura 21 muestra los cromatogramas SRM de trímeros para plantas de control (trébol blanco –ve) y 
transgénicas (trébol blanco +ve) que expresan MYB14. La señal A es una suma de los iones del producto 
291, 577 y 579 m/z del SRM de 867,3 m/z (trímero 3PC). La señal B es una suma de los iones de producto 
291, 307, 427, 443, 577, 579, 593, 595 y 757 m/z del SRM de 883,3 m/z (dímero PC:PD). La señal C es una 
suma de los iones de producto 291, 307, 443, 593, 595, 611, 731, 757 773 m/z del SRM de 899,3 m/z55
(trímero 1PC:2PD). La señal D es una suma de los iones de producto 307, 443, 609, 611, 747, 773 y 789 m/z
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del SRM de 915,3 m/z (trímero 3PD). Las escalas del cromatograma se fijan para mostrar el aspecto de 
trímeros en la planta modificada. No se detectaron trímeros en la planta de control. Los espectros MS2 de un 
trímero 3PD y un trímero mixto 1PC:2PD se proporcionan a partir de la planta modificada como prueba de la 
identificación de esos metabolitos. 

La Figura 22 muestra la reacción de PCR para la presencia de M14ApHZBAR a partir de ADN genómico 5
aislado de plántulas de tabaco putativamente transformadas. Líneas A1, escalera; A2-10 tabaco 
transformado, A13, 14, controles de tabaco, A15 control plasmídico. Los cebadores fueron 35S (promotor) y 
PMYBR (hasta el extremo 3’ del gen) que amplifican un fragmento de 1.244 pb.

La Figura 23 muestra los resultados del cribado mediante DMACA de hojas de tabaco (Nicotiana tabacum)
transgénico (A a G), transformadas con el constructo M14ApHZBAR.10

La Figura 24 muestra los cromatogramas SRM para plantas de control (tipo salvaje) y modificadas 
(transgénicas) que expresan MYB14. La señal A es una suma de los iones del producto 123, 139 y 165 m/z
del SRM de 291,3 m/z (PC; catequina y epicatequina). La señal B es una suma de los iones de producto 139 
y 151 m/z del SRM de 307,3 m/z (PD; galocatequina y epigalocatequina). La señal C es una suma de los 
iones de producto 291, 409 y 427 m/z del SRM de 579,3 m/z (dímero PC:PC). La señal D es una suma de los 15
iones de producto 291, 577 y 579 m/z del SRM de 867,3 m/z (trímero PC:PC:PC). Las escalas del 
cromatograma se fijan para mostrar el aspecto de monómeros, dímeros y trímeros en la planta modificada. 
No se detectaron monómeros en la planta de control. Obsérvese que no se detectaron dímeros o trímeros 
mixtos PC:PD o 100% PD.

La Figura 25 muestra los espectros MS2 de epicatequina (EC), galocatequina (GC), epigalocatequina (EGC), 20
dímero PC:PC 1 y 2, y el trímero PC:PC:PC proporcionados de las plantas modificadas (transgénicas) que 
expresan MYB14, como prueba de la identificación de estos metabolitos.

La Figura 26 muestra la reacción de PCR para la presencia de M14pHANNIBAL en ADN genómico aislado de 
T. arvense putativamente transformado. Líneas; A1 vector de control negativo pHANNIBAL, A2 
M14ApHZBAR que contiene 35S y constructo de gen genómico – control que amplifica un fragmento de 25
1.244 pb; A3 M14pHANNIBAL control plasmídico positivo que contiene el constructo de ARNhp, A4 
pHANNIBAL que contiene el fragmento MYB en orientación antisentido en dirección 5’ del terminador ocs 
(control negativo), A5 pHZBARSMYB control plasmídico positivo, A6 escalera, A7-18 T. arvense
transformado, A19 ADN genómico de T. arvense de tipo salvaje, A20 control de agua. 

B: B1 escalera, B2-B11 T. arvense transformado, B12 M14pHANNIBAL control plasmídico positivo. Los 30
cebadores fueron 35S (promotor) y PHMYBR (hasta el extremo 3’ del gen) que amplifican un fragmento de 
393 pb.

La Figura 27 muestra los resultados del cribado mediante DMACA de callo (A) y plántulas (B a D) de T. 
arvense de tipo salvaje regenerados en medios de cultivo tisular. No se produce tinción mediante DMACA en 
callo y cribado mediante DMACA de plántulas de T. arvense transgénicas (E a L) regeneradas en medios de 35
cultivo tisular. La tinción está enormemente disminuida en comparación con plantas de tipo salvaje.

La Figura 28 muestra los cuatro cromatogramas SRM de monómeros para plantas de T. arvense de control y 
genosuprimidas: La señal A es una suma de los iones del producto 123, 139 y 165 m/z del SRM de 291,3 m/z
(PC; catequina y epicatequina) para una planta de control. B es una suma de los iones de producto 123, 139 
y 165 m/z del SRM de 291,3 m/z (PC; catequina y epicatequina) para una planta genosuprimida. C es una 40
suma de los iones de producto 139 y 151 m/z del SRM de 307,3 m/z (PD; galocatequina y epigalocatequina) 
para una planta de control. D es una suma de los iones de producto 139 y 151 m/z del SRM de 307,3 m/z
(PD; galocatequina y epigalocatequina) para una planta genosuprimida. Los espectros MS2 se proporcionan 
de la planta de control como prueba de catequina y galocatequina en la planta de control. Las escalas de los 
cromatogramas para las señales A, B, C y D se han fijado para mostrar la desaparición de catequina y 45
galocatequina en la planta genosuprimida.

La Figura 29 muestra los cromatogramas SRM de dímeros para plantas de T. arvense de control y 
genosuprimidas. La señal A es una suma de los iones del producto 291 y 427 m/z del SRM de 579,3 m/z
(dímero PC:PC). La señal B es una suma de los iones de producto 307, 427 y 443 m/z del SRM de 595,3 m/z
(dímero PC:PD). La señal C es una suma de los iones de producto 307 y 443 m/z del SRM de 611,3 m/z50
(dímero PD:PD). Las escalas de los cromatogramas se fijan para mostrar la desaparición de dímeros en la 
planta genosuprimida. Los espectros MS2 se proporcionan de la planta de control como prueba de los tres 
tipos de dímeros en el control.

La Figura 30 muestra el análisis de PCR para la presencia de pTaMyb14A de ADN genómico aislado de 
alfalfa putativamente transformada. Líneas L; escalera; 1-3, no transformada, 4-10 transformada, 11 tipo 55
salvaje, 12 control de agua, 13 control plasmídico. Los cebadores fueron 35S y PMYBR (hasta el extremo 3’ 
del gen).
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La Figura 31 muestra el análisis de PCR para la presencia de M14ApHZBAR de ADN genómico aislado de 
plántulas de crucífera putativamente transformadas. Línea 8, control de crucífera; Línea 18 escalera; Línea 1-
7 y 9-17 crucífera transformada. Los cebadores fueron 35S (promotor) y PMYBR (hasta el extremo 3’ del gen) 
que amplifican un fragmento de 1.244 pb.

La Figura 32 muestra los resultados del cribado mediante DMACA de crucífera de tipo salvaje (Brassica 5
oleracea) (A) y hojas transgénicas (B a D), transformadas con el constructo M14ApHZBARP.

La Figura 33 muestra los cromatogramas SRM de los iones de producto 123, 139 y 165 m/z del SRM de 
291,3 m/z (catequina (C) y epicatequina (EC)) en dos controles y una crucífera transgénica que expresa 
MYB14. Los espectros MS2 de la epicatequina detectada en el control verde y la muestra +ve transgénica se 
proporcionan como prueba de identificación de estos metabolitos. No se detectó epicatequina en la muestra 10
de control rojo.

La Figura 34 muestra un alineamiento de todas las secuencias de la proteína MYB14 de Trifolium 
identificadas por el solicitante.

La Figura 35 muestra el porcentaje de identidad entre las secuencias alineadas en la Figura 34.

BREVE DESCRIPCIÓN DEL LISTADO DE SECUENCIAS15

SEC ID NO: Descripción Secuencia correspondiente

1 Polinucleótido, Trifolium arvense, ADNc de 
TaMYB14-1 

Secuencia de ADNc de Ta MYB14 de gen 
expresado

2 Polinucleótido, Trifolium arvense, ADNg de 
TaMYB14-1

Secuencia genómica de Ta MYB14 1 del
alelo 1 de Trifolium arvense.

3 Polinucleótido, Trifolium arvense, ADNg de 
TaMYB14-2 

Secuencia genómica de Ta MYB14 2 del 
alelo 2 de Trifolium arvense.

4 Polinucleótido, Trifolium affine, ADNg de 
TafMYB14-1

Secuencia genómica de Taf MYB14 1 del 
alelo 1 de Triforium affine.

5 Polinucleótido, Trifolium affine, ADNc de 
TafMYB14-1 

Secuencia de ADNc de Taf MYB14 del gen 
expresado

6 Polinucleótido, Trifolium affine, ADNg de 
TafMYB14-2 

Secuencia genómica de Taf MYB14 2 del 
alelo 2 de Trifolium affine.

7 Polinucleótido, Trifolium occidentale, ADNg de 
ToMYB14-1 

Secuencia genómica de ToMYB14 1 del 
alelo 1 e Trifolium occidentale.

8 Polinucleótido, Trifolium occidentale, ADNg de 
ToMYB14-2 

Secuencia genómica de ToMYB14 2 del 
alelo 2 de Trifolium occidentale.

9 Polinucleótido, Trifolium repens, ADNg de 
TrMYB14-1 

Secuencia genómica de TrMYB14 1 del alelo 
1 de Trifolium repens.

10 Polinucleótido, Trifolium repens, ADNg de 
TrMYB14-2 

Secuencia genómica de TrMYB14 2 desde el 
alelo 2 de Trifolium repens.

11 Polinucleótido, Trifolium repens, ADNg de 
TrMYB14-3 

Secuencia genómica de TrMYB14 3 del alelo 
3 de Trifolium repens.

12 Polinucleótido, Trifolium repens, ADNg de 
TrMYB14-4 

Secuencia genómica de TrMYB14 4 del alelo 
4 de Trifolium repens.

13 Polinucleótido, Trifolium arvense, ADNc de 
TaMYB14-1 

Secuencia de ADNc que representa la 
secuencia de ADNc de longitud completa de 
TaMYB14

14 Polipéptido, Trifolium arvense, TaMYB14-1 traducción de aminoácidos de of TaMYB14

15 Polipéptido, artificial, consenso motivo similar al motivo de subgrupo 5 
(Stracke et al., 2001) común a activadores de 
MYB de CT conocidos 
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SEC ID NO: Descripción Secuencia correspondiente

16 Polipéptido, artificial, consenso motivo común a activadores de MYB de 
antocianinas conocidos (Motivo de subgrupo
6, Stracke et al., 2001)

17 Polipéptido, artificial, consenso nuevo motivo de MYB de TFs de MYB14 

18 Polinucleótido, artificial, cebador Búsqueda del dominio de MYB - MYBFX

19 Polinucleótido, artificial, cebador Búsqueda del dominio de MYB – MYBFY

20 Polinucleótido, artificial, cebador Búsqueda del dominio de MYB - MYBFZ

21 Polinucleótido, artificial, cebador Aislamiento de longitud completa - M14ATG

22 Polinucleótido, artificial, cebador Aislamiento de longitud completa - M14TGA

23 Polinucleótido, artificial, cebador Paseo génico - M14TSP1

24 Polinucleótido, artificial, cebador Paseo génico - M14TSP2

25 Polinucleótido, artificial, cebador Paseo génico - M14TSP3

26 Polinucleótido, artificial, cebador Clonación en el vector- M14FATG

27 Polinucleótido, artificial, cebador Lotus corniculatus - MYBLF

28 Polinucleótido, artificial, cebador Lotus corniculatus - MYBLR

29 Polinucleótido, artificial, cebador Extremo 5’ UTR de MYB14 - MYB148N

30 Polinucleótido, artificial, cebador Extremo 3’ UTR de MYB14 - MYB14RR

31 Polinucleótido, artificial, cebador Cebador para intrón 1 - 15

32 Polinucleótido, artificial, cebador Cebador para intrón 1 - 13

33 Polinucleótido, artificial, cebador Paseo génico - TSP4

34 Polinucleótido, artificial, cebador Paseo génico - TSP5

35 Polinucleótido, artificial, cebador Sitio de partida de 5’ directo - MYB148F

36 Polinucleótido, artificial, cebador Sitio de partida de 5’ inverso - MYB14RR

37 Polinucleótido, artificial, cebador Análisis de expresión/ vector de 
slienciamiento - MYB14F

38 Polinucleótido, artificial, cebador Análisis de expresión/ vector de 
slienciamiento - MYB14R

39 Polinucleótido, artificial, cebador Paseo génico - MYB14R2

40 Polinucleótido, artificial, cebador Paseo génico - MYB14R3

41 Polinucleótido, artificial, cebador Secuenciación - M13 Directo

42 Polinucleótido, artificial, cebador Secuenciación - M13 Inverso

43 Polinucleótido, artificial, cebador Producción de ADNc - BD SMART II™ A 
Oligonucleotide

44 Polinucleótido, artificial, cebador Producción de ADNc - 3’ BD SMAR™ CDS 
Primer II A

45 Polinucleótido, artificial, cebador Amplificación de ARNm - 5’ PCR Primer II A

46 Polipéptido, Trifolium arvense, TaMYB14-2
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SEC ID NO: Descripción Secuencia correspondiente

47 Polipéptido, Trifolium affine, TafMYB14-1

48 Polipéptido, Trifolium affine, TafMYB14-2

49 Polipéptido, Trifolium occidentale, ToMYB14-1

50 Polinucleótido, Trifolium occidentale, ToMYB14-2

51 Polipéptido, Trifolium repens, TrMYB14-1

52 Polipéptido, Trifolium repens, TrMYB14-2

53 Polipéptido, Trifolium repens, TrMYB14-3

54 Polipéptido, Trifolium repens, TrMYB14-4

55 Polinucleótido, Trifolium arvense, ADNc/ORF de 
TaMYB14-1 

56 Polinucleótido, Trifolium arvense, ADNc/ORF de 
TaMYB14-2 

57 Polinucleótido, Trifolium affine, ADNc/ORF de 
TafMYB14-1 

58 Polinucleótido, Trifolium affine, ADNc/ORF de 
TafMYB14-2 

59 Polinucleótido, Trifolium occidentale, ADNc/ORF de 
ToMYB14-1 

60 Polinucleótido, Trifolium occidentale, ADNc/ORF de 
ToMYB14-2 

61 Polinucleótido, Trifolium repens, ADNc/ORF de 
TrMYB14-1 

62 Polinucleótido, Trifolium repens, ADNc/ORF de 
TrMYB14-2 

63 Polinucleótido, Trifolium repens, ADNc/ORF de 
TrMYB14-3 

64 Polinucleótido, Trifolium repens, ADNc/ORF de 
TrMYB14-4 

65 Polinucleótido, Trifolium arvense, secuencia 
silenciamiento 

66 Polinucleótido, artifical, cebador, MYB F1

67 Polinucleótido, artifical, cebador, MYB R

68 Polinucleótido, artificial, cebador, MYB F

69 Polinucleótido, artifical, cebador, MYB R1

La invención se ilustrará ahora con referencia a los siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplo 1: Identificación de los genes/ácidos nucleicos/proteínas de MYB14 de la invención, y análisis de 
los perfiles de expresión.

Introducción5

Usando cebadores diseñados para el dominio de MYB de especie de legumbre, el solicitante ha amplificado 
secuencias que codifican nuevos factores de transcripción (TFs) de MYB mediante PCR de ADNc y ADN genómico 
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(ADNg) aislados de un abanico de especies de Trifolium. Estas especies difieren en su capacidad para acumular 
CTs en tejido de hoja madura. Debido a que el trébol blanco no expresa genes de CT en tejido de hoja, se usó una 
estrategia alternativa que permitió el aislamiento del TF de MYB expresado de especies de Trifolium estrechamente 
relacionadas (T. arvense; T affine) que sí acumulan CTs en todas las células de tejido foliar a lo largo de la vida de la 
hoja. Esto se logró investigando los patrones de expresión diferencial de TFs de MYB en diversos tipos de hoja de 5
Trifolium; a saber, (a) en tejido de hoja de trébol blanco (T. repens), en el que la expresión del gen de CT está 
restringida a los tricomas de la hoja durante el desarrollo meristemático antes de la emergencia de la hoja; (b) en las 
especies estrechamente relacionadas (T. arvense), en las que la expresión del gen de CT se encuentra en la 
mayoría de las células de la hoja durante todo el tiempo de vida (excepto los pelos del tricoma); (c) en el tejido de 
hoja madura de trébol, en el que la biosíntesis de CTs ya ha cesado. Tal expresión temporal y espacial específica 10
requiere la regulación diferencial por diferentes TFs de MYB específicos para la ruta de la rama de CTs. La 
comparación de los TFs de MYB a partir de cada tipo de hoja eliminó factores de MYB comunes que tienen 
funciones distintas en la biosíntesis de CTs. El análisis de los TFs de MYB aislados que quedan permitió la 
identificación de aquellos que son únicos para tejidos que acumulan CTs.

La secuenciación de productos de la PCR dio como resultado la identificación de TFs de MYB previamente no 15
identificados a partir de un número de especies de Trifolium. La secuenciación de longitud completa de estos genes 
de MYB reveló un código proteico muy desigual cuando se compara con la secuencia de AtTT2 publicada 
(NP_198405), incluyendo la presencia de varias supresiones e inserciones de bases en los genes de las diferentes 
especies de Trifolium (Figuras 7 y 8). La traducción de la secuencia de ADNc reveló que la proteína codificada por 
este TF de MYB también tiene un número sustancial de supresiones, inserciones e intercambios de aminoácidos 20
(Figura 9). Se ha diseñado este gen TaMYB14. El análisis de las secuencias de ADNg de longitud completa 
procedentes de 2 especies diferentes de Trifolium reveló la presencia de tres exones y dos intrones de tamaños 
variables en todas las isoformas/alelos de TaMYB14 (Figuras 10-12).

Se hicieron crecer en un invernadero semillas procedentes de un número de accesos que representan diversos 
genotipos de cuatro especies de Trifolium, respectivamente, y se determinó la presencia o ausencia de CTs en hojas 25
usando tinción con DMACA. Se diseñaron cebadores específicos para TaMYB14, y los niveles de transcrito en 
diversos tejidos se determinaron mediante PCR. La expresión de TaMYB14 estaba correlacionada con la 
acumulación de CTs en tejidos de hoja. Su expresión fue indetectable en tejidos libres de CTs. TaMYB14 se expresó 
de forma muy importante en tejidos que acumulan activamente CTs, y coincidió con la expresión detectable de las 
dos enzimas específicamente implicadas en la biosíntesis de CTs, a saber, ANR y LAR.30

La transformación y sobreexpresión de TaMYB14 en trébol blanco (véase el Ejemplo 2) dio como resultado mayores 
niveles de CTs en tejidos habitualmente desprovistos de CTs. Esto muestra que la expresión de TaMYB14 es crítica 
para la acumulación de CTs. La sobreexpresión de TaMYB14 en T. repens por medio de transgénesis permitirá por 
lo tanto la acumulación de niveles significativos de CTs en tejidos foliares de diversas especies vegetales, 
proporcionando de ese modo los medios para mejorar la calidad de la pastura para el ganado.35

Materiales y métodos

Material vegetal y análisis de niveles de taninos condensados

Se hicieron crecer en invernaderos semillas de varias variedades de cultivo de cuatro especies de legumbre que 
difieren en sus niveles de CT foliar. Trifolium repens (Huia); T. arvense (AZ2925; AZ4755; AZ1353); T. affine
(AZ925), y T. occidentale (AZ4270). El material vegetal de diversas edades y tipos se cosechó, y el material se 40
congeló inmediatamente en nitrógeno líquido y se trituró y se usó subsiguientemente para el aislamiento de ADN o 
ARN.

Tinción del material vegetal con DMACA

Los CTs se analizaron histoquímicamente usando el método de DMACA (4-dimetilamino-cinamaldehído) acidificado, 
esencialmente como se describe por Li et al. (1996). Este método usa el reactivo de DMACA (p-45
dimetilaminocinamaldehído) como una tinción histoquímica rápida que permite cribar específicamente material 
vegetal en busca de la acumulación muy baja de CTs. El protocolo de DMACA-HCl es muy específico para 
proantocianidinas. Este método se usó preferentemente con respecto al ensayo de vainillina, ya que las antocianinas 
interfieren seriamente con el ensayo de vainillina. Tejidos de diversas edades se muestrearon y se evaluaron.

Métodos de selección de candidatos de MYB R2R350

Se usaron dos métodos para identificar secuencias de legumbre que contienen un dominio de unión a ADN de MYB 
R2R3: los modelos ocultos de Markov (HMMs) y perfiles. Ambos métodos dependen de crear en primer lugar un 
“modelo” del dominio a partir de secuencias proteicas conocidas del dominio de unión a ADN de MYB R2R3, que 
entonces se usa como la base de la investigación. Los modelos de HMM y de perfil se crearon usando dominios 
vegetales de MYB R2R3 conocidos como se indica en la Tabla 1 a continuación. Éstos se tomaron de la Figura 2 en 55
Miyake et. al. (2003) y de la Figura 4C en Nesi et. al. (2001; se excluyó la secuencia de MYB humana en esta 
figura). La distribución de especies de las secuencias usadas para construir el modelo fue la siguiente:
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Fuente Especies Recuento de dominios

Miyake et. al. (2003) Lotus japonicus 3

Glycine max 1

Nesi et. al. (2001) Arabidopsis thaliana 10

Zea mays 3

Hordeum vulgare subsp. vulgare 2

Oryza sativa 1

Petunia x hybrida 1

Picea mariana 1

TABLA 1. Dominios vegetales de MYB R2R3 tomados de Miyake et. al. (2003) y Nesi et. al. (2001)

Los conjuntos de secuencias de legumbre buscados se dan en la Tabla 2 a continuación. Antes de la búsqueda, 
todos los conjuntos de EST y cóntigos de EST se tradujeron en seis marcos para generar secuencias proteicas 
adecuadas para los análisis de HMM/perfil. Las secuencias proteicas de M. truncatula se usaron tal cual (estas son 
predicciones génicas de FGENESH obtenidas de TIGR).5

Se usó el programa hmmbuild de HMMER para crear un HMM a partir de los dominios de unión a ADN modelo, y se 
inspeccionó frente a los conjuntos de secuencias de legumbre usando el programa hmmsearch de HMMER (valor E 
de corte = 0,01). Se usó el programa prophecy de EMBOSS para crear un perfil a partir de los mismos dominios, y 
también se inspeccionó frente a las secuencias de legumbre usando el programa profit de EMBOSS (corte de 
puntuación = 50). En la Tabla 2 a continuación se dan los números de aciertos identificados por cada método en 10
cada conjunto de secuencias:

Conjunto de secuencias Número total de 
secuencias

Número de 
aciertos –
Método de 
perfil

Número de 
aciertos –
Método de 
HMM

Número de aciertos 
que se hacen pasar a 
análisis filogenético

Cóntigos de EST de trébol blanco 
(CS35)

17.758 18 24 17

NR de PG de trébol blanco 159.017 0 9 3

Cóntigos de EST de trébol rojo 38.099 1 2 0

Cóntigo de EST de Lotus 28.460 5 9 4

Cóntigo de EST de haba de soja 63.676 15 40 15

Proteínas predichas de Medicago 
truncatula

41.315 60 80 69

ESTs de tricoma glandular Medicago 
sativa

5.647 1 2 1

Total 353.972 100 166 109

TABLA 2: Conjuntos de secuencias de legumbre investigados

El método de HMM pareció ser más sensible que el método del perfil, identificando todos los aciertos del perfil así 
como muchos aciertos adicionales. Por esta razón, el método de HMM se seleccionó como el método de elección –
las proteínas de los aciertos de HMM se usaron para generar los alineamientos y se hicieron pasar al análisis 15
filogenético. Los aciertos del perfil todavía son bastante útiles: el método de perfil es más restrictivo, y por lo tanto 
hay una mayor probabilidad de que los candidatos del perfil representen aciertos verdaderos.

Generación de alineamientos

Las secuencias de los dominios de unión a ADN se extrajeron de los 166 candidatos de MYB R2R3 de legumbre 
identificados anteriormente. Los dominios proteicos se alinearon usando el programa de alineamiento hmmalign de 20
HMMER, el cual alinea los dominios usando información en el modelo de HMM original. Los alineamientos 
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nucleotídicos se generaron superponiendo las secuencias nucleotídicas correspondientes sobre los alineamientos 
proteicos, preservando de ese modo la estructura de los alineamientos al nivel proteico. Esto se realizó para obtener 
un alineamiento más exacto que representa mejor la estructura de los dominios.

Análisis filogenético 

Se llevó a cabo un análisis filogenético sobre los dominios de unión a ADN MYB R2R3 vegetales, para ver si los 5
nodos de árbol resultantes se podrían usar para identificar subtipos de MYB R2R3, relacionados con factores de 
transcripción TT2. Se extrajeron 109 dominios de unión a ADN de longitud completa a partir de los 166 candidatos 
de MYB R2R3 de legumbre identificados en este estudio, y se combinaron con los genes de MYB R2R3 conocidos 
de Nesi et. al. (2001) y Miyake et. al. (2003), dando en total 130 dominios de unión a ADN. Se generó un 
alineamiento proteico de estos 130 dominios usando hmmalign, y las secuencias de los dominios nucleotídicas 10
correspondientes se alinearon basándose en esto. El alineamiento nucleotídico se sometió a un análisis de 
probabilidad máxima para generar un árbol filogenético basado en 100 réplicas de bootstrap, usando los programas 
fastDNAml y el programa consensus de Phylip para generar el árbol de consenso. Esta información se usó para 
diseñar tres cebadores para el dominio de MYBR2R3 de legumbre.

Aislamiento de ADN y ARN, y síntesis de ADNc15

ADN genómico se aisló de tejidos vegetales recientes o congelados (100 mg) usando DNeasy® Plant Mini kit 
(Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las preparaciones de ADN se trataron con RNAse H (Sigma)
para eliminar el ARN de las muestras. El ARN total se aisló de tejidos recientes o congelados usando RNeasy® Plant 
Mini kit (Qiagen). El ARN total aislado (100 g) se trató con DNAse I libre de RNAse para eliminar el ADN de las 
muestras durante el aislamiento, siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentración y pureza de las 20
muestras de ADN y de ARN se evaluaron determinando la relación de absorbancia a 260 y 280 nm usando un 
espectrofotómetro NanoDrop ND-100. El ARN total (1 g) se transcribió de forma inversa en ADNc usando 
SMARTTM cDNA Synthesis Kit (Clontech) usando los oligonucleótidos SMART™ CDS primer IIA y SMART II™ A, 
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y clonación TOPO de los productos de PCR25

Se llevaron a cabo reacciones estándar de PCR en un Thermal Cycler (Applied Biosystems), usando como molde 
una cantidad de aproximadamente 5 ng de ADN o 1 l de ADNc. Las condiciones del ciclo térmico fueron las 
siguientes: reacción inicial a 94ºC durante 30 s, 35 ciclos a 94ºC durante 30 s, 50-64ºC durante 30 s (dependiendo 
de la Tm de los cebadores), y a 72ºC durante 1-2 min. (1 min./kb), respectivamente, y una reacción final a 72ºC 
durante 10 min.30

Los productos de la PCR se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa, y se visualizaron mediante tinción 
con bromuro de etidio. Las bandas de interés se cortaron, y el ADN se extrajo subsiguientemente de la sílice en gel 
usando el QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los productos de la PCR 
extraídos se clonaron en vectores TOPO 2.1 (Invitrogen) y se transformaron en células de Escherichia coli
OneShot® mediante transformación química siguiendo las instrucciones del fabricante. Las bacterias se cultivaron 35
subsiguientemente en placas de agar Luria-Bertani (LB; Invitrogen) precalentadas (1% de triptona, 0,5% de extracto 
de levadura, 1,0% de NaCl, y 1,5% de agar) que contienen 50 g ml

-1
de kanamicina y 40 l de 40 mg ml

-1
X-gal (5-

bromo-4-cloro-3-indolil-X-D-galactopiranósido; Invitrogen), y se incubaron a 37ºC toda la noche. Las colonias 
positivas se seleccionaron usando selección blanco-azul en combinación con selección con antibióticos. Las 
colonias se recogieron y se inocularon en 6 ml de caldo LB (1% de triptona, 0,5% de extracto de levadura, 1,0% de 40
NaCl) que contiene 50 g ml-1 de kanamicina, y se incubaron a 37ºC en una incubadora de agitación a 200 rpm.

Los cultivos bacterianos se extrajeron y purificaron del cultivo del caldo LB usando el Qiagen Prep Plasmid Miniprep 
Kit (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Secuenciación del ADN

El ADN plasmídico aislado se secuenció usando el método de terminación de cadena por didesoxinucleótido 45
(Sanger et al., 1977), usando química Big-Dye (Versión 3.1) (Applied Biosystems). Se usaron cebadores directos o 
inversos M13 o cebadores génicos específicos. Los productos se separaron en un analizador genético ABI Prism 
3100 (Applied Biosystems), y los datos de secuencias se compararon con la información de secuencia publicada en
GenBank (NCBI) usando AlignX (Invitrogen).

Resultados50

Identificación y secuenciación de TaMYB14

Se aislaron ARN total y ADN genómico (ADNg) de tejido de hoja en desarrollo y madura de T. arvense, y el ARN 
total se transcribió de forma inversa en ADNc. Inicialmente, se diseñaron cebadores para la región genérica de MYB
de la secuencia codificante, y se llevó a cabo la PCR. Los productos de la PCR se separaron en geles de agarosa, y 
se visualizaron mediante tinción con bromuro de etidio. Las bandas que oscilan en tamaño se cortaron, el ADN se 55
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extrajo, se purificó, se clonó en vectores TOPO, y se transformó en células de E. coli. Se escogieron al azar 
doscientos transformantes del suceso de clonación, el ADN plasmídico se aisló y se secuenció subsiguientemente. 
Se diseñaron cebadores adicionales para secuenciar las regiones N-terminales cuando era necesario (Tabla 4).

Se identificó una matriz de MYBs parciales secuenciando el ADNc aislado; >50% fueron desconocidas, no 
produciendo acierto sustancial con respecto a proteínas MYB conocidas. Las restantes se identificaron como 5
ortólogos para MYBs expresados durante estrés abiótico, respuesta a falta de agua, estímulo lumínico, estrés salino, 
estímulo etilénico, estímulo auxínico, estímulo con ácido abscísico, estímulo con ácido giberélico, estímulo con ácido 
salicílico, estímulo con ácido jasmónico, cadmio, luz, movimiento y control estomático, regulación, similar a mixta
(crecimiento de células epidérmicas), disminución de ácido cafeico O-metil-transferasa, y control de meristemo.

Dos ADNc de MYB parciales codificaron una proteína que cayó dentro de los clados correctos de MYB (NO8 y NO9)10
cuyos miembros incluyen aquellos que se sabe que activan la biosíntesis de antocianinas o CTs. Se diseñaron 
cebadores para el extremo 3’ del gen para aislar el extremo 5’ restante, y por tanto todo el clon de ADNc. El 
TaMYB14 de longitud completa contiene una región codificante de 942 pb que codifica una proteína de 314 
aminoácidos. En comparación, AtTT2 codifica una proteína de 258 aminoácidos.

Resultados Blast para TaMYB1415

La secuencia de ADNc de TaMYB14 procedente del genotipo AZ2925 de T. arvense se sometió a blast frente a las 
bases de datos públicas. BlastN devolvió los siguientes 5 aciertos principales:

AB300033.1 “ARNm de Lotus japonicus LjTT2-1 para el factor de transcripción R2R3-MYB”, (valor e 3e-69)

AB300035.1 “ARNm de Lotus japonicus LjTT2-3 para el factor de transcripción R2R3-MYB”, (valor e 4e-62)

AB300034.1 “ARNm de Lotus japonicus LjTT2-2 para el factor de transcripción R2R3-MYB”, (valor e 4e-59)20

AF336284.1 ARNm de Gossypium hirsutum GhMYB36, (valor e 1e-40)

AB298506.1 ARNm de Daucus carota DcMYB3-1 para factor de transcripción, (valor e 7e-39)

A su vez, BlastX de la secuencia traducida de TaMYB14 procedente del genotipo AZ2925 de T. arvense devolvió los 
siguientes 5 aciertos principales:

BAG12893.1 “Factor de transcripción R2R3-MYB de Lotus japonicus LjTT2-1”, (valor e 2e-81)25

AAK19615.1AF336282_1 “Gossypium hirsutum GhMYB10”, (valor e 3e-76);

BAG12895.1 “Factor de transcripción R2R3-MYB de Lotus japonicus LjTT2-3”, (valor e 8e-74);

BAG12894.1 “Factor de transcripción R2R3-MYB de Lotus japonicus LjTT2-2”, (valor e 2e-72);

AAZ20431.1 “MYB11 “[Malus x domestica], (valor e 2e-66)

El alineamiento de ADNc de TaMYB14 frente a AtTT2 y otros aciertos de BLAST se muestra en la Figura 7, 30
mostrándose en amarillo las similitudes más elevadas. La traducción del marco de lectura abierto también mostró 
diferencias sustanciales en la composición de aminoácidos, compartiendo una homología de 52% con respecto a 
TT2 de A. thaliana (Figura 8). Además, TaMYB14 comparte los motivos comunes a activadores de MYB de CT 
conocidos (NO9).

El alineamiento de ADNc de TaMYB14 frente a AtTT2 y otros aciertos de BLAST se muestra en la Figura 7, 35
resaltándose en amarillo y en azul las similitudes. La traducción del marco de lectura abierto (Figura 8) también 
mostró diferencias sustanciales en la composición de aminoácidos, compartiendo una homología de 52% con 
respecto a TT2 de A. thaliana, principalmente en la región del dominio de MYB. 

TaMYB14 incluye un motivo similar al motivo del subgrupo 5 (DExWRLxxT) según Stracke et al., 2001, que es 
común a activadores de MYB de CT previamente conocidos.40

TaMYB14 carece del motivo de subgrupo 6 (KPRPR[S/T, mostrado en SEC ID NO:16) según Stracke et al., 2001, 
que es común a activadores de MYB de antocianinas previamente conocidos.

Además, este alineamiento ha identificado un nuevo motivo de MYB (VI/VRTKAxR/KxSK). Este nuevo motivo 
(resaltado en la Figura 8) parece asociado con un número de nuevos TFs de MYB14 que regulan las rutas de CTs.

Niveles de transcrito de TaMYB1445

La acumulación de CTs se produjo en las especies T. arvense y T. affine, en las que fue detectable a lo largo de 
toda la lámina foliar en la capa epidérmica abaxial y adaxial, y el pecíolo; excepto la región del peciólulo. Los CTs 
son detectables solamente en T. repens y T. occidentale en los tricomas foliares en la superficie epidérmica abaxial. 
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El análisis de transcritos usando cebadores específicos para TaMYB14 reveló que este gen se expresaba solamente 
en tejidos que acumulan de forma activa CTs. TaMYB14 se expresó en tejido de hoja madura e inmadura de T. 
arvense, pero no en el callo (que no sintetiza CTs). Los cebadores diseñados para TaMYB14 también amplificaron 
un MYB14 en T. repens, que se expresó en hoja de meristemo y tricomas meristemáticos tempranos, en los que los 
CTs se acumulan de forma activa, pero no se detectaron en tejido de hoja madura o emergente, estolones, 5
internodos, raíces, y pecíolos. MYB14 tampoco se detectó en tejidos maduros de T. occidentale, en los que los CTs 
solamente están presentes en los tricomas de las hojas. Los resultados del análisis se muestran en la Tabla 3 a 
continuación:

Especie Librería Resultado Esperado Ruta

T. repens Huia hoja madura - - ¿CT?

T. repens Huia hoja joven - -

T. repens Huia hoja de meristemo + +

T. repens Huia tricoma temprano + +

T. repens Huia nodos e internados de estolón - -

T. repens Huia Raíces - -

T. repens Huia floral - + +

T. repens Huia pecíolos - -

T. occidentale planta madura - -

T. repens Isabelle hoja madura - - Antocianina

T. arvense callo - - CT-ve

T. arvense hoja madura + + CT

T. arvense hoja inmadura + +

TABLA 3: La expresión de MYB14 también coincide con la expresión de antocianidina reductasa (ANR; BAN) y LAR, 
dos enzimas clave específicas para la biosíntesis de CTs en legumbres.10

Las Figuras 3 y 4 también mostraron la comparación de niveles de transcrito en diversos tejidos en la especie de 
Trifolium; la Figura 3 muestra niveles de transcrito de TaMYB14 en tejidos variados de la especie de Trifolium y 
variedades de cultivo que se hacen crecer en condiciones idénticas de invernadero; Línea 1, (escalera); Línea 2, 
librería de ADNc de hoja madura de T. repens (variedad de cultivo Huia); Línea 3, librería de ADNc de raíz madura 
de T. repens (variedad de cultivo Huia); Línea 4, librería de ADNc de estolón maduro de T. repens (variedad de 15
cultivo Huia); Línea 5, librería de ADNc floral madura de T. repens (variedad de cultivo DC111); Línea 6, ADNc de 
hoja emergente de T. repens (variedad de cultivo Huia); Línea 7, ADNc de hoja madura de T. repens (variedad de 
cultivo Isabelle rica en antocianinas); Línea 8, ADNc de hoja inmadura de T. arvense (variedad de cultivo AZ2925); 
Línea 9, ADNc de hoja madura de T. arvense (variedad de cultivo AZ2925); Línea 10, ADNc floral de meristemo de 
T. repens (variedad de cultivo Huia); Línea 11, ADNc de hoja de meristemo de T. repens (variedad de cultivo Huia); 20
Línea 12, ADNc solamente de tricoma de meristemo de T. repens (variedad de cultivo Huia); Línea 13, librería de 
ADNc de planta (hoja, raíz y estolón) madura de T. occidentale (variedad de cultivo Huia); Línea 14, librería de ADNc 
de nodo maduro de T. repens (variedad de cultivo Huia); Línea 15, clon de MYB14cDNA de T. arvense clonado en 
TOPO, Línea 16, clon genómico de MYB14 de T. arvense clonado en TOPO, Línea 17, ADN genómico de T. 
occidentale; Línea 17, ADN genómico de T. repens; Línea 17, ADN genómico de T. arvense; Línea 20, (escalera).25

Mientras, la Figura 4 muestra niveles de transcrito de BANYULS(A) y LAR (B) en tejidos variables de la especie de 
Trifolium y variedades de cultivo que se hacen crecer en condiciones de invernadero idénticas. Línea 1, (escalera); 
Línea 2, librería de ADNc de hoja madura de T. repens (variedad de cultivo Huia); Línea 3, librería de ADNc de raíz 
madura de T. repens (variedad de cultivo Huia); Línea 4, librería de ADNc de estolón maduro de T. repens (variedad 
de cultivo Huia); Línea 5, librería de ADNc floral madura de T. repens (variedad de cultivo DC111); Línea 6, ADNc de 30
hoja emergente de T. repens (variedad de cultivo Huia); Línea 7, ADNc de hoja madura de T. repens (variedad de 
cultivo Isabelle rica en antocianinas); Línea 8, ADNc de hoja inmadura de T. arvense (variedad de cultivo AZ2925); 
Línea 9, ADNc de hoja madura de T. arvense (variedad de cultivo AZ2925); Línea 10, ADNc floral de meristemo de 
T. repens (variedad de cultivo Huia); Línea 11, ADNc de hoja de meristemo de T. repens (variedad de cultivo Huia); 
Línea 12, ADNc solamente de tricoma de meristemo de T. repens (variedad de cultivo Huia); Línea 13, librería de 35
ADNc de planta (hoja, raíz y estolón) madura de T. occidentale (variedad de cultivo Huia); Línea 14, librería de ADNc 
de nodo maduro de T. repens (variedad de cultivo Huia); Línea 15, clon de BAN o LAR de ADNc de T. arvense
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clonado en TOPO, Línea 16, clon genómico de BAN o LAR de T. arvense clonado en TOPO, Línea 17, ADN 
genómico de T. occidentale; Línea 17, ADN genómico de T. repens; Línea 17, ADN genómico de T. arvense; Línea 
20, (escalera).

Identificación y secuenciación de MYB14 de ADNg de T. arvense, T. affine, T. occidentale y T. repens

Usando cebadores diseñados para la región de inicio y parada de TaMYB14 (véase la Tabla 4), los inventores 5
amplificaron homólogos de TaMYB14 mediante PCR de ADNc y ADNg aislados de un abanico de varias especies de 
Trifolium, a saber, T. arvense, T. affine, T. repens y T. occidentale. El aislamiento de la secuencia de ADN genómico 
y la secuenciación de longitud completa de los productos de la PCR clonados mostró que T. arvense tiene dos 
isoformas o alelos de este gen, uno de los cuales corresponde a la secuencia de ADNc expresada, correspondiendo 
el otro a una variante alélica/isoforma previamente no identificada de TaMYB14.10

El alineamiento de estas isoformas o variantes alélicas reveló la presencia de varias supresiones e inserciones de 
bases en comparación con la secuencia de ADNc de TaMYB14 (véase la Figura 10). La traducción de la secuencia 
de ADNc putativa reveló que la proteína codificada por esta isoforma o variante alélica también tiene supresiones, 
inserciones e intercambios de aminoácidos (véase la Figura 9). A la variante alélica se le denominó como TaMYB14-
2.15

Las secuencias de ADNg de longitud completa correspondientes para este gen también se aislaron a partir de otras 
tres especies de Trifolium: T. affine, T. repens y T. occidentale. Todos los alelos de MYB14 tuvieron tres exones y 
dos intrones de tamaños variables (véanse las Figuras 10-12). T. affine y T. occidentale tienen ambas un alelo, 
mientras que T. repens tiene dos alelos. Las secuencias traducidas de MYB14 de las diversas especies fueron 95% 
homólogas a TaMYB14, con cambios en la composición de aminoácidos. La mayoría de las diferencias de 20
aminoácidos están situadas en la región única de 3’ en dirección 3’ del dominio de MYB.

Uso de cebadores Código Secuencia del cebador SEC ID NO:

Búsqueda del dominio de MYB MYBFX
18

Búsqueda del dominio de MYB MYBFY
19

Búsqueda del dominio de MYB MYBFZ YTKGGSAACAGGTTGTC 20

Aislamiento de longitud completa M14ATG
21

Aislamiento de longitud completa M14TGA
22

Paseo génico M14TSP1
23

Paseo génico M14TSP2
24

Paseo génico M14TSP3 25

Clonación en el vector M14FATG
26

Lotus corniculatus MYBLF
27

Lotus corniculatus MYBLR
28

Extremo 5’ UTR de MYB14 MYB148N
29

Extremo 3’ UTR de MYB14 MYB14RR
30

Cebador para intrón 1 15
31
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Uso de cebadores Código Secuencia del cebador SEC ID NO:

Cebador para intrón 1 13
32

Paseo génico TSP4
33

Paseo génico TSP5
34

Sitio de partida de 5’ directo MYB148F
35

Sitio de partida de 5’ inverso MYB14RR
36

Análisis de expresión/ vector de 
slienciamiento MYB14F

37

Análisis de expresión/ vector de 
slienciamiento MYB14R

38

Paseo génico MYB14R2
39

Paseo génico MYB14R3
40

Secuenciación M13 Directo 41

M13 Inverso 42

Producción de ADNc
BD SMART II™ A 
Oligonucleotide

43

Producción de ADNc 
3’ BD SMART™ CDS 
Primer II A

44

Amplificación del ARNm 5’ PCR Primer II A
45

TABLA 4: Secuencias de cebadores para PCR, clonación y secuenciación de MYB14 de diversas especies de 
Trifolium (T. arvense; T. repens; T. affine; T. occidentale).

En resumen, se han identificado y aislado diez nuevas proteínas/genes MYB14, como se resume en la Tabla 5 a 
continuación, que también muestra la SEC ID NO: asociada con cada secuencia en el listado de secuencias:

SEC ID NO:

Especie, y referencia de secuencia ADNc de longitud completa ADNg Proteína ORF

Trifolium arvense, TaMYB14-1 1, 13 2 14 55

Trifolium arvense, TaMYB14-2 - 3 46 56

Trifolium affine, TafMYB14-1 5 4 47 57

Trifolium affine, TafMYB14-2 - 6 48 58

Trifolium occidentale, ToMYB14-1 - 7 49 59

Trifolium occidentale, ToMYB14-2 - 8 50 60

Trifolium repens, TrMYB14-1 - 9 51 61

Trifolium repens, TrMYB14-2 - 10 52 62
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SEC ID NO:

Especie, y referencia de secuencia ADNc de longitud completa ADNg Proteína ORF

Trifolium repens, TrMYB14-3 - 11 53 63

Trifolium repens, TrMYB14-4 - 12 54 64

TABLA 5: Resumen de secuencias de MYB14 de la invención

En la Figura 34 se muestra un alineamiento de todas estas secuencias de MYB14. Se identificaron dos motivos de 
secuencia comunes a todas las secuencias proteicas de MYB14.

El primer motivo es DDEILKN (SEC ID NO:15).

El segundo motivo es X1VVRTX2AX3KCSK (SEC ID NO:17), en el que X1 = N, Y o H, X2 = K o R, y X3 = T o I.5

La presencia de cualquiera o de ambos de estos motivos parece que es un diagnóstico para proteínas MYB14, 
particularmente cuando se asocia con una falta de motivo de SEC ID NO:16.

La Figura 35 muestra el porcentaje de identidad entre cada una de las proteínas MYB14 alineadas en la Figura 34.

También se ha mostrado que el patrón de expresión espacial y temporal de TaMYB14 está correlacionado 
consistentemente con la producción de CT en plantas in vivo.10

Ejemplo 2: Uso de la secuencia de ácido nucleico de MYB14 de la invención para producir taninos 
condensados en trébol blanco (Trifolium repens)

Materiales y métodos

Constructos genéticos usados en el protocolo de transformación

El vector de transformación vegetal pHZBar deriva de pART27 (Gleave 1992). El casete de selección pnos-nptII-15
nos3’ se ha sustituido por el casete de selección CaMV35S-BAR-OCS3’ con el gen bar (que confiere resistencia al 
herbicida glufosinato de amonio) expresado a partir del promotor del CaMV 35S. La clonación de los casetes de 
expresión en este vector binario se facilitó mediante un sitio de restricción NotI único y la selección de 
recombinantes por cribado mediante azul/blanco para -galactosidasa. El trébol blanco se transformó usando 
M14ApHZBarP, que contiene el alelo expresado de Trifolium arvense. Los casetes de sobreexpresión para 20
M14ApHZBarP se clonaron en primer lugar en pART7. El constructo se transportó entonces a pHZBar como un 
fragmento NotI. Los ADN-T de los constructos genéticos, que muestran la orientación de genes clonados, se 
representan gráficamente en la Figura 6.

Los constructos genéticos en pHZBar se transfirieron a la cepa GV3101 de Agrobacterium tumefaciens como ADN 
plasmídico usando el método de transformación de congelación-descongelación (Ditta et al 1980). La estructura de 25
los constructos mantenidos en Agrobacterium se confirmó mediante digestión de restricción de los ADN plasmídicos 
preparados a partir de cultivo bacteriano. Los cultivos de Agrobacterium se prepararon en glicerol y se transfirieron 
hasta -80ºC para el almacenamiento a largo plazo. Los constructos genéticos mantenidos en la cepa GV3101 de 
Agrobacterium se inoculan en 25 ml de caldo MGL que contiene espectinomicina a una concentración de 100 mg/l. 
Los cultivos se hacen crecer toda la noche (16 horas) en un agitador giratorio (200 rpm) a 28ºC. Los cultivos 30
bacterianos se cosechan mediante centrifugación (3000 x g, 10 minutos). El sobrenadante se elimina, y las células 
se resuspenden en 5 ml de disolución de MgSO4 10 mM.

Transformación de explantes cotiledonarios

El trébol se transformó usando un método modificado de Voisey et al. (1994). Las semillas se pesaron para 
proporcionar aproximadamente 400-500 cotiledones (es decir, 200-250 semillas) para disección (0,06 g = 100 35
semillas). En un tubo de centrifugadora, las semillas se enjuagaron con etanol al 70% durante 1 minuto. Las semillas 
se esterilizan superficialmente en lejía (5% de cloro disponible) agitando en una mezcladora circular durante 15 
minutos, seguido de cuatro lavados en agua estéril. Las semillas se empapan toda la noche a 4ºC. Los cotiledones 
se disecan de las semillas usando un microscopio de disección. Inicialmente, se eliminan el tegumento y el 
endospermo. Los cotiledones se separan del radical con el escalpelo colocando la cuchilla entre los cotiledones y 40
cortando a lo largo del tallo que queda. Los explantes cotiledonarios se cosechan sobre un disco de filtro estéril en 
medio CR7.

Para la transformación, se dispensa una alícuota de 3 ul de suspensión de Agrobacterium sobre cada cotiledón 
disecado. Las placas se cierran herméticamente y se cultivan a 25ºC en un fotoperíodo de 16 horas. Después de un 
período de 72 horas de cocultivo, los cotiledones transformados se transfieren a placas que contienen medio CR7 45
suplementado con glufosinato de amonio (2,5 mg/l) y timentina (300 mg/l), y se devolvieron a la habitación de cultivo. 
Tras la regeneración de brotes, los explantes se transfirieron a medio CR5 suplementado con glufosinato de amonio 
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(2,5 mg/l) y timentina (300 mg/l). Los brotes que se regeneran se subcultivan tres semanas a medio CR5 reciente 
que contiene selección. A medida que se produce la formación de raíces, las plántulas se transfieren en recipientes 
que contienen medio CR0 que contiene selección mediante glufosinato de amonio. En esta etapa, los grandes 
agrupamientos de regenerantes se dividen en plántulas individuales. Las plantas enraizadas completas que crecen 
bajo selección se plantan entonces en macetas en tapones de turba estéril.5

Metodología LCMSMS para el análisis mediante HPLC

Para extraer flavonoides para el análisis mediante HPLC, se congela tejido de hoja (0,5 g de peso reciente) en N2

líquido, se tritura hasta un polvo fino y se extrae con ácido acético:metanol (80:20 v/v) durante 30 min. a 4ºC. El 
desecho vegetal se peletizó en una microcentrifugadora a 13K rpm durante 10 min. El sobrenadante se eliminó y se 
colocó a -20ºC durante 30 min. Para el análisis mediante HPLC se usó una alícuota. Se analizó una alícuota 10
mediante HPLC usando detección tanto mediante UV-PDA como MS/MS en un sistema de espectrómetro de masas 
con trampa de iones Thermo LTQ. Los extractos se resolvieron en una columna de fase inversa Phenomonex Luna 
C18 mediante elución por gradiente con agua y acetonitrilo con 0,1% de ácido fórmico como el sistema de fase 
móvil. La detección de las antocianinas se realizó mediante absorción de UV a 550 nm, y los otros metabolitos se 
estimaron mediante detección MS1 o MS2 mediante el espectrómetro de masas.15

El instrumento usado fue un espectrómetro de masas con trampa de iones lineal (Thermo LTQ) acoplado a un 
sistema de HPLC Thermo Finnigan Surveyor (ambos de San Jose, CA, USA) equipado con un detector de conjunto 
de fotodiodos (PDA) Thermo. Para la adquisición y procesamiento de datos, se usó el software Thermo Finnigan 
Xcalibur (versión 2.0).

Se inyectó una alícuota de muestra de 5 l en una columna de 150 x 2,1 mm Luna C18(2) (Phenomenex, Torrance, 20
CA) mantenida a 25ºC constantemente. Los disolventes de la HPLC usados fueron: disolvente A = 0,1% de ácido 
fórmico en H2O; disolvente B = 0,1% de ácido fórmico en acetonitrilo. El caudal fue 200 l min-1, y el gradiente de 
disolvente usado se muestra en la Tabla 6 a continuación. Los datos de PDA se recogieron a lo largo del intervalo de 
220 nm-600 nm para todo el cromatograma.

Tiempo (min) Disolvente A% Disolvente B%

0 95 5

6 95 5

11 90 10

26 83 17

31 77 23

41 70 30

45 50 50

52 50 50

52 3 97

59 3 97

62 95 5

70 95 5

TABLA 6: Gradiente de HPLC25

El espectrómetro de masas se ajustó para ionización por electropulverización en modo positivo. El voltaje de 
pulverización fue 4,5 kV y la temperatura del capilar 275ºC, y los caudales de gas de desolvatación, gas auxiliar, y 
gas de barrido se ajustaron (en unidades arbitrarias/min.) a 20, 10 y 5, respectivamente. Los primeros 4 y los últimos 
11 minutos del caudal procedente de la HPLC se desviaron a residuos. El MS se programó para barrer de 150-2000
m/z (barrido MS1), y después se llevó a cabo MS3 dependiente de los datos en el ion de MS1 más intenso. Las 30
ventanas de aislamiento para el método de MS3 dependiente de los datos fue 2 mu (unidades de masa nominales), y 
la fragmentación (35% CE (energía de colisión relativa)) del ion más intenso procedente del espectro MS1 fue 
seguida del aislamiento (2 mu) y fragmentación (35% CE) del ion más intenso procedente del espectro MS2. El 
espectrómetro de masas llevó a cabo entonces secuencialmente la monitorización de la reacción seleccionada 
(SRM) sobre las masas en la Tabla 7 a continuación, con ventanas de aislamiento para cada SRM de 2,5 mu y 35
fragmentación CE de 35%. Estas masas enumeradas cubren las diferentes combinaciones de masas de 
procianidina (catequina y/o epicatequina) y prodelfinidina (galocatequina o epigalocatequina) hasta el trímero.
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masa de SRM (m/z) Intervalo de barrido de MS2 (m/z) Compuesto diana 

291,3 80-700 monómeros de PC

307,3 80-700 monómeros de PD

579,3 155-2000 dímeros de PC:PC

595,3 160-2000 dímeros de PC:PD

611,3 165-2000 dímeros de PD:PD

867,3 235-2000 trímeros de PC:PC:PC

883,3 240-2000 trímeros de PC:PC:PD

899,3 245-2000 trímeros de PC:PD:PD

915,3 250-2000 trímeros de PD:PD:PD

Tabla 7: Masas de SRM para monómeros, dímeros y trímeros.

Resultados

Análisis mediante DMACA de trébol blanco con MYB14 de ADNg de T. arvense

Los cotiledones de trébol blanco se transformaron con el alelo de T. arvense correspondiente a la secuencia de 
ADNc expresada, bajo el control del promotor del CaMV 35S, y se regeneraron como se describe en los métodos. 5
Las hojas procedentes de todas las plántulas regeneradas se cribaron en busca de la producción de CTs con tinción 
mediante DMACA, como se describe en el Ejemplo 1. Un número de estas plantas transformadas fueron positivas 
para la producción de CTs, dando como resultado tinción azul cuando se tiñen con DMACA. Tal tinción se produjo 
en la mayoría de las células epidérmicas de los tejidos de las hojas, incluyendo las seis células centrales de tricomas 
de las hojas. En comparación, las plantas de trébol blanco de tipo salvaje no transformadas fueron negativas para 10
CT, excepto los tricomas en el lado de la hoja abaxial (Figura 5). Los CTs también estuvieron presentes en algunas 
células de la raíz y peciolares de algunas plantas. Esto indica que la expresión constitutiva de TaMYB14 altera el 
patrón temporal y espacial de la acumulación de CTs en plantas de trébol blanco.

Análisis molecular, cribado mediante DMACA, y bioquímica de trébol blanco transgénico

Análisis molecular de trébol blanco15

El ADN extraído de plantas de trébol blanco transgénicas se estudió en busca de la integración del vector 
M14ApHZBAR. Se llevaron a cabo reacciones de PCR usando conjuntos de cebadores diseñados para amplificar un 
producto que incluye una porción del promotor 35S y la mayoría del gen TaMYB14. Los resultados de este análisis 
indicaron la integración del vector binario que contiene el gen TaMyb14A en el genoma del trébol blanco (Figura 14).

Análisis mediante DMACA de trébol blanco20

Se muestran los resultados logrados a partir de la tinción con DMACA de tejidos foliares de trébol blanco (Figura 15). 
El colorante específico de CTs, DMACA, ha teñido fuertemente el limbo y el pecíolo de la hoja de las hojas de trébol 
transgénico (B, C, D, G, H), en comparación con la hoja de trébol blanco de tipo salvaje (A, E, F).

Además (Figura 16), las células de la capa de tricomas y las células apicales se tiñeron mucho más fuertemente (F, 
G) que lo observado normalmente en hojas de tipo salvaje (E). Las células oclusivas de los estomas también se tiñó 25
fuertemente (H). Hubo una tinción evidente en el núcleo de las células epidérmicas de la misma forma que en la 
célula del tricoma del tallo. Las células epidérmicas se tiñeron más uniformemente de lo normal, y las células
basales de la roseta también se tiñeron fuertemente (G). Se llevó a cabo el rasgado de las hojas para ayudar a 
establecer qué células específicas tienen tinción con DMACA (I a K). En esta ocasión, la epidermis inferior (parte 
más alta de la superficie exterior) se separó de la capa mesofílica. Las células epidérmicas (excepto células 30
especializadas tales como estomas y tricomas) tuvieron poca actividad en comparación con la capa celular 
mesofílica. Las células mesofílicas mostraron fuerte tinción definida por toda la célula, con sublocalización definida 
en orgánulos específicos semejantes a vacuolas, que son obviamente múltiples por célula. Por lo tanto, hay una 
compartimentalización de la tinción por DMACA en las células mesofílicas.

Análisis mediante HPLC/LCMS de trébol blanco35

El análisis bioquímico de los solicitantes del tejido transgénico transformado con M14ApHZBAR proporcionó pruebas 
irrefutables de que la sobreexpresión de TaMYB14 conduce a la acumulación de monómeros, dímeros y trímeros de 
taninos condensados en tejido foliar en trébol blanco y tabaco. También es posible que estén presentes taninos de 
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cadenas más largas, pero la resolución de esto está más allá del alcance de nuestro equipo.

Se usó extracto de semilla de uva purificado como el estándar para todas las medidas de LCMSMS HPLC, debido a 
que su perfil de taninos se ha caracterizado muy bien y se muestra en las Figuras 17 y 18. Este extracto permite la 
identificación definida de catequina (C), epicatequina (EC), galocatequina (GC) y epigalocatequina (EGC), así como 
la detección de dímeros PC:PC, un dímero PC:PD y dos trímeros 3PC.5

Los espectros MS2 de los cuatro monómeros se proporcionan como prueba de la identificación de estos metabolitos.

Los flavonoides se extraen de plantas de trébol blanco transgénicas y de control de tipo salvaje, y se procesan vía 
HPLC/LCMS. Los resultados de estos análisis confirmaron la presencia de CT en extractos de hojas procedentes de 
muestras de trébol transgénico. La mayoría de los monómeros detectados fueron epicatequina y epigalocatequina, 
con trazas de galocatequina. Esto es consistente ya que los taninos de trébol derivan de delfinidina. No se 10
detectaron monómeros en tejido de hoja de trébol blanco de tipo salvaje (Figura 19). También se detectaron dímeros 
y trímeros (Figuras 20, 21).

Ejemplo 3: Uso de la secuencia de ácido nucleico de MYB14 de la invención para producir taninos 
condensados en tabaco (Nicotiana tabacum)

Materiales y métodos15

Constructo genético usado en protocolos de transformación

El fragmento NotI procedente del plásmido M14ApHZBAR (Figura 6) se aisló y se clonó en pART27 (Gleave, 1992) 
para la transformación de tabaco. Este vector binario contiene el gen de selección nptII para resistencia a 
kanamicina bajo el control del promotor del CaMV 35S.

Transformación de tabaco20

Se transformó tabaco vía el método de transformación-regeneración de discos de hojas (Horsch et al. 1985). Discos 
de hojas procedentes de plantas de tabaco W38 de tipo salvaje estériles se inocularon con una cepa de 
Agrobacterium tumefaciens que contiene el vector binario, y se cultivaron durante 3 días. Los discos de hojas se 
transfirieron entonces a medio selectivo MS que contiene 100 mg/ml de kanamicina y 300 mg/l de cefotaxima. La 
regeneración de los brotes se produjo a alrededor de un mes, y los explantes foliares se colocaron en medio libre de 25
hormonas que contiene kanamicina, para la formación de raíces.

Resultados

Análisis molecular, cribado mediante DMACA, y bioquímica de tabaco transgénico

Análisis molecular de tabaco

El ADN extraído de plantas de tabaco transgénicas se estudió para determinar la integración del vector binario 30
M14ApHZBAR. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo usando conjuntos de cebadores diseñados para 
amplificar una porción del promotor 35S y la mayoría del gen. Los resultados de este análisis indicaron integración 
del vector binario, que contiene el gen TaMyb14A, en el genoma del trébol blanco (Figura 22).

Análisis mediante DMACA del tabaco

El análisis mediante DMACA se llevó a cabo sobre las plantas de tabaco como se describe para el trébol en el 35
Ejemplo 1. Las plántulas de tabaco transgénicas que expresan TaMYB14A (bajo el control del promotor del virus del 
mosaico de la coliflor 35S) no mostraron diferencias significativas en el crecimiento en comparación con plantas de 
tipo salvaje. Además, se detectó CT en tejido foliar de plántulas de tabaco transgénicas derivadas de células de 
tabaco de tipo salvaje o de tabaco transgénico (que ya acumulan antocianina), en comparación con tabaco sin 
transformar de tipo salvaje que no acumula CT en tejidos vegetativos. Esto indica que el gen de MYB14 de T. 40
arvense es capaz de activar todos los genes de la ruta de CT en tabaco, por sí mismo. Se muestran ejemplos de la 
tinción mediante DMACA de hojas de tabaco transgénicas (Figura 23). El colorante específico de CT, DMACA, tiñó 
fuertemente el limbo de la hoja de las hojas de tabaco transgénicas (A a G) en comparación con las hojas de tipo 
salvaje, que están siempre desprovistas de CT.

Análisis mediante HPLC/LCMS de tabaco45

El análisis mediante HPLC/LCMS se llevó a cabo para tabaco como se describe para el trébol en el Ejemplo 2. Se 
extrajeron flavonoides de plantas de tabaco transgénicas y de control de tipo salvaje, y se procesaron vía HPLC. Los 
resultados de estos análisis confirmaron la presencia de CT en extractos foliares procedentes de las muestras de 
tabaco transgénico. Las muestras de control de tabaco estaban desprovistas de unidades de CT. La mayoría de 
monómeros detectados fueron epicatequina, con pequeñas cantidades de monómeros epigalocatequina y 50
galocatequina (Figura 24). También se detectaron dímeros y trímeros (Figura 25).
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Ejemplo 4: Uso de la secuencia de ácido nucleico de MYB14 de la invención para reducir la producción de
taninos condensados en Trifolium arvense

Materiales y métodos

Constructo genético usado en el protocolo de silenciamiento

Se usó pHANNIBAL (Helliwell y Waterhouse, 2003), un vector vegetal de ARNi de horquilla de pelo, para transformar 5
cotiledones de T. arvense con un constructo que expresa porciones autocomplementarias de una secuencia 
homóloga a una porción del ADNc de TaMYB14. Todo el ADNc para el MYB14 (previamente aislado de una librería 
de hojas) se usó para amplificar un fragmento de 299 pb de longitud del ADNc procedente del extremo 3’ del gen 
(caatgctggttgatggtgtggctagtgattcaatgagtaacaacgaaatggaacacggttatggatttttgtcattttgcgatgaagaga 
aagaactatccgcagatttgctagaagattttaacatcgcggatgatatttgcttatctgaacttttgaactctgatttctcaaatgcgtgca 10
atttcgattacaatgatctattgtcaccttgttcggaccaaactcaaatgttctctgatgatgagattctcaagaattggacacaatgtaact 
ttgctgatgagacaaatgtgtcc - SEC ID NO:65). Los cebadores se diseñaron para permitir la clonación de los fragmentos 
en el vector de silenciamiento pHANNIBAL (Tabla 5). El fragmento se clonó en el sitio XhoI en la dirección sentido 
delante del intrón pdk, o en los sitios XbaI, después del intrón pdk, en la dirección antisentido. La dirección de la 
clonación se determinó mediante PCR para asegurarse de que el fragmento estaba en la orientación correcta. El 15
fragmento NotI procedente de MYB14pHANNIBAL que contiene el casete de ARNhp se subclonó en pHZBar 
(denominado pHZBARSMYB (Figura 13) y se usó en experimentos de transformación.

Cebador Secuencia

MYB14F1 TCTAGACAATGCTGGTTGATGGTGTGGC (SEQ ID NO:66)

MYB14R TCTAGAGGACACATTTGTCTCATCAGC(SEQ ID NO:67)

MYB14F CTCGAGCAATGCTGGTTGATGGTGTGGC(SEQ ID NO:68)

MYB14R1 CTCGAGGGACACATTTGTCTCATCAGC(SEQ ID NO:69)

Tabla 8: Cebadores modificados para incluir un sitio de enzima de restricción XbaI (resaltado en cursiva) o un sitio 
de enzima de restricción XhoI (resaltado en negrita) en el extremo 5’ de los cebadores, para permitir la clonación.

Transformación de T. arvense:20

Se transformaron variedades de cultivo de T. arvense con el vector binario de silenciamiento pHZbarSMYB, 
esencialmente como se describe para T. repens, con algunas modificaciones pequeñas (Voisey et al., 1994). El nivel 
de glufosinato de amonio se disminuyó hasta 1,25 mg/l, y las plantas se colocaron en medio CR5 durante solamente 
una quincena antes de la colocación sobre medio CR0 para la regeneración de raíces.

Resultados25

Análisis molecular, cribado mediante DMACA, y bioquímica de Trifolium arvense transgénico

Análisis molecular de T. arvense

El ADN extraído de plantas transgénicas de T. arvense se estudió para determinar la integración del vector binario 
M14pHANNIBAL. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo usando conjuntos de cebadores diseñados para 
amplificar una porción del promotor 35S y el extremo 3’ del fragmento génico de ADNc. Los resultados de este 30
análisis indicaron integración del vector binario, que contiene el constructo génico de ARNhp, en el genoma (Figura 
26).

Análisis mediante DMACA de T. arvense

El material vegetal procedente de T. arvense de control y algunas de las plántulas transformadas se ha teñido 
usando DMACA (Figura 27) como se describe en el Ejemplo 1. Las plantas transformadas se compararon con las 35
hojas maduras de tipo salvaje también regeneradas a través de cultivo tisular, ya que el cultivo tisular afecta a la 
regeneración de las hojas, y el comienzo de la producción de tanino se comparó con plantas que se hicieron crecer 
de forma natural en el suelo derivadas de semillas. El callo de T. arvense de tipo salvaje no produce tanino (A), pero 
las células comienzan a acumular tanino en hojas que se asemejan a tejidos (B a D – color púrpura). Las plantas 
transgénicas tampoco producen tanino en el callo, pero el tejido foliar teñido de forma similar con DMACA mostró 40
solamente una tinción azul de color claro (E-L), indicando que los niveles de CT se redujeron drásticamente en 
plantas que expresan el constructo de silenciamiento.

Análisis mediante HPLC/LCMS de T. arvense

Se extrajeron flavonoides de plantas de T. arvense transgénicas y de control de tipo salvaje, y se procesaron vía 
HPLC/LCMS, como se describe en el Ejemplo 2. Las plántulas de T. arvense de tipo salvaje (no transformadas) 45
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tuvieron niveles detectables elevados de monómeros de CT. La mayoría de estos monómeros fueron catequina, con 
pequeñas cantidades de monómeros de galocatequina (Figura 28). También se detectaron dímeros (Figura 29). Por 
el contrario, solamente se detectaron trazas de estos compuestos en las plántulas transformadas, si es que se 
detectaron. Por lo tanto, el análisis mediante HPLC de plántulas de T. arvense silenciadas confirmó que la 
acumulación de CT se había reducido significativamente. Estos resultados confirman que la ausencia de CT en 5
extractos foliares procedentes de las plantas transgénicas de T. arvense está asociada con la presencia del vector 
diseñado para silenciar la expresión de TaMYB14.

Ejemplo 5: Uso de la secuencia de ácido nucleico de MYB14 de la invención para producir taninos 
condensados en alfalfa (Medicago sativa)

Materiales y métodos10

Transformación de alfalfa mediante bombardeo con microproyectiles

Para todos los experimentos de transformación se usó la variedad de cultivo Regen-SY (Bingham 1991). El 
protocolo de transformación se adaptó de Samac et al (1995). Se iniciaron cultivos de callo a partir de explantes de 
pecíolos, y se hicieron crecer en la oscuridad en medio Schenk y Hildebrandt media (Schenk y Hildebrandt, 1972) 
suplementado con ácido 2,4-diclorofenoxiacético y quinetina (SHDK). Los cultivos en desarrollo se hicieron pasar por 15
subcultivo normal sobre medio reciente a intervalos de cuatro semanas. El callo de Regen Sy de ocho a doce 
semanas se transformó mediante bombardeo con microproyectiles en un aparato de sistema de suministro de 
partículas Bio-Rad PDS1000/He Biolistic®. Los cultivos de callo se incubaron durante un mínimo de cuatro horas en 
medio SHDK suplementado con una concentración 0,7 M de sorbitol y manitol para inducir la plasmólisis celular. 
ADN plasmídico (1 g/l) de p35STaMyb14A (que contiene el fragmento NotI procedente de M14ApHZBAR) y 20
pCW122 (que contiene un gen nptII para conferir resistencia al antibiótico kanamicina; Walter et al, 1998) se 
precipitaron sobre partículas de tungsteno (M17, Bio-Rad) como se describe por el fabricante. Se usaron parámetros 
estándar (vacío de 27” de Hg, ruptura de 1100 psi, y distancia a la diana de 100 mm) para la transformación según el 
manual de instrucciones.

Los tejidos transformados se hicieron descansar toda la noche antes de transferirlos a medio SHDK. Después de 25
dos días, los cultivos se transfirieron a medio SHDK que contiene selección de antibióticos (kanamicina 50 mg/l), 
para la selección de células transformadas. Este material se subcultivó hasta tres veces a intervalos de tres 
semanas antes de transferirlo a medio SH libre de hormonas o medio de Blaydes (Blaydes, 1966), y se colocó en la 
luz para la regeneración. Los embriones somáticos que germinan se disecaron a partir de la masa de callo y se 
transfirieron a un medio de Murashige y Skoog de fuerza media (Murashige y Skoog, 1962) para el desarrollo de 30
raíces y brotes.

Objetivo

Se llevaron a cabo experimentos de transformación para introducir un plásmido que contiene el gen TaMyb14 bajo el 
control del promotor CaMV35S en alfalfa. El objetivo fue generar plantas que expresan TaMyb14 y cribar en busca 
de la acumulación de taninos condensados en tejidos foliares.35

Resultados

Análisis molecular, cribado mediante DMACA, y bioquímica de alfalfa transgénica

Análisis molecular de alfalfa

El ADN extraído de la alfalfa transgénica se evaluó para determinar la integración del vector p35STaMyb14A. Se 
usaron conjuntos de cebadores diseñados para amplificar el producto a partir del gen nptII o del gen TaMyb14. Los 40
resultados de este análisis indicaron integración de ambos constructos plasmídicos en el genoma de la alfalfa 
(Figura 30).

Análisis mediante DMACA de la alfalfa

Para evaluar la acumulación de taninos condensados, se puede llevar a cabo el análisis mediante DMACA para las 
plantas de alfalfa como se describe para el trébol en el Ejemplo 1.45

Análisis mediante HPLC/LCMS de alfalfa

El análisis mediante HPLC/LCMS como se describe para trébol en el Ejemplo 2 anterior se puede usar para detectar 
de forma exacta la presencia de monómeros, dímeros y trímeros de taninos en alfalfa transgénica. Para llevar a 
cabo el análisis, se extraen flavonoides de plantas de alfalfa transgénicas y de control de tipo salvaje, como se 
describe para trébol. La alfalfa de tipo salvaje acumula (en el tegumento) principalmente taninos derivados de 50
cianidina y pequeñas cantidades de taninos derivados de delfinidina (Pang et al., 2007). Las hojas de las estirpes de 
alfalfa transgénicas que expresan TaMYB14 se pueden evaluar para determinar la producción de monómeros de
epicatequina, catequina y epigalocatequina, y galocatequina, así como combinaciones de dímeros y trímeros de 
estas unidades de base.
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Ejemplo 6: Uso de la secuencia de ácido nucleico de MYB14 de la invención para producir taninos 
condensados en col silvestre (Brassica oleracea)

Materiales y métodos

Transformación de estirpes de Brassica

Semillas de Brassica oleracea var. acephala cv. Coleor (berza forrajera roja) y Gruner (berza forrajera verde) se 5
hicieron germinar in vitro como se describe en Christey et al. (1997, 2006). Explantes de hipocotilo y pecíolos 
cotiledonarios procedentes de plantones de 4-5 días se cocultivaron brevemente con un cultivo de Agrobacterium 
tumefaciens que se hizo crecer toda la noche en medio LB que contiene antibióticos antes de la dilución 1:10 en 
medio mínimo libre de antibióticos (7,6 mM de (NH4)2SO4, 1,7 mM de citrato de sodio, 78,7 mM de K2HPO4, 0,33 M 
de KH2PO4, 1 mM de MgSO4, 0,2% de sacarosa) con crecimiento mínimo durante otras 4 h. Los explantes se 10
cultivaron en medio a base de Murashige-Skoog (MS, Murashige y Skoog, 1962) con vitaminas B5 y 2,5 mg/l de BA, 
y se solidificaron con agar estándar Danisco 10 gm/L. Después de 3 días de cocultivo, los explantes se transfirieron 
al mismo medio con la adición de 300 mg/l de Timentina (SmithKline Beecham) y 15/l de kanamicina. Los explantes 
se transfirieron cada 3-4 semanas a medio de selección reciente. Los brotes verdes se transfirieron a medida que 
aparecieron a medio a base de Linsmaier-Skoog libre de hormonas (LS, Linsmaier y Skoog, 1965) que contiene 50 15
mg/l de kanamicina, y se solidificaron con agar estándar Danisco 10 gm/L. Los explantes se cultivaron en cápsulas 
de Petri altas (9 cm de diámetro, 2 cm de altura) cerradas herméticamente con cinta quirúrgica Micropore (3M). Los 
brotes se cultivaron en recipientes de plástico transparentes (98 mm, 250 ml, Vertex). Todas las manipulaciones de 
los cultivos vegetales se realizaron a 25ºC con un fotoperíodo de 16 h/día, proporcionado por luces fluorescentes 
blancas frías, 20 uE/m2/s.20

RESULTADOS

Análisis molecular, cribado mediante DMACA, y bioquímica de Brassica transgénica

Análisis molecular de Brassica

El ADN extraído de plantas de brassica transgénicas se evaluaron para determinar la integración del vector binario 
M14ApHZBAR. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo usando conjuntos de cebadores diseñados para25
amplificar una porción del promotor 35S y la mayoría del gen. Los resultados de este análisis indicaron la integración 
del vector binario, que contiene el gen TaMyb14A, en el genoma de brassica (mostrado en la Figura 31).

Análisis mediante DMACA de Brassica

El análisis mediante DMACA se llevó a cabo en las plantas de Brassica como se describe para trébol en el Ejemplo 
1. Las plántulas de brassica transgénicas que expresan TaMYB14A (bajo el control del promotor del virus del 30
mosaico de la coliflor 35S) fueron indistinguibles de las plantas de tipo salvaje. La col no transformada de tipo 
salvaje de cualquier variedad de cultivo que no acumule de forma natural CT en tejidos vegetativos permaneció sin 
teñir. Sin embargo, se detectó CT en tejido foliar de plántulas de brassica transgénicas derivadas de las variedades 
de cultivo que acumulan antocianinas, como se evidencia mediante la tinción positiva por DMACA. La tinción no fue 
tan intensa como la observada para tabaco y tréboles. Por el contrario, las plántulas transgénicas derivadas de la 35
variedad de cultivo verde de tipo salvaje nunca se tiñeron con DMACA.

Esto indica que el gen de MYB14 de T. arvense es capaz de activar una porción de los genes de la ruta de CT en 
brassica, pero puede requerir una ruta de antocianinas activa para la producción de CTs. Los ejemplos de la tinción 
mediante DMACA de hojas de brassica transgénicas se muestran en los dibujos más abajo (Figura 32). El colorante 
específico de CT, DMACA, tiñó el limbo de la hoja de la brassica transgénica (B a D) en comparación con hojas de 40
tipo salvaje (A), que siempre están desprovistas de CT.

Análisis mediante HPLC/LCMS de Brassica

Se extrajeron flavonoides de plantas de Brassica transgénicas y de control de tipo salvaje, y se procesaron vía 
HPLC como se describe para trébol en el Ejemplo 2. Los resultados de esos análisis confirmaron la presencia de CT 
en extractos de hojas procedentes de una muestra de brassica transgénica. La transformación de brassica se realizó 45
tanto con brassica de color verde normal así como con una estirpe de brassica que acumula antocianina. El análisis 
mediante HPLC detectó epicatequina en brassica de color verde pero no monómeros de tanino en las estirpes que 
acumulan antocianina. La brassica transgénica que sobreexpresa TaMYB14 que acumuló CTs en la hoja derivó de 
una estirpe que acumula antocianina. Solamente se detectaron monómeros de epicatequina en la estirpe 
transgénica, como se muestra en la Figura 33.50

Ejemplo 6: Para demostrar la modificación de la población de taninos condensados por la variante de MYB14

Cualesquiera secuencias de MYB variantes, que se pueden identificar mediante métodos descritos aquí, se pueden 
evaluar para determinar su capacidad para alterar taninos condensados en plantas usando los métodos descritos en 
los Ejemplos 2 a 5.
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De forma breve, las secuencias codificantes (tales como, pero sin limitarse a, aquellas de SEC ID NO: 56-64) de las 
secuencias variantes se pueden clonar en una expresión adecuada consistente (por ejemplo pHZBar, como se 
describe en el Ejemplo 2) y se puede transformar en una célula vegetal o planta. Un enfoque particularmente 
conveniente y relativamente simple es usar tabaco como planta de ensayo como se describe en el Ejemplo 3. El 
análisis mediante DMACA se puede usar como un ensayo rápido y conveniente para alteraciones en la producción 5
de taninos condensados como se describe en el Ejemplo 1. 

De esta manera, se puede confirmar rápidamente la función de variantes de MYB14 a la hora de regular la 
producción de taninos condensados.

También se pueden llevar a cabo análisis más detallados de los taninos condensados usando análisis mediante 
HPLC/LCMS como se describe en el Ejemplo 2.10

Sumario de ejemplos

Los ejemplos demuestran claramente que el gen de MYB14 de la invención es útil para manipular la producción de 
flavonoides, específicamente taninos condensados, en un abanico de géneros de plantas, incluyendo tabaco 
(Nicotiana tabacum; familia Solanaceae), y en las legumbres trébol blanco (Trifolium repens; familia Fabaceae) y 
brassica (Brassica oferacea, familia Brassicaceae).15

Se ha demostrado tanto el incremento como la disminución en la producción de taninos condensados usando los 
métodos y polinucleótidos de la invención.
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<220>

<223> Secuencia de cebador

<400> 38

tctagaggac acatttgtct catcagc 275

<210> 39

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>10

<223> Secuencia de cebador

<400> 39

tctagattga gtttggtccg aacaagg 27

<210> 40

<211> 2715

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador

<400> 4020

tctagaaatc ttctagcaaa tctgcgg 27

<210> 41

<211> 16

<212> ADN

<213> Artificial25

<220>

<223> Secuencia de cebador

<400> 41

gtaaaacgac ggccag 16

<210> 4230

<211> 17

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador35

<400> 42

caggaaacag ctatgac 17

ES 2 537 342 T3

 



64

<210> 43

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>5

<223> Secuencia de cebador

<400> 43

aagcagtggt atcaacgcag agtacgcggg 30

<210> 44

<211> 2810

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador

<220>15

<221> CARACTERÍSTICA DIVERSA

<222> (28)..(28)

<223> n es a, c, g, o t

<400> 44

aagcagtggt atcaacgcag agtactvn 2820

<210> 45

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>25

<223> Secuencia de cebador

<400> 45

aagcagtggt atcaacgcag agt 23

<210> 46

<211> 31630

<212> PRT

<213> Trifolium arvense

<400> 46
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<210> 47

<211> 310

<212> PRT

<213> Trifolium affine

<400> 475
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<210> 48

<211> 296

<212> PRT5
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<213> Trifolium affine

<400> 48

<210> 495
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<211> 313

<212> PRT

<213> Trifolium occidentale

<400> 49

5
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<210> 50

<211> 312

<212> PRT

<213> Trifolium occidentale5

<400> 50
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<210> 51

<211> 311

<212> PRT

<213> Trifolium repens5

<400> 51
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<210> 52
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<211> 311

<212> PRT

<213> Trifolium repens

<400> 52

5
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<210> 53

<211> 311

<212> PRT

<213> Trifolium repens5

<400> 53
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<210> 54

<211> 311

<212> PRT

<213> Trifolium repens5

<400> 54
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<210> 55

<211> 942

<212> ADN5

<213> Trifolium arvense

<400> 55
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<210> 56

<211> 933

<212> ADN

<213> Trifolium arvense5

<400> 56

<210> 57

<211> 93310
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<212> ADN

<213> Trifolium affine

<400> 57

<210> 585

<211> 891

<212> ADN

<213> Trifolium affine

<400> 58

10
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<210> 59

<211> 942

<212> ADN

<213> Trifolium occidentale

<400> 595

<210> 60

<211> 939

<212> ADN

<213> Trifolium occidentale10

<400> 60
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<210> 61

<211> 936

<212> ADN

<213> Trifolium repens5

<400> 61

<210> 62

<211> 936

<212> ADN10
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<213> Trifolium repens

<400> 62

<210> 63

<211> 9365

<212> ADN

<213> Trifolium repens

<400> 63

10
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<210> 64

<211> 936

<212> ADN

<213> Trifolium repens

<400> 645

<210> 65

<211> 299

<212> ADN

<213> Trifolium arvense10

<400> 65

<210> 66

<211> 28

<212> ADN15

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador

<400> 66
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tctagacaat gctggttgat ggtgtggc 28

<210> 67

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial5

<220>

<223> Secuencia de cebador

<400> 67

tctagaggac acatttgtct catcagc 27

<210> 6810

<211> 28

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador15

<400> 68

ctcgagcaat gctggttgat ggtgtggc 28

<210> 69

<211> 27

<212> ADN20

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador

<400> 69

ctcgagggac acatttgtct catcagc 2725
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de ácido nucleico aislada que codifica al menos uno de:

a) un polipéptido MYB14 que comprende una secuencia con al menos 70% de identidad con SEC ID NO: 14, 
en el que el % de identidad se calcula a lo largo de toda la longitud de SEC ID NO: 14; y

b) un fragmento funcional de SEC ID NO: 14;5

en la que el polipéptido MYB14 en a) y el fragmento funcional en b) son capaces de incrementar la producción de 
taninos condensados en plantas.

2. La molécula de ácido nucleico aislada de la reivindicación 1, en la que el polipéptido MYB14 comprende la 
secuencia de SEC ID NO: 14.

3. La molécula de ácido nucleico aislada de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en la que el polipéptido 10
MYB14, o fragmento funcional, comprende una secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 17.

4. La molécula de ácido nucleico aislada de la reivindicación 1, en la que el ácido nucleico tiene una secuencia 
seleccionada del grupo que consiste en:

a) SEC ID NO: 1, 2 ó 55;

b) un complemento de la secuencia (o secuencias) en a);15

c) una secuencia con al menos 70% de identidad con una secuencia en a) o b) a lo largo de toda la longitud 
de la secuencia; 

d) un fragmento funcional de una secuencia en a) o b);

en la que la secuencia de c) y el fragmento funcional de d) codifican un polipéptido que es capaz de incrementar la 
producción de taninos condensados en plantas.20

5. Un polipéptido MYB14 aislado, que comprende al menos uno de:

a) una secuencia con al menos 70% de identidad con SEC ID NO: 14, en el que el % de identidad se calcula 
a lo largo de toda la longitud de SEC ID NO: 14; y

b) un fragmento funcional de SEC ID NO: 14;

en el que la secuencia en a) y el fragmento funcional en b) son capaces de incrementar la producción de taninos 25
condensados en plantas.

6. Un constructo que incluye una secuencia nucleotídica como se describe en una cualquiera de las reivindicaciones 
1 a 5.

7. El constructo de la reivindicación 6, que incluye:

- al menos un promotor; y30

- la molécula de ácido nucleico;

en el que el promotor está enlazado operativamente a la molécula de ácido nucleico para controlar la expresión de la 
molécula de ácido nucleico.

8. Una célula hospedante, célula vegetal o planta, que se ha alterado a partir del tipo salvaje al transformarla para 
incluir una molécula de ácido nucleico como se describe en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o un 35
constructo de la reivindicación 6 ó 7.

9. La semilla de una planta de la reivindicación 8, que se altera a partir de una semilla de tipo salvaje, 
transformándola para incluir una molécula de ácido nucleico como se describe en una cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 4, o un constructo de la reivindicación 6 ó 7.

10. Un método para producir una composición que incluye un tanino condensado, en el que el método incluye la 40
etapa de obtener el tanino condensado a partir de una planta de la reivindicación 9, o una parte de la misma.

11. Un método para producir una planta alterada o célula vegetal usando una molécula de ácido nucleico como se 
describe en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para alterar la planta o célula vegetal, en el que la célula 
vegetal o planta se altera en al menos una de:

(a) producción incrementada de al menos un tanino condensado, o monómero del mismo, y45
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(b) la producción incrementada de tanino condensado se selecciona de catequina, epicatequina, 
epigalocatequina y galocatequina.

12. Una parte, semilla, fruto, material cosechado, propágulo o progenie de una planta de la reivindicación 9, que se 
modifica genéticamente para comprender al menos una molécula de ácido nucleico de una cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 5, o un constructo de la reivindicación 7 u 8.5
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