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ES 2543 130T3

DESCRIPCION
Transferasas, epimerasas, polinucleétidos que las codifican y usos de los mismos.
Campo técnico

La presente invencion se refiere a métodos para producir plantas con actividad de la GDP-L-Galactosa
Guaniltransferasa modificada y/o actividad de la GDP-D-Manosa epimerasa modificada y/o contenido en acido
ascorbico modificado.

Antecedentes

El ascorbato es el antioxidante soluble mas abundante en las plantas y es también un nutriente esencial para los
seres humanos y algunos otros animales. El ascorbato contribuye de manera significativa al aporte total de
“eliminadores de radicales libres” o “metabolitos antioxidantes” en la dieta humana. Ahora muestras convincentes
demuestran que tales metabolitos bien por separado o en asociacién, benefician a la salud y al bienestar, actuando
como agentes anticancerigenos y protegiendo contra cardiopatia coronaria.

Casi todo el aporte dietético de ascorbato en los seres humanos procede de productos vegetales. El contenido en
ascorbato de los tejidos vegetales, sin embargo, es notablemente variable. Aunque el contenido en ascorbato de la
hoja es generalmente alto y relativamente uniforme en plantas herbaceas y lefiosas, se encuentra una variabilidad
enorme e inexplicable en el contenido en ascorbato en tejidos de plantas comestibles no verdes. Por ejemplo, en
frutas, los niveles varian desde hasta 30 mg gFW-1 (gramos de Peso Fresco, por sus siglas en inglés) AsA en el
camu camu de Mirciaria dubia, a menos de 3 ug gFW-1 AsA en el nispero de Mespilus germanica (Rodriguez et al.
1.992, J Chromatogr Sci, 30: 433-437). Se ha indicado un intervalo de valores para ascorbato en kiwis (Ferguson, A.
R., Nomenclatura botanica: Actinidia chinensis, Actinidia deliciosa y Actinidia setosa. Kiwifruit: science and
management, ed. |. J. Warrington y G. C. Weston. 1.990, Palmerston North; Nueva Zelanda: Sociedad de Nueva
Zelanda para las Ciencias Horticolas. 576. Beever, D. J. y G. Hopkirk, Fruit development and fruit physiology.
Kiwifruit: science and management, ed. I. J. Warrington y G. C. Weston. 1.990, Palmerston North; Nueva Zelanda:
Sociedad de Nueva Zelanda para las Ciencias Horticolas. 576.) Contenido en ascorbato de frutas de diferente
variedad de vid para A. deliciosa, 30- 400 mg/100 g (Ferguson, A. R., 1.991 Acta Hort. 290: pag. 603-656, Spano, D.,
et al.,, 1.997 Acta Hort., 444: pag. 501-506.) mientras que para cultivar 'Hayward' el intervalo indicado es 80-120
mg/100 g (Beever, D. J. y G. Hopkirk, Fruit development and fruit physiology. Kiwifruit: science and management, ed.
I. J. Warrington y G. C. Weston. 1.990, Palmerston North; Nueva Zelanda: Sociedad de Nueva Zelanda para las
Ciencias Horticolas. 576.). Se indican mayores concentraciones de ascorbato en fruta de, A. arguta, A. chinensis
(Muggleston, S., et al., Orchardist, 1.998. 71 (8): pag. 38-40, Chen, Q. y Q. Chen, Crop Genetic Resources, 1.998
(2): pag. 3, Coggiatti, S., 1.971 Ital Agr, Oct,. 108 (10): pag. 935-941) A. chrysantha y A. polygama con niveles muy
altos en A. eriantha y A. latifolia (>1% de peso fresco) (Ferguson 1.991 Acta Hort. 290: pag. 603-656 y A. kolomikta
(Kola, J. y J. Pavelka, 1.988 Nahrung,. 32 (5): pag. 513-515).

Se han propuesto tres rutas de biosintesis de acido ascorbico en plantas, una por L-Gal (Wheeler et al., 1.998,
Nature 393, 365-369), otra de mioinositol (Loewus & Kelly, 1.961, Arch. Biochem. Biophys. 95, 483-493; Lorence et
al., (2.004) Plant Physiol. 134, 1.200-1.205) y una tercera por acido Galacturénico (Agius et al., 2.003, Nat Biotechnol
21, 177-81). La ruta L-Gal transcurre por L-Gal a galactono-1,4-lactona y por lo tanto a ascorbato (Wheeler et al.,
1.998, Nature 393, 365-369).

Hasta la fecha, se han identificado todos los genes que codifican enzimas, y sus actividades enzimaticas asociadas,
para la ruta L-Galactosa y se ha caracterizado al menos parcialmente, excepto para uno, una supuesta enzima que
convierte GDP-L-Galactosa en L-Galactosa-1-Fosfato.

Los genes y actividades enzimaticas caracterizados incluyen la GDP-D-Manosa Pirofosforilasa (Conklin, 1.998;
Conklin et al., 1.999; Keller et al., 1.999), la GDP-D-Manosa 3',5'-Epimerasa (Wolucka et al., 2.001; Wolucka y Van
Montagu, 2.003; Watanabe et al., 2.006), la L-Galactosa- 1-P Fosfatasa (Laing et al., 2.004; Conklin et al., 2.006), L-
Galactosa Deshidrogenasa (Wheeler et al., 1.998; Gatzek et al., 2.002; Laing et al., 2.004) y L-Galactono-1,4-lactona
Deshidrogenasa (Imai et al., 1.998; Bartoli. et al., 2.005).

La enzima faltante, que (para el mayor conocimiento del solicitante) no se ha indicado que se haya ensayado como
una actividad de enzima extraida o purificada o como un gen expresado, cataliza la segunda etapa comprometida
para la biosintesis de acido ascérbico.

Se identificé el mutante VTC2 de Arabidopsis thaliana en una investigacion de resistencia al ozono y también se
caracterizd que mostraba niveles de acido ascoérbico especialmente bajos (Conklin et al., 2.000). Se cloné el gen
mutado usando una propuesta basada en mapas (Jander et al., 2.002) y se identific6 como un gen (At4g26850) que
codifica una nueva proteina. Sin embargo, se indicd que este gen no mostraba homologia con otros genes en
Arabidopsis excepto para el At5g55120 no caracterizado de manera similar y otros genes no caracterizados de otras
especies. Se indicé que la proteina codificada era lo mas similar a la proteina MC015.7 de Arabidopsis, la proteina
C10F3.4 de Caenorhabitis elegans y la proteina CG3552 de la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster), ninguna
de las cuales ha demostrado funcion.
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Aunque se indicé que el gen de Arabidopsis (At Ag26850) complementaba cuatro alelos del mutante VTC2, no se
proporcionaron detalles (Jander et al., 2.002). Ademas los autores comentaron que “aunque tenemos un fenotipo
asociado a mutaciones en VTC2, la rutas reguladoras o biosintéticas que conducen a los niveles reducidos de
vitamina C en estos mutantes permanecen sin descubrir”.

La identificacion de genes que codifican enzimas en la ruta biosintética para la produccion de ascorbato proporciona
la oportunidad de propuestas basadas en genes para la manipulacion del contenido en ascorbato de las plantas.

Sin embargo, aunque se han generado plantas transgénicas, o mutantes, con expresion cambiada de diferentes
genes en la ruta de la L-Galactosa para muchas de las etapas de la ruta de la L-galactosa de la biosintesis de
ascorbato y la expresion disminuida de los genes (y niveles enzimaticos) puede dar como resultado ascorbato
reducido, la sobreexpresion no ha dado como resultado ascorbato aumentado en las hojas (Ishikawa et al., 2.006 y
Conklin et al., 2.006).

Es un objeto de la invencion proporcionar composiciones y métodos mejorados para modular la actividad de la GDP-
L-Galactosa Guaniltransferasa (también conocida como GDP-L-Galactosa fosforilasa) y/o la actividad de la GDP-D-
Manosa Epimerasa y/o contenido en ascorbato o en las plantas o al menos proporcionar a la sociedad una eleccion
util.

Sumario de la invencion.

En la presente memoria se describe un método para producir una célula vegetal o planta con actividad de la GDP-L-
Galactosa Guaniltransferasa aumentada (también conocida como GDP-L-Galactosa fosforilasa), comprendiendo el
método la transformacion de una célula vegetal o planta con un polinucleétido que codifica un polipéptido con la
secuencia de aminoacidos de una cualquiera de la SEC ID N° 1 a 11 o una variante del polipéptido, en el que la
variante presenta la actividad de una GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa.

En un caso la variante comprende la secuencia de aminoacidos: AINVSPIEYGHVLLIP (SEC ID N° 12).
En un caso mas la variante comprende la secuencia de aminoacidos: GYNSLGAFATINHLHFQAY (SEC ID N° 13).
En un caso mas la variante comprende las secuencias de las dos: SEC ID N° 12 y SEC ID N° 13.

En un caso mas la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la secuencia
de aminoacidos segun una de la SEC ID N° 1 a 11.

En un caso mas el polinucleétido codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos segun una cualquiera de
laSECIDN°1a11.

En un caso mas la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la secuencia
de aminoacidos de la SEC ID N° 1.

En un caso mas el polinucledtido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 1.

En un caso mas la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la secuencia
de aminoacidos de la SEC ID N° 6.

En un caso mas el polinucledtido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 6.

En un caso mas la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la secuencia
de aminoacidos de la SEC ID N° 7.

En un caso mas el polinucledtido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 7.

En un caso mas la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la secuencia
de aminoacidos de la SEC ID N° 8.

En un caso mas el polinucledtido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 8.

En un caso mas la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la secuencia
de aminoacidos de la SEC ID N° 9.

En un caso mas el polinucledtido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 9.

En un caso mas la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la secuencia
de aminoacidos de la SEC ID N° 10.

En un caso mas el polinucledtido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 10.

Se describe también un método para producir una célula vegetal o planta con actividad de la GDP-L-Galactosa
3
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Guaniltransferasa aumentada, comprendiendo el método la transformacion de una célula vegetal o planta con un
polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada de una cualquiera de las secuencias de la
SEC ID N° 14 a 24 o una variante de las mismas, en el que la variante codifica un polipéptido que presenta la
actividad de una GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa.

En un caso la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para una cualquiera
de las secuencias de la SEC ID N° 14 a 24.

En un caso mas el polinucledtido de a) comprende una cualquiera de las secuencias de la SEC ID N° 14 a 24.

En un caso mas la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
secuencia de la SEC ID N° 14.

En un caso mas el polinucleétido de a) comprende la secuencia de la SEC ID N° 14.

En un caso mas la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N° 14.

En un caso mas el polinucledtido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N°
14.

En un caso mas la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
secuencia de la SEC ID N° 19.

En un caso mas el polinucleétido de a) comprende la secuencia de la SEC ID N° 19.

En un caso mas la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N° 19.

En un caso mas el polinucledtido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N°
19.

En un caso mas la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
secuencia de la SEC ID N° 20.

En un caso mas el polinucleétido de a) comprende la secuencia de la SEC ID N° 20.

En un caso mas la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N° 20.

En un caso mas el polinucledtido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N°
20.

En un caso mas la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
secuencia de la SEC ID N° 21.

En un caso mas el polinucleétido de a) comprende la secuencia de la SEC ID N° 21.

En un caso mas la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N° 21.

En un caso mas el polinucledtido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N°
21.

En un caso mas la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
secuencia de la SEC ID N° 22.

En un caso mas el polinucleétido de a) comprende la secuencia de la SEC ID N° 22.

En un caso mas la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N° 22.

En un caso mas el polinucledtido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N°
22.

En un caso mas la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
secuencia de la SEC ID N° 23.

En un caso mas el polinucleétido de a) comprende la secuencia de la SEC ID N° 23.
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En un caso mas la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N° 23.

En un caso mas el polinucledtido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N°
23.

Preferiblemente, la planta o célula vegetal con actividad de la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa aumentada
producida por los métodos anteriores también presenta contenido en ascorbato aumentado. La invencién
proporciona un método para producir una célula vegetal o planta con ascorbato aumentado, relativo a una planta de
control adecuada, no incluyendo una planta con una mutacién que da como resultado ascorbato disminuido,
comprendiendo el método la transformaciéon de una célula vegetal o planta con un polinucleétido que codifica un
polipéptido con la secuencia de aminoacidos de una cualquiera de la SEC ID N° 1 a 11 o una variante del
polipéptido, en el que la variante presenta la actividad de una GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa y donde la
variante comprende al menos una de:

a) la secuencia de aminoacidos: AINVSPIEYGHVLLIP (SEC ID N° 12);
b) la secuencia de aminoacidos: GYNSLGAFATINHLHFQAY (SEC ID N° 13) y

c) una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la secuencia de aminoacidos segun una
cualquiera de la SEC ID N° 1 a 11.

En una realizacion mas, la variante comprende las secuencias de ambas, SEC ID N° 12 y SEC ID N° 13.

En una realizacion mas, el polinucledtido codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos segun una
cualquiera de la SEC ID N° 1 a 11.

En una realizacion mas, la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 1.

En una realizacion mas, el polinucleétido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID
N° 1.

En una realizacion mas, la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 6.

En una realizacion mas, el polinucleétido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID
N° 6.

En una realizacion mas, la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 7.

En una realizacion mas, el polinucleétido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID
N° 7.

En una realizacion mas, la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 8.

En una realizacion mas, el polinucleétido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID
N° 8.

En una realizacion mas, la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 9.

En una realizacion mas, el polinucleétido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID
N° 9.

En una realizacion mas, la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 10.

En una realizacion mas, el polinucleétido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID
N° 10.

También se describe un método que comprende ademas la transformacion de la célula vegetal o planta con un
polinucleétido que codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de una cualquiera de la SEC ID N° 25 a
35 o una variante del polipéptido, en el que la variante presenta la actividad de la GDP-D-Manosa epimerasa.

En un caso la variante comprende la secuencia de aminoacidos: AADMGGMGFIQSNHSVI (SEC ID N° 36).

En un caso mas, la variante comprende la secuencia de aminoacidos: GTWKGGREKAPAAFCRK (SEC ID N° 37).
5
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En un caso mas, la variante comprende las secuencias de ambas, SEC ID N° 36 y SEC ID N° 37.

En un caso mas, la variante presenta al menos 70% de identidad de secuencias para un polipéptido con la
secuencia de aminoacidos segun una cualquiera de la SEC ID N° 25 a 35.

En un caso mas, el polinucleétido codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos segun una cualquiera de
la SEC ID N° 25 a 35.

En un caso mas, la variante presenta al menos 70% de identidad de secuencias para un polipéptido con la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 25.

En un caso mas, el polinucledtido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 25.

En un caso mas, la variante presenta al menos 70% de identidad de secuencias para un polipéptido con la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 26.

En un caso mas, el polinucledtido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 26.

En un caso mas, la variante presenta al menos 70% de identidad de secuencias para un polipéptido con la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 27.

En una realizacion mas, el polinucleétido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID
N° 27.

La transformacion con la transferasa y epimerasa puede ser secuencial, en cualquier orden. Alternativamente, la
transformacion con la epimerasa y transferasa puede ser simultanea. Cuando es simultanea, las secuencias que
codifican la epimerasa y transferasa pueden estar en las mismas construcciones o vectores o separados.

En un aspecto mas, la invencion proporciona un método para producir una célula vegetal o planta con ascorbato
aumentado, comprendiendo el método la transformaciéon de una célula vegetal o planta con un polinucledtido que
comprende una secuencia de nucleédtidos seleccionada de una cualquiera de las secuencias de SEC ID N° 14 a 24,
0 una variante de las mismas, en el que la variante codifica un polipéptido que presenta la actividad de una GDP-L-
Galactosa Guaniltransferasa.

En una realizacion, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para una
cualquiera de las secuencias de SEC ID N° 14 a 24.

En una realizacion mas, el polinucleétido de a) comprende una cualquiera de las secuencias de SEC ID N° 14 a 24.

En una realizacion mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa segun una
cualquiera de la SEC ID N° 14 a 24.

En una realizacion mas, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
secuencia de SEC ID N° 14.

En una realizacion mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia de SEC ID N° 14.

En una realizacion mas, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N° 14.

En una realizacion mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC
ID N° 14,

En una realizacion mas, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
secuencia de SEC ID N° 19.

En una realizacion mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia de la SEC ID N° 19.

En una realizacion mas, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N° 19.

En una realizacion mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC
ID N° 19,

En una realizacion mas, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
secuencia de la SEC ID N° 20.

En una realizacion mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia de la SEC ID N° 20.

En una realizacion mas, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
6
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secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N° 20.

En una realizacion mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC
ID Ne° 20.

En una realizacion mas, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
secuencia de la SEC ID N° 21.

En una realizacion mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia de la SEC ID N° 21.

En una realizacion mas, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N° 21.

En una realizacion mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC
ID Ne° 21.

En una realizacion mas, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
secuencia de la SEC ID N° 22.

En una realizacion mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia de la SEC ID N° 22.

En una realizacion mas, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N° 22.

En una realizacion mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC
ID N° 22,

En una realizacion mas, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
secuencia de la SEC ID N° 23.

En una realizacion mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia de la SEC ID N° 23.

En una realizacion mas, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N° 23.

En una realizacion mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC
ID Ne° 23,

En una realizacion preferida, el método comprende ademas la transformacion de la célula vegetal o planta con un
polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada de una cualquiera de las secuencias de
SEC ID N° 38 a 48, o una variante de las mismas, en el que la variante codifica un polipéptido que presenta la
actividad de una GDP-D-Manosa epimerasa.

En una realizacion, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias segun una
cualquiera de SEC ID N° 38 a 48.

En una realizacion mas, el polinucleétido de a) comprende una cualquiera de las secuencias de SEC ID N° 38 a 48.

En una realizacion mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa segun una
cualquiera de la SEC ID N° 38 a 48.

En una realizacion mas, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la
secuencia de SEC ID N° 38.

En una realizacion mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia de SEC ID N° 38.

En una realizacion mas, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N° 38.

En una realizacion mas, el polinucledtido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC
ID Ne° 38.

En una realizacion mas, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la
secuencia de la SEC ID N° 39.

En una realizacion mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia de la SEC ID N° 39.

En una realizacion mas, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la
secuencia de longitud completa de la SEC ID N° 39.
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En una realizacion mas, el polinucledtido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC
ID N° 39.

En una realizacion mas, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la
secuencia de la SEC ID N° 40.

En una realizacion mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia de la SEC ID N° 40.

En una realizacion mas, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N° 40.

En una realizacion mas, el polinucledtido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC
ID N° 40.

La transformacion con la transferasa y epimerasa puede ser secuencial, en cualquier orden. Alternativamente, la
transformacion con la epimerasa y transferasa puede ser simultanea. Cuando es simultanea, las secuencias que
codifican la epimerasa y transferasa pueden estar en las mismas construcciones o vectores o separadas.

También se describe un método para producir una célula vegetal o planta con actividad de la GDP-D-Manosa
epimerasa aumentada, comprendiendo el método la transformacion de una célula vegetal o planta con un
polinucleétido que codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos segun una cualquiera de la SEC ID N° 25
a 35, o una variante del polipéptido, en el que la variante tiene la actividad de la GDP-D-Manosa epimerasa.

En un caso la variante comprende la secuencia de aminoacidos: AADMGGMGFIQSNHSVI (SEC ID N° 36).
En un caso mas la variante comprende la secuencia de aminoacidos: GTWKGGREKAPAAFCRK (SEC ID N° 37).
En un caso mas, la variante comprende las secuencias de ambas, SEC ID N° 36 y SEC ID N° 37.

En un caso mas, la variante presenta al menos 70% de identidad de secuencias para un polipéptido con la
secuencia de aminoacidos segun una cualquiera de la SEC ID N° 25 a 35.

En un caso mas, el polinucleétido codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos segun una cualquiera de
la SEC ID N° 25 a 35.

En un caso mas, la variante presenta al menos 70% de identidad de secuencias para un polipéptido con la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 25.

En un caso mas, el polinucleétido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 25.

En un caso mas, la variante presenta al menos 70% de identidad de secuencias para un polipéptido con la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 26.

En un caso mas, el polinucledtido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 26.

En un caso mas, la variante presenta al menos 70% de identidad de secuencias para un polipéptido con la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 27.

En un caso mas, el polinucleétido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 27.

También se describe un método para producir una célula vegetal o planta con actividad de la GDP-D-Manosa
epimerasa mejorada, comprendiendo el método la transformaciéon de una célula vegetal o planta con un
polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada de una cualquiera de las secuencias de
SEC ID N° 38 a 48, o una variante de las mismas, en el que la variante codifica un polipéptido que presenta la
actividad de una GDP-D-Manosa epimerasa.

En un caso, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias segun una
cualquiera de las secuencias de SEC ID N° 38 a 48.

En un caso mas, el polinucledtido de a) comprende una cualquiera de las secuencias de SEC ID N° 38 a 48.

En un caso mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa segin una
cualquiera de la SEC ID N° 38 a 48.

En un caso mas, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la
secuencia de SEC ID N° 38.

En un caso mas, el polinucledtido de a) comprende la secuencia de SEC ID N° 38.

En un caso mas, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la
8
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secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N° 38.

En un caso mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N°
38.

En un caso mas, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la
secuencia de SEC ID N° 39.

En un caso mas, el polinucledtido de a) comprende la secuencia de SEC ID N° 39.

En un caso mas, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N° 39.

En un caso mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N°
39.

En un caso mas, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la
secuencia de SEC ID N° 40.

En un caso mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia de la SEC ID N° 40.

En un caso mas, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la
secuencia de longitud completa de la SEC ID N° 40.

En un caso mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N°
40.

También se describe un método para producir una célula vegetal o planta con contenido en ascorbato aumentado,
comprendiendo el método la transformaciéon de una célula vegetal o planta con un polinucleétido que codifica un
polipéptido con la secuencia de aminoacidos segun una cualquiera de la SEC ID N° 25 a 35, o una variante del
polipéptido, en el que la variante presenta la actividad de la GDP-D-Manosa epimerasa.

En un caso, la variante comprende la secuencia de aminoacidos: AADMGGMGFIQSNHSVI (SEC ID N° 36).
En un caso mas, la variante comprende la secuencia de aminoacidos: GTWKGGREKAPAAFCRK (SEC ID N° 37).
En un caso mas, la variante comprende las secuencias de ambas, SEC ID N° 36 y SEC ID N° 37.

En un caso mas, la variante presenta al menos 70% de identidad de secuencias para un polipéptido con la
secuencia de aminoacidos segun una cualquiera de la SEC ID N° 25 a 35.

En un caso mas, el polinucleétido codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos segun una cualquiera de
la SEC ID N° 25 a 35.

En un caso mas, la variante presenta al menos 70% de identidad de secuencias para un polipéptido con la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 25.

En un caso mas, el polinucledtido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 25.

En un caso mas, la variante presenta al menos 70% de identidad de secuencias para un polipéptido con la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 26.

En una realizacion mas, el polinucleétido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID
N° 26.

En un caso mas, la variante presenta al menos 70% de identidad de secuencias para un polipéptido con la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 27.

En un caso mas, el polinucleétido de a) codifica codifican polipéptido con la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°
27.

En un caso preferido del método para producir una célula vegetal o planta con contenido en ascorbato aumentado, la
célula vegetal o planta se transforma también con un polinucleétido que codifica una GDP-L-Galactosa-
Guaniltransferasa.

La transformacion con la epimerasa y transferasa puede ser secuencial, en cualquier orden. Alternativamente, la
transformacion con la epimerasa y transferasa puede ser simultanea. Cuando es simultanea, las secuencias que
codifican la epimerasa y transferasa pueden estar en las mismas construcciones o vectores o separadas.

Preferiblemente, la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa presenta la secuencia de aminoacidos de una cualquiera de
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SEC ID N° 1 a 11, o una variante del polipéptido, en la que la variante tiene la actividad de una GDP-L-Galactosa
Guaniltransferasa.

En un caso, la variante comprende la secuencia de aminoacidos: AINVSPIEYGHVLLIP (SEC ID N° 12).
En un caso mas, la variante comprende la secuencia de aminoacidos: GYNSLGAFATINHLHFQAY (SEC ID N° 13).
En un caso mas, la variante comprende las secuencias de ambas, SEC ID N° 12 y SEC ID N° 13.

En un caso mas, a la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la
secuencia de aminoacidos segun una cualquiera de la SEC ID N° 1 a 11.

En un caso mas, el polinucleétido codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos segun una cualquiera de
laSECIDN°1a11.

En un caso mas, la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 1.

En un caso mas, el polinucledtido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 1.

En un caso mas, la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 6.

En un caso mas, el polinucledtido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 6.

En un caso mas, la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 7.

En un caso mas, el polinucledtido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 7.

En un caso mas, la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 8.

En un caso mas, el polinucledtido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 8.

En un caso mas, la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 9.

En un caso mas, el polinucledtido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 9.

En un caso mas, la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 10.

En un caso mas, el polinucledtido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 10.

También se describié un método para producir una célula vegetal o planta con contenido en ascorbato aumentado,
comprendiendo el método la transformacion de una célula vegetal o planta con un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucleétidos seleccionada de una cualquiera de las secuencias de SEC ID N° 38 a 48, o una variante
de las mismas, en el que la variante codifica un polipéptido que tiene la actividad de una GDP-D-Manosa epimerasa.

En un caso, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para una
cualquiera de las secuencias de SEC ID N° 38 a 48.

En un caso mas, el polinucledtido de a) comprende una cualquiera de las secuencias de SEC ID N° 38 a 48.

En un caso mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa segin una
cualquiera de la SEC ID N° 38 a 48.

En un caso mas, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la
secuencia de SEC ID N° 38.

En un caso mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia de SEC ID N° 38.

En un caso mas, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N° 38.

En un caso mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N°
38.

En un caso mas, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la
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secuencia de SEC ID N° 39.
En un caso mas, el polinucledtido de a) comprende la secuencia de SEC ID N° 39.

En un caso mas, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N° 39.

En un caso mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N°
39.

En un caso mas, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la
secuencia de SEC ID N° 40.

En un caso mas, el polinucledtido de a) comprende la secuencia de SEC ID N° 40.

En un caso mas, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N° 40.

En un caso mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N°
40.

En un caso preferido del método para producir una célula vegetal o planta con contenido en ascorbato aumentado, la
célula vegetal o planta también se transforma con un polinucledtido que codifica una GDP-L-Galactosa
Guaniltransferasa.

La transformacion con la epimerasa y transferasa puede ser secuencial, en cualquier orden. Alternativamente, la
transformacion con la epimerasa y transferasa puede ser simultanea. Cuando es simultanea, las secuencias que
codifican la epimerasa y transferasa pueden estar en las mismas construcciones o vectores o separadas.

Preferiblemente, el polinucleétido que codifica la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa presenta una secuencia de
nucledtidos seleccionada de una cualquiera de las secuencias de SEC ID N° 14 a 24, o una variante de las mismas,
en el que la variante codifica un polipéptido que presenta la actividad de una GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa.

En un caso, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para una
cualquiera de las secuencias de SEC ID N° 14 a 24.

En un caso mas, el polinucledtido de a) comprende una cualquiera de las secuencias de la SEC ID N° 14 a 24.

En un caso mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa segin una
cualquiera de la SEC ID N° 14 a 24.

En un caso mas, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
secuencia de SEC ID N° 14.

En un caso mas, el polinucledétido de a) comprende la secuencia de SEC ID N° 14.

En un caso mas, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N° 14.

En un caso mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N°
14.

En un caso mas, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
secuencia de la SEC ID N° 19.

En un caso mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia de la SEC ID N° 19.

En un caso mas, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N° 19.

En un caso mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N°
19.

En un caso mas, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
secuencia de la SEC ID N° 20.

En un caso mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia de la SEC ID N° 20.

En un caso mas, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N° 20.
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En un caso mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N°
20.

En un caso mas, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
secuencia de SEC ID N° 21.

En un caso mas, el polinucledtido de a) comprende la secuencia de SEC ID N° 21.

En un caso mas, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N° 21.

En un caso mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N°
21.

En un caso mas, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
secuencia de la SEC ID N° 22.

En un caso mas, el polinucledtido de a) comprende la secuencia de la SEC ID N° 22.

En un caso mas, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N° 22.

En un caso mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N°
22.

En un caso mas, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
secuencia de la SEC ID N° 23.

En un caso mas, el polinucledtido de a) comprende la secuencia de la SEC ID N° 23.

En un caso mas, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N° 23.

En un caso mas, el polinucleétido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N°
23.

En un aspecto mas, la invencion proporciona un método para producir una célula vegetal o planta con contenido en
ascorbato aumentado, comprendiendo el método la transformacion de una célula vegetal o planta con:

a) un polinucledtido que codifica una GDP-D-Manosa epimerasa y
b) un polinucledtido que codifica una GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa;

en el que el polinucledtido que codifica la GDP-D-Manosa epimerasa comprende al menos uno de (i) la secuencia de
aminoacidos: AADMGGMGFIQSNHSVI (SEC ID N° 36); (i) la secuencia de aminoacidos:
GTWKGGREKAPAAFCRK (SEC ID N° 37); (iii) una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencia para la
secuencia de aminoacidos segun una cualquiera de la SEC ID N° 25 a 35 y (iv) la secuencia de aminoacidos segun
una cualquiera de la SEC ID N° 25 a 35 y el polinucledtido que codifica la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa
comprende al menos una de (i) la secuencia de aminoacidos: AINVSPIEYGHVLLIP (SEC ID N° 12); (ii) la secuencia
de aminoacidos: GYNSLGAFATINHLHFQAY (SEC ID N° 13); (iii) una secuencia con al menos 60% de identidad de
secuencias para un polipéptido con la secuencia de aminoacidos segun una cualquiera de la SEC ID N° 1 a 11 y (iv)
la secuencia de aminoacidos segun una cualquiera de la SEC ID N° 1 a 11.

En un aspecto mas la invencion proporciona un polinucleétido aislado que codifica un polipéptido que comprende
una secuencia con al menos 78% de identidad para la secuencia de una cualquiera de la SEC ID N° 1 a 7, en el que
el polipéptido es una GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa.

En una realizacion, el polipéptido comprende la secuencia AINVSPEEYGHVLLIP (SEC ID N° 12).
En una realizacion mas, el polipéptido comprende la secuencia GYNSLGAFATINHLHFQAY (SEC ID N° 13).
En una realizacion mas, el polipéptido comprende la secuencia de ambas SEC ID N° 12 y SEC ID N° 13.

En una realizacién mas, el polipéptido comprende una secuencia con al menos 78% de identidad secuencia para la
secuencia segun una cualquierade SECIDN°1a7.

En una realizacion mas, el polipéptido comprende una secuencia seleccionada de una cualquiera de la SEC ID N° 1
ar’.

En una realizacion mas, el polipéptido comprende una secuencia con al menos 78% de identidad para la secuencia
12
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de SEC ID N° 1.
En una realizacion mas, el polipéptido comprende la secuencia de SEC ID N° 1.

En una realizacién mas, al polipéptido comprende una secuencia con al menos 78% de identidad para la secuencia
de SEC ID N° 2.

En una realizacién mas, el polipéptido comprende la secuencia de la SEC ID N° 2.

En una realizacion mas, el polipéptido comprende una secuencia con al menos 78% de identidad para la secuencia
de la SEC ID N° 3.

En una realizacién mas, el polipéptido comprende la secuencia de la SEC ID N° 3.

En una realizacion mas, el polipéptido comprende una secuencia con al menos 78% de identidad para la secuencia
de SEC ID N° 4.

En una realizacién mas, el polipéptido comprende la secuencia de la SEC ID N° 4.

En una realizacion mas, el polipéptido comprende una secuencia con al menos 78% de identidad para la secuencia
de la SEC ID N° 5.

En una realizacién mas, el polipéptido comprende la secuencia de la SEC ID N° 5.

En una realizacion mas, el polipéptido comprende una secuencia con al menos 78% de identidad para la secuencia
de la SEC ID N° 6.

En una realizacién mas, el polipéptido comprende la secuencia de la SEC ID N° 6.

En una realizacion mas, el polipéptido comprende una secuencia con al menos 78% de identidad para la secuencia
dela SECID N°7.

En una realizacién mas, el polipéptido comprende la secuencia de la SEC ID N° 7.

También se describe un polinucleétido aislado que comprende la secuencia codificadora de longitud completa segun
una cualquiera de la SEC ID N° 14 a 20, o una variante de las mismas, en el que la variante codifica una GDP-L-
Galactosa Guaniltransferasa.

En un caso, la variante comprende una secuencia con al menos 68% de identidad de secuencia para la secuencia
codificadora de longitud completa segin una cualquiera de la SEC ID N° 14 a 20.

En un caso, el polinucleétido comprende la secuencia codificadora de longitud completa seguin una cualquiera de las
SEC ID N° 14 a 20.

En un caso mas, el polinucledtido comprende la secuencia segun una cualquiera de la SEC ID N° 14 a 20.

En un caso mas, el polinucleétido comprende una secuencia con al menos 68% de identidad de secuencias para la
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N° 14.

En un caso mas, el polinucleétido comprende la secuencia codificadora de longitud completa dentro de la secuencia
de SEC ID N° 14.

En un caso mas, el polinucleétido comprende la secuencia de SEC ID N° 14.

En un caso mas, el polinucleétido comprende una secuencia con al menos 69% de identidad de secuencias para la
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N° 15.

En un caso mas, el polinucledtido comprende la secuencia codificadora de longitud completa dentro de la secuencia
de SEC ID N° 15.

En un caso mas, el polinucleétido comprende la secuencia de la SEC ID N° 15.

En un caso mas, el polinucleétido comprende una secuencia con al menos 66% de identidad de secuencias para la
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N° 16.

En un caso mas, el polinucleétido comprende la secuencia codificadora de longitud completa dentro de la secuencia
de SEC ID N° 16.

En un caso mas, el polinucleétido comprende la secuencia de la SEC ID N° 16.

En un caso mas, el polinucleétido comprende una secuencia con al menos 69% de identidad de secuencias para la
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secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N° 17.

En un caso mas, el polinucledtido comprende la secuencia codificadora de longitud completa dentro de la secuencia
de SEC ID N° 17.

En un caso mas, el polinucleétido comprende la secuencia de SEC ID N° 17.

En un caso mas, el polinucleétido comprende una secuencia con al menos 69% de identidad de secuencias para la
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N° 18.

En un caso mas, el polinucleétido comprende la secuencia codificadora de longitud completa dentro de la secuencia
de SEC ID N° 18.

En un caso mas, el polinucleétido comprende la secuencia de SEC ID N° 18.

En un caso mas, el polinucleétido comprende una secuencia con al menos 68% de identidad de secuencias para la
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N° 19.

En un caso mas, el polinucledtido comprende la secuencia codificadora de longitud completa dentro de la secuencia
de SEC ID N° 19.

En un caso mas, el polinucleétido comprende la secuencia de SEC ID N° 19.

En un caso mas, el polinucleétido comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N° 20.

En un caso mas, el polinucledtido comprende la secuencia codificadora de longitud completa dentro de la secuencia
de SEC ID N° 20.

En un caso mas, el polinucleétido comprende la secuencia de SEC ID N° 20.

En un aspecto mas, la invencién proporciona un polipéptido aislado que comprenden una secuencia con al menos
78% de identidad para una secuencia de aminoacidos seleccionada de una cualquiera de la SECIDN° 1 a 7, enla
que el polipéptido presenta la actividad de una GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa.

En una realizacion, el polipéptido de variante presenta al menos 78% de identidad de secuencias para una
secuencia de aminoacidos seleccionada de una cualquiera de la SEC ID N° 1 a 7, en el que la variante presenta la
actividad de una GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa.

En una realizacion mas, el polipéptido aislado presenta al menos 78% de identidad de secuencias para la secuencia
de aminoacidos de la SEC ID N° 1.

En una realizacién mas, el polipéptido aislado comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 1.

En una realizacion mas, el polipéptido aislado presenta al menos 78% de identidad de secuencias para la secuencia
de aminoacidos de la SEC ID N° 2.

En una realizacién mas, el polipéptido aislado comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 2.

En una realizacion mas, el polipéptido aislado presenta al menos 78% de identidad de secuencias para la secuencia
de aminoacidos de la SEC ID N° 3.

En una realizacién mas, el polipéptido aislado comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 3.

En una realizacion mas, el polipéptido aislado presenta al menos 78% de identidad de secuencias para la secuencia
de aminoacidos de la SEC ID N° 4.

En una realizacién mas, el polipéptido aislado comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 4.

En una realizacion mas, el polipéptido aislado presenta al menos el 78% de identidad de secuencias para la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 5.

En una realizacién mas, el polipéptido aislado comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 5.

En una realizacion mas, el polipéptido aislado presenta al menos 78% de identidad de secuencias para la secuencia
de aminoacidos de la SEC ID N° 6.

En una realizacién mas, el polipéptido aislado comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 6.
En una realizacion mas, el polipéptido aislado presenta al menos 78% de identidad de secuencias para la secuencia
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de aminoacidos de la SEC ID N° 7.
En una realizacién mas, el polipéptido aislado comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 7.

También se describe un polinucledtido aislado que codifica un polipéptido que comprende una secuencia
seleccionada segun una de la SEC ID N° 25 a 27, o una variante de la misma, en el que la variante es una GDP-D-
Manosa epimerasa.

En un caso, la variante comprende la secuencia: AADMGGMGFIQSNHSVI (SEC ID N° 36).
En un caso mas, la variante comprende la secuencia: GTWKGGREKAPAAFCRK (SEC ID N° 37).
En un caso mas, la variante comprende la secuencia de ambas SEC ID N° 36 y SEC ID N° 37.

En un caso mas, el polipéptido comprende una secuencia con al menos 91% de identidad para la secuencia segun
una cualquiera de la SEC ID N° 25 a 27.

En un caso mas, el polipéptido comprende una secuencia seleccionada de una cualquiera de la SEC ID N° 25 a 27.

En un caso mas, el polipéptido comprende una secuencia con al menos 91% de identidad para la secuencia de SEC
ID Ne° 25,

En un caso mas, el polipéptido comprende la secuencia de SEC ID N° 25.

En un caso mas, el polipéptido comprende una secuencia con al menos 91% de identidad para la secuencia de SEC
ID Ne° 26.

En un caso mas, el polipéptido comprende la secuencia de SEC ID N° 26.

En un caso mas, el polipéptido comprende una secuencia con al menos 91% de identidad para la secuencia de SEC
ID N° 27.

En un caso mas, el polipéptido comprende la secuencia de SEC ID N° 27.

También se describe un polinucleétido aislado que comprende la secuencia codificadora de longitud completa segun
una cualquiera de la SEC ID N° 38 a 40, o una variante de la misma, en el que la variante codifica una GDP-D-
Manosa epimerasa.

En un caso, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la secuencia
codificadora de longitud completa de una cualquiera de la SEC ID N° 38 a 40.

En un caso, el polinucledtido comprende la secuencia codificadora de longitud completa segun una cualquiera de la
SEC ID N° 38 a 40.

En un caso mas, el polinucledtido comprende la secuencia segun una cualquiera de la SEC ID N° 38 a 40.

En un caso mas, el polinucleétido comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N° 38.

En un caso mas, el polinucledtido comprende la secuencia codificadora de longitud completa dentro de la secuencia
de SEC ID N° 38.

En un caso mas, el polinucleétido comprende la secuencia de SEC ID N° 38.

En un caso mas, el polinucleétido comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N° 39.

En un caso mas, el polinucledtido comprende la secuencia codificadora de longitud completa dentro de la secuencia
de SEC ID N° 39.

En un caso mas, el polinucleétido comprende la secuencia de SEC ID N° 39.

En un caso mas, el polinucleétido comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID N° 40.

En un caso mas, el polinucledtido comprende la secuencia codificadora de longitud completa dentro de la secuencia
de SEC ID N° 40.

En un caso mas, el polinucleétido comprende la secuencia de SEC ID N° 40.

También se describe un polipéptido aislado que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 25 a 27, o
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una variante de la misma, en el que la variante presenta la actividad de una GDP-D-Manosa epimerasa.

En un caso, el polipéptido de variante presenta al menos 91% de identidad de secuencia para una secuencia de
aminoacidos seleccionada de una cualquiera de SEC ID N° 25 a 27, en el que la variante presenta la actividad de
una GDP-D-Manosa epimerasa.

En un caso mas, el polipéptido aislado presenta al menos 91% de identidad de secuencia para la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N° 25.

En un caso mas, el polipéptido aislado comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 25.

En un caso mas, el polipéptido aislado presenta al menos 91% de identidad de secuencia para la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N° 26.

En un caso mas, el polipéptido aislado comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 26.

En un caso mas, el polipéptido aislado presenta al menos 91% de identidad de secuencias para la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N° 27.

En un caso mas, el polipéptido aislado comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 27.
También se describe un polinucleétido aislado que codifica un polipéptido de la invencion.
También se describe un polinucleétido aislado que comprende:

a) un polinucledtido que comprende un fragmento, de al menos 15 nucleodtidos de longitud, de un polinucledtido de la
invencion;

b) un polinucleétido que comprende un complemento, de al menos 15 nucleétidos de longitud, del polinucledtido de
la invencion o

d) un polinucledtido que comprende una secuencia, de al menos 15 nucledtidos de longitud, capaz de hibridar el
polinucleétido de la invencion.

En un aspecto mas, la invencién proporciona una construccion genética que comprende al menos un polinucleétido
de la invencion.

En un aspecto mas, la invenciéon proporciona una construccion de expresion que comprende al menos un
polinucleétido de la invencién.

En un aspecto mas, la invencién proporciona una construcciéon de ARNi que comprende al menos un polinucleétido
de la invencion.

En un aspecto mas, la invencién proporciona un vector que comprende una construccién de expresion, construccion
genética o construccion de ARNi de la invencion.

En un aspecto mas, la invencién proporciona una célula huésped que comprende al menos una construccion de
expresion o construccion genética de la invencion.

En un aspecto mas, la invencion proporciona una célula huésped genéticamente modificada para expresar al menos
un polinucleétido de la invencién o al menos un polipéptido de la invencién.

Preferiblemente, la célula huésped esta genéticamente modificada para expresar: un polinucleétido que codifica una
GDP.L-Galactosa Guaniltransferasa y un polinucleétido que codifica una GDP-D-Manosa epimerasa.

También se describe un método para producir un polipéptido de GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa,
comprendiendo el método cultivar una célula huésped que comprende una construccion de expresion de la invencion
0 una construccion genética de la invencion, capaz de expresar un polipéptido de GDP-L-Galactosa
Guaniltransferasa.

También se describe un método para producir el producto enzimatico de una GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa,
comprendiendo el método cultivar una célula huésped que incluye una construccién de expresion de la invencion o
una construccion genética de la invencion, capaz de expresar un polipéptido de GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa,
en presencia de sustrato enzimatico que se puede suministrar a, o puede estar presente de manera natural en la
célula huésped.

También se describe un método para producir un polipéptido de GDP-D-Manosa epimerasa, comprendiendo el
método cultivar una célula huésped que comprende una construccion de expresion de la invencidon o una
construccion genética de la invencion, capaz de expresar un polipéptido de GDP-D-Manosa epimerasa.
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También se describe un método para producir el producto enzimatico de una GDP-D-Manosa epimerasa,
comprendiendo el método cultivar una célula huésped que incluye una construccién de expresion de la invencion o
una construccion genética de la invencion, capaz que expresar un polipéptido de GDP-D-Manosa epimerasa, en
presencia de sustrato enzimatico que se puede suministrar a, o puede estar presente de manera natural en la célula
huésped.

También se describe un método para la biosintesis de ascorbato que comprende las etapas de cultivar una célula
huésped que comprende una construccion de expresion de la invencién o la construccion genética de la invencion,
capaz de expresar una GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa, en presencia de un precursor de ascorbato que se
puede suministrar a, o puede estar presente de manera natural en, la célula huésped.

Preferiblemente, la célula huésped también comprende una construccion de expresion de la invencién capaz de
expresar una GDP-D-Manosa epimerasa.

También se describe un método para la biosintesis de ascorbato que comprende las etapas de cultivar una célula
huésped que comprende una construccion de expresion de la invencién o una construccién genética de la invencion,
capaz de expresar una GDP-D-Manosa epimerasa, en presencia de un precursor de ascorbato que se puede
suministrar a, o puede estar presente de manera natural en, la célula huésped.

Preferiblemente, la célula huésped también comprende una construccion de expresion de la invencién capaz de
expresar una GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa.

Preferiblemente, la célula huésped es una célula vegetal. Preferiblemente, la célula vegetal es parte de una planta.

En un aspecto mas, la invencion proporciona una célula vegetal genéticamente modificada para expresar al menos
un polinucledtido de la invencién, o al menos un polipéptido de la invencion.

En un aspecto mas, la invencidon proporciona una célula vegetal que comprende al menos una construccion de
expresion de la invencién o al menos una construccion genética de la invencion.

En un aspecto mas, la invencion proporciona una planta que comprende una célula vegetal de la invencion.

También se describe un método para seleccionar una planta modificada en actividad de la GDP-L-Galactosa
Guaniltransferasa, comprendiendo el método ensayar en una planta la expresion modificada de un polinucleétido de
la invencion.

También se describe un método para seleccionar una planta modificada en actividad de la GDP-L-Manosa
Guaniltransferasa, comprendiendo el método ensayar en una planta la expresion modificada de un polipéptido de la
invencion.

También se describe un método para seleccionar una planta modificada en actividad de la GDP-D-Manosa
epimerasa, comprendiendo el método ensayar en una planta la expresion modificada de un polinucleétido de la
invencion.

También se describe un método para seleccionar una planta modificada en actividad de la GDP-D-Manosa
epimerasa, comprendiendo el método ensayar en una planta la expresién modificada de un polipéptido de la
invencion.

También se describe un método para seleccionar una planta con contenido en acido ascérbico modificado;
comprendiendo el método ensayar en una planta la expresion modificada de un polinucleétido o polipéptido de la
invencion.

En un aspecto mas, la invencion proporciona una célula vegetal o planta producida por el método de la invencion.
Preferiblemente, la planta esta genéticamente modificada para incluir o expresar un polinucleétido o polipéptido de la
invencion.

También se describe una planta seleccionada por el método de la invencién.

También se describe un grupo de plantas seleccionado por el método de la invencion. Preferiblemente, el grupo
comprende al menos 2, mas preferiblemente al menos 3, mas preferiblemente al menos 4, mas preferiblemente al
menos 5, mas preferiblemente al menos 6, mas preferiblemente al menos 7, mas preferiblemente al menos 8, mas
preferiblemente al menos 9, mas preferiblemente al menos 10, mas preferiblemente al menos 11, mas
preferiblemente al menos 12, mas preferiblemente al menos 13, mas preferiblemente al menos 14, mas
preferiblemente al menos 15, mas preferiblemente al menos 16, mas preferiblemente al menos 17, mas
preferiblemente al menos 18, mas preferiblemente al menos 19, mas preferiblemente al menos 20 plantas.

También se describe un método para producir ascorbato, comprendiendo el método extraer ascorbato de una célula
vegetal o planta de la invencion.
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También se describe un método para identificar un compuesto como un candidato para un herbicida, que
comprende:

a) poner en contacto dicho compuesto con un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de una
cualquiera de la SEC ID N° 1 a 11, o una variante de la misma, que presenta la actividad de una GDP-L-Galactosa
Guaniltransferasa y

b) detectar la presencia y/o ausencia de unién entre dicho compuesto y dicho polipéptido; en el que union indica que
dicho compuesto es un candidato a un herbicida.

También se describe un método para identificar un compuesto como candidato a herbicida, que comprende:

a) poner en contacto dicho compuesto con un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de una
cualquiera de la SEC ID N° 1 a 11, o una variante de la misma, que presenta la actividad de una GDP-L-Galactosa
Guaniltransferasa y

b) evaluar el efecto del compuesto sobre la actividad de la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa del polipéptido; en el
que un aumento de actividad indica que dicho compuesto es un candidato a herbicida.

También se describe un método para identificar un compuesto como un candidato a herbicida que comprende:

a) poner en contacto dicho compuesto con un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de una
cualquiera de la SEC ID N° 25 a 35, o una variante de la misma, que presenta la actividad de una GDP-D-Manosa
epimerasay

b) detectar la presencia y/o ausencia de unién entre dicho compuesto y dicho polipéptido; en el que unién indica que
dicho compuesto es un candidato a herbicida.

También se describe un método para identificar un compuesto como un candidato a herbicida, que comprende:

a) poner en contacto dicho compuesto con un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de una
cualquiera de la SEC ID N° 25 a 35, o una variante de la misma, que presenta la actividad de una GDP-D-Manosa
epimerasay

b) valorar el efecto del compuesto sobre la actividad de la GDP-D-Manosa epimerasa del polipéptido; en el que una
disminucion en actividad indica que dicho compuesto es un candidato a herbicida.

También se describe un compuesto identificado por un método de la invencion.

También se describe un método para determinar si el compuesto de la invencién presenta actividad herbicida, que
comprende: poner en contacto una planta o células vegetales con dicho candidato a herbicida y detectar una
disminucion en el crecimiento o viabilidad de dicha planta o células vegetales, en el que dicha disminucion es
indicativa de actividad herbicida del compuesto.

También se describe un anticuerpo producido contra un polipéptido de la invencion.

También se describe un método para producir L-Galactosa-1-fosfato, comprendiendo el método poner en contacto
GDP-L-Galactosa y un aceptor de GDP incluyendo una Hexosa-1-fosfato o fosfato con el producto de expresion de
una construccién de expresion que comprende un polinucleétido de la invencion para obtener L-Galactosa-1-fosfato.

También se describe un método para producir GDP-Galactosa, comprendiendo el método poner en contacto GDP-
Manosa con el producto de expresion de una construccion de expresion que comprende un polinucleétido de la
invencién o un polipéptido de la invencion para obtener GDP-Galactosa.

En realizaciones alternativas de todos los aspectos de la invencion, la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa es una
GDP-L-Galactosa Hexosa-1-P-Guaniltransferasa. De manera similar, en realizaciones alternativas de todos los
aspectos de la invencion, la actividad de la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa es GDP-L-Galactosa Hexosa-1-P-
Guaniltransferasa. Una GDP-L-Galactosa Hexosa-1-P-Guaniltransferasa no esta limitada necesariamente a uso de
Hexosa-1-P como un aceptor de GDP pero puede usar otros aceptores de GDP tales como fosfato y pirofosfato.
Preferiblemente, el otro aceptor de GDP es fosfato.

Los polinucledtidos y variantes de polinucledtidos, de la invencién pueden proceder de cualquier especie. Los
polinucledtidos y variantes también pueden ser producidos de manera recombinante y también pueden ser los
productos de propuestas de "transposiciones genéticas”.

En una realizacion, el polinucledtido o variante procede de una especie vegetal.

En una realizacion mas, el polinucledtido o variante procede de una especie vegetal de las gimnospermas.
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En una realizacion mas, el polinucleétido o variante procede de una especie de planta angiosperma.
En una realizacién mas, el polinucledtido o variante procede de una especie vegetal dicotiledonea.

Los polipéptidos y variantes de polipéptidos de la invencion pueden proceder de cualquier especie. Los polipéptidos
y variantes también se pueden producir de manera recombinante y también se pueden expresar a partir de los
productos de propuestas de "transposiciones genéticas".

En una realizacion, los polipéptidos o variantes de la invencion proceden de especies vegetales.

En una realizacién mas, los polipéptidos o variantes de la invencién proceden de especies vegetales gimnospermas.
En una realizacion mas, los polipéptidos o variantes de la invencion proceden de especies vegetales angiospermas.
En una realizacién mas, los polipéptidos o variantes de la invencion proceden de especies vegetales dicotiledoneas.

Las plantas vegetales y las plantas de la invencion, incluyendo aquéllas de las que proceden los polinucleétidos,
polinucleétidos de variante, polipéptido y polipéptidos de variantes, pueden ser de cualquier especie.

En una realizacion, las células vegetales y plantas son de la especie gimnospermas.
En una realizacién mas, las células vegetales y plantas son de la especie angiospermas.
En una realizacién mas, las células vegetales y plantas son de la especie dicotiledéneas.

En una realizacién mas, las células vegetales y plantas son de una especie de fruta seleccionada del grupo que
comprende pero no se limita a los siguientes géneros: Actinidia, Malus, Citrus, Fragaria y Vaccinium.

Especies de plantas de fruto particularmente preferidas son: Actidinia deliciosa, A. chinensis, A. eriantha, A. arguta,
hibridos de las cuatro especies Actinidia, Malus domestica y Malus sieboldii.

En una realizacion mas, las células vegetales y las plantas son de una especie vegetal seleccionada de un grupo
que comprende, pero no se limita, los siguientes géneros: Brassica, Lycopersicon y Solanum.

Especies de plantas vegetales preferidas en particular son: Lycopersicon esculentum y Solanum tuberosum.
En una realizacién mas, las células vegetales y las plantas de la invencién son de la especie monocotileddneas.

En una realizacion mas, las células vegetales y las plantas son de una especie de cultivo seleccionado de un grupo
que comprende, pero no se limita a, los siguientes géneros: Glycine, Zea, Hordeum y Oryza.

Especies de plantas de cultivo preferidas en particular son: Oryza sativa, Glycine max y Zea mays.
Descripcion detallada

En esta memoria descriptiva donde se hecho referencia a memorias descriptivas de patentes, otros documentos
externos u otras fuentes de informacion, esto es en general por el propdsito de proporcionar un contexto para discutir
las caracteristicas de la invencién. A menos que se indique especificamente de otro modo, la referencia a tales
documentos externos no se debe interpretar como una admision de que tales documentos o tales fuentes de
informacion, en cualquier jurisdiccion, son técnica anterior, o forman parte del conocimiento general comun en la
técnica.

El término "que comprende" como se usa en esta memoria descriptiva significa "que consta al menos en parte de".
Cuando se interpreta cada afirmacion en esta memoria descriptiva que incluye el término "que comprende”, también
pueden estar presentes caracteristicas distintas de la o las introducidas por el término. Los términos relacionados
tales como "comprenden" y "comprende" se tienen que interpretar de la misma manera.

Polinucledtidos y fragmentos

El término "polinucledtido(s)" como se usa en la presente memoria, significa un polimero de desoxirribonucleétido o
ribonucledtido mono o bicatenario de cualquier longitud pero preferiblemente al menos 15 nucledtidos, e incluye
como ejemplos no limitantes, secuencias codificadoras y no codificadoras de un gen, complementos de secuencias
transcritas y complementarias, exones, intrones, ADN genémico, ADNc, pre-ARNm, ARNm, ARNr, ARNsi, ARNmi,
ARNt, ribozimas, polipéptidos recombinantes, secuencias de ADN o ARN que se encuentran en la naturaleza
aisladas y purificadas, secuencias de ARN y ADN sintéticas, sondas de acidos nucleicos, cebadores y fragmentos.

Un "fragmento” de una secuencia de polinucleétidos proporcionada en la presente memoria es una subsecuencia de
nucledtidos contiguos que es capaz de hibridacion especifica para un objetivo de interés, por ejemplo, una secuencia
que tiene al menos 15 nucledtidos de longitud. Los fragmentos de la invencion comprenden 15 nucledtidos,
preferiblemente al menos 20 nucledtidos, mas preferiblemente al menos 30 nucleétidos, mas preferiblemente al
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menos 50 nucledtidos, mas preferiblemente al menos 50 nucledtidos y lo mas preferiblemente al menos 60
nucledtidos de nucleotidos contiguos de un polinucledtido de la invencion. Un fragmento de una secuencia de
polinucledtidos se puede usar en tecnologia complementaria, de silenciamiento de genes, triple hélice o de ribozimas
0 como un cebador, una sonda, incluido en una microserie, o usado en métodos de seleccion a base de
polinucleétidos de la invencion.

El término "cebador" se refiere a un polinucleétido corto, normalmente con un grupo 3'OH libre, que se hibrida a una
plantilla y se usa para polimerizacion de cebado de un polinucleétido complementario al objetivo.

El término "sonda" se refiere a un polinucledtido corto que se usa para detectar una secuencia de polinucleétidos,
que es complementaria a la sonda, en un ensayo a base de hibridacion. La sonda puede constar de un "fragmento"
de un polinucleétido como se define en la presente memoria.

Polipéptidos y fragmentos

El término "polipéptido”, como se usa en la presente memoria, incluye cadenas de aminoacidos de cualquier longitud
pero preferiblemente al menos 5 aminoacidos, incluyendo proteinas de longitud completa, en que las unidades
aminoacido se unen por enlaces peptidicos covalentes. Los polipéptidos de la presente invencién pueden ser
productos naturales purificados o se pueden producir parcialmente o completamente usando técnicas recombinantes
o sintéticas. El término puede referirse a un polipéptido, un agregado de un polipéptido tal como un dimero u otro
multimero, un polipéptido de fusion, un fragmento polipeptidico, una variante de polipéptido o derivado de los
mismos.

Un "fragmento" de un polipéptido es una subsecuencia del polipéptido que realiza una funcién que se requiere para
la actividad bioldgica y/o proporciona estructura tridimensional del polipéptido. El término puede referirse a un
polipéptido, un agregado de un polipéptido tal como un dimero u otro multimero, un polipéptido de fusion, un
fragmento polipeptidico, una variante de polipéptido o derivado de los mismos capaz de realizar la actividad
enzimatica anterior.

El término "aislado" como se aplica a secuencias de polinucledtidos o polipéptidos descritas en la presente memoria
se usa para referirse a secuencias que se retiran de su entorno celular natural. Una molécula aislada se puede
obtener por cualquier método o combinacién de métodos incluyendo técnicas bioquimicas, recombinantes y
sintéticas.

El término "recombinante" se refiere a una secuencia de polinucleétidos que se retira de las secuencias que la
rodean en su contexto natural y/o se recombina con secuencias que no estan presentes en su contexto natural.

Una secuencia de polipéptidos "recombinante” se produce por traduccién de una secuencia de polinucleétidos
"recombinante”.

El término "procedente de" con respecto a polinucledtidos o polipéptidos de la invencién que proceden de un género
0 especie particular, significa que el polinucledétido o polipéptido tiene la misma secuencia que un polinucleétido o
polipéptido encontrado de manera natural en ese género o especie. El polinucledtido o polipéptido, procedente de un
género o especie particular, se puede producir por lo tanto de manera sintética o de manera recombinante.

Variantes

Como se usa en la presente memoria, el término "variante" se refiere a secuencias de polinucleétidos o polipéptidos
diferentes de las secuencias identificadas especificamente, en las que se suprime, se sustituye o afiade, uno o mas
nucledtidos o restos de aminoacido. Las variantes pueden ser variantes alélicas que se encuentran en la naturaleza
o variantes que no se encuentran en la naturaleza. Las variantes pueden ser de la misma especie o de otra especie
y pueden incluir homodlogas, pardlogas y ortdlogas. En algunas realizaciones, las variantes de los polipéptidos
inventivos y los polipéptidos poseen actividades biolégicas que son iguales o similares a las de los polipéptidos
inventivos o polipéptidos. El término "variante" con referencia a polipéptidos y polipéptidos incluye todas las formas
de polipéptidos y polipéptidos como se define en la presente memoria.

Variantes de polinucleétidos.

Las secuencias de polinucleétidos de variante presentan preferiblemente al menos 50%, mas preferiblemente al
menos 51%, mas preferiblemente al menos 52%, mas preferiblemente al menos 53%, mas preferiblemente al menos
54%, mas preferiblemente al menos 55%, mas preferiblemente al menos 56%, mas preferiblemente al menos 57%,
mas preferiblemente al menos 58%, mas preferiblemente al menos 59%, mas preferiblemente al menos 60%, mas
preferiblemente al menos 61%, mas preferiblemente al menos 62%, mas preferiblemente al menos 63%, mas
preferiblemente al menos 64%, mas preferiblemente al menos 65%, mas preferiblemente al menos 66%, mas
preferiblemente al menos 67%, mas preferiblemente al menos 68%, mas preferiblemente al menos 69%, mas
preferiblemente al menos 70%, mas preferiblemente al menos 71%, mas preferiblemente al menos 72%, mas
preferiblemente al menos 73%, mas preferiblemente al menos 74%, mas preferiblemente al menos 75%, mas
preferiblemente al menos 76%, mas preferiblemente al menos 77%, mas preferiblemente al menos 78%, mas
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preferiblemente al menos 79%, mas preferiblemente al menos 80%, mas preferiblemente al menos 81%, mas
preferiblemente al menos 82%, mas preferiblemente al menos 83%, mas preferiblemente al menos 84%, mas
preferiblemente al menos 85%, mas preferiblemente al menos 86%, mas preferiblemente al menos 87%, mas
preferiblemente al menos 88%, mas preferiblemente al menos 89%, mas preferiblemente al menos 90%, mas
preferiblemente al menos 91%, mas preferiblemente al menos 92%, mas preferiblemente al menos 93%, mas
preferiblemente al menos 94%, mas preferiblemente al menos 95%, mas preferiblemente al menos 96%, mas
preferiblemente al menos 97%, mas preferiblemente al menos 98% y lo mas preferiblemente al menos 99% de
identidad para una secuencia de la presente invencién. La identidad se encuentra por una ventana de comparacion
de posiciones de al menos 20 nucledtidos, preferiblemente posiciones de al menos 50 nucleétidos, mas
preferiblemente posiciones de al menos 100 nucleédtidos y lo mas preferiblemente por la longitud completa de un
polinucleétido de la invencion.

Se puede determinar la identidad de secuencias de polinucledtidos de la siguiente manera. La secuencia de
polinucledtidos objeto se compara a una secuencia de polinucledtidos candidata usando BLASTN (de la serie de
programas BLAST, version 2.2.5 [Nov 2.002]) en bl2seq (Tatiana A. Tatusova, Thomas L. Madden (1.999), "Blast 2
sequences - a new tool for comparing protein and nucleotide sequences", FEMS Microbiol Lett. 174: 247-250), que
esta publicamente disponible en NCBI (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/). Se utiliza los parametros por defecto de bl2seq
excepto que la filtracion de las partes de baja complejidad se deberia desactivar.

La identidad de las secuencias de polinucleétidos se puede examinar usando los siguientes parametros de la linea
de comandos unix:

bl2seq -i nucledtidoseq1 -j nucledtidoseq? -F F -p blastn

El parametro -F F desactiva la filtracién de secciones de complejidad baja. El parametro -p selecciona el algoritmo
apropiado para el par de secuencias. El programa bl2seq indica la identidad de secuencias como tanto el numero
como el porcentaje de nucledtidos idénticos en una linea "identidades = ".

La identidad de secuencias de polinucleétidos también se puede calcular por la longitud completa de la
superposicion entre secuencias de polinucledtidos candidata y sujeto usando programas de alineamiento de
secuencias globales (por €j., Needleman, S. B. y Wunsch, C. D. (1.970) J. Mol. Biol. 48, 443-453). Una implantacion
total del algoritmo de alineamiento global de Needleman-Wunsch se encuentra en el programa global alignment
algorithm se 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 de 2.000, vol 16, N° 6. pags. 276-
277) que se puede obtener de http://www.hgmp.mrc.ac.uk/Software/EMBOSS/. El servidor del instituto europeo de
bioinformatica también proporciona la facilidad para realizar alineamientos globales EMBOSS-needle entre dos
secuencias en linea en http:/www.ebi.ac.uk/emboss/align/.

Alternativamente, se puede usar el programa GAP que computa una alineacion global 6ptima de dos secuencias sin
penalizar huecos terminales. Se describe GAP en el siguiente documento: Huang, X. (1.994) On Global Sequence
Alignment. Computer Applications in the Biosciences 10, 227-235.

Un método preferido para calcular % de identidad de secuencias de polinucleétidos se basa en alineamiento de
secuencias para comparar usando Clustal X (Jeanmougin et al., 1.998, Trends Biochem. Sci. 23, 403-5.)

Las variantes de polinucleotidos de la presente invencion también incluyen aquéllas que presentan una similitud con
una o mas de las secuencias identificadas especificamente que es probable que conserven la equivalencia funcional
de esas secuencias y que se podia esperar no razonablemente que hubiera tenido lugar por azar. Dicha similitud de
secuencias con respecto a los polipéptidos se puede determinar usando el programa bl2seq disponible al publico de
la serie de programas BLAST (version 2.2.5 [Nov 2.002]) de NCBI (ftp:/ftp.ncbi.nih.gov/blast/).

La similitud de secuencias de polinucledtidos se puede examinar usando los siguientes parametros de la linea de
comandos unix:

bl2seq -i nucledtidoseq1 -j nucledtidoseq?2 -F F -p tblastx

El parametro -F F desactiva la filtracién de secciones de complejidad baja. El parametro -p selecciona el algoritmo
apropiado para el par de secuencias. Este programa encuentra regiones de similitud entre las secuencias y para
cada regioén indica un "valor E" que es el numero esperado de veces que se puede esperar observar dicha
correspondencia por azar en una base de datos de un tamafo de referencia fijado conteniendo secuencias
aleatorias. El tamafio de esta base de datos se fija por defecto en el programa bl2seq. Para valores de E pequefios,
mucho menores que uno, el valor E es aproximadamente la probabilidad de dicha correspondencia aleatoria.

Las secuencias de polinucleétidos de variante presentan preferiblemente un valor E menor que 1 x 10, mas
preferiblemente menor que 1 x 10, mas preferiblemente menor que 1x10™"%, mas preferiblemente menor que 1x10°
® mas preferiblemente menor que 1 x 1078, mas preferiblemente menor que 1x10?", mas preferiblemente menor
que 1 X 10, mas preferiblemente menor que 1 x 10°, mas preferiblemente menor que 1 x 10, mas
preferiblemente menor que 1 x 10%°, mas preferiblemente menor que 1 x 107°, mas preferiblemente menor que 1 x
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10, mas preferiblemente menor que 1 x 10, y lo mas preferiblemente menor que 1 x 1071

con una cualquiera de las secuencias identificadas especificamente.

, cuando se compara

Alternativamente, los polinucleétidos de variantes de la presente invencién se hibridan a las secuencias de
polinucleétidos especificadas o complementos de las mismas en condiciones rigurosas.

El término "hibridar en condiciones rigurosas", y equivalentes gramaticales del mismo, se refieren a la capacidad de
una molécula de polinucleétido para hibridar a una molécula de polinucleétido fijada como objetivo (tal como una
molécula de polinucledétido fijada como objetivo inmovilizada en una mancha de ADN o ARN, tal como un método
Southern o método Northern) en condiciones definidas de temperatura y concentracion de sal. La capacidad para
hybrid en condiciones de hibridacién rigurosas se puede determinar por hibridacién inicial en condiciones menos
rigurosas, aumentando después la rigurosidad a la rigurosidad deseada.

Con respecto a moléculas de polinucleétido mayores que aproximadamente 100 bases de longitud, las condiciones
de hibridacion rigurosas tipicas no son mayores que 25 a 30°C (por ejemplo, 10°C) por debajo de la temperatura de
fusion (Tf) del hibrido natural (véase en general, Sambrook et al., Eds, 1.987, Molecular Cloning, a Laboratory
Manual, 2n? Ed. Cold Spring Harbor Press; Ausubel et al., 1.987, Current Protocols in Molecular Biology, Greene
Publishing,). Tf para moléculas de polinucleétido mayores que aproximadamente 100 bases se puede calcular por la
férmula Tf = 81,5 + 0,41% (G + C-log (Na+). (Sambrook ef al., Eds, 1.987, Molecular Cloning, a Laboratory Manual,
22 Ed. Cold Spring Harbor Press; Bolton y McCarthy, 1.962, PNAS 84: 1.390). Las condiciones rigurosas tipicas para
polinucleétido mayor que 100 bases de longitud serian condiciones de hibridaciéon tales como prelavado en una
disolucion de SSC X 6, SDS al 0,2%; hibridacion a 65°C, SSC X 6, SDS al 0,2% durante la noche; seguido por dos
lavados de 30 minutos cada uno en SSC X1, SDS al 0,1% a 65°C y dos lavados de 30 minutos cada uno en SSC X
0,2, SDS al 0,1% a 65°C.

Con respecto a moléculas de polinucleétido con una longitud menor que 100 bases, las condiciones de hibridacion
rigurosas ejemplares son 5 a 10 °C por debajo de Tf. De promedio, la Tf de una molécula de polinucleétido de
longitud menor que 100 pb se reduce por aproximadamente (500/longitud del oligonucleétido)°C.

Con respecto a las imitaciones de ADN conocidas como acidos nucleicos de péptidos (los PNA) (Nielsen et al.,
Science. 6 de diciembre de 1.991; 254 (5.037): 1.497-500) los valores de Tf son mayores que los de los hibridos DE
ADN-ADN o ADN-ARN y se pueden calcular usando la formula descrita en Giesen et al., Nucleic Acids Res. 1 de
noviembre de 1.998; 26 (21): 5.004-6. Condiciones de hibridacion rigurosas ejemplares para un hibrido ADN-PNA
con una longitud menor que 100 bases son 5 a 10 °C por debajo de Tf.

Los polinucledtidos de variantes de la presente invencién también incluyen polinucledtidos que difieren de las
secuencias de la invencion pero que, como consecuencia de la degeneracion del cédigo genético, codifican un
polipéptido que tiene similar actividad a un polipéptido codificado por un polinucleétido de la presente invencion. Una
modificaciéon de la secuencia que no cambia la secuencia de aminoacidos del polipéptido es una "variacion
silenciosa". Excepto para ATG (metionina) y TGG (triptéfano), se pueden cambiar otros condones para el mismo
aminoacido por técnicas reconocidas en la técnica, por ejemplo, para optimizar la expresion de condones en un
organismo huésped particular.

Las modificaciones de la secuencia de polinucleétidos que dan como resultado sustituciones conservadoras de uno
o varios aminoacidos en la secuencia de polipéptidos codificada sin modificar de manera significativa su actividad
biolégica también se incluyen en la invencién. Un experto conocera los métodos para preparar sustituciones de
aminoacidos fenotipicamente silenciosas (véase, por €j., Bowie et al., 1.990, Science 247,1.306).

Los polinucleétidos de variantes debido a variaciones silenciosas y sustituciones conservadoras en la secuencia de
polipéptidos codificada se puede determinar usando el programa bl2seq disponible para el publico o de la serie de
programas BLAST (version 2.2.5 [Nov 2.002]) de NCBI (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/) via el algoritmo tblastx como se
describié previamente.

La funcién de un polinucleétido de variante de la invencidon como una GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa se puede
valorar por ejemplo expresando dicha secuencia en bacterias y ensayando la actividad de la proteina codificada
como se describe en la seccion Ejemplo. La funcion de una variante también se puede ensayar por su capacidad
para modificar la actividad de la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa o contenido en ascorbato en las plantas,
también como se describe en la seccion Ejemplos en la presente memoria.

La funcién de un polinucleétido de variante de la invenciéon como una GDP-D-Manosa epimerasa se puede valorar
por ejemplo expresando dicha secuencia en bacterias y ensayando la actividad de la proteina codificada como se
describe en la seccion Ejemplo. La funcidon de una variante también se puede ensayar por su capacidad para
modificar la actividad de la GDP-D-Manosa epimerasa o contenido en ascorbato en las plantas, también como se
describe en la seccion Ejemplos en la presente memoria.

Variantes de polipéptidos.
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El término "variante" con referencia a polipéptidos incluye polipéptidos producidos de manera recombinante y de
manera sintética, que se encuentran en la naturaleza. Las secuencias de polipéptidos de variantes presentan
preferiblemente al menos 50%, mas preferiblemente al menos 51%, mas preferiblemente al menos 52%, mas
preferiblemente al menos 53%, mas preferiblemente al menos 54%, mas preferiblemente al menos 55%, mas
preferiblemente al menos 56%, mas preferiblemente al menos 57%, mas preferiblemente al menos 58%, mas
preferiblemente al menos 59%, mas preferiblemente al menos 60%, mas preferiblemente al menos 61%, mas
preferiblemente al menos 62%, mas preferiblemente al menos 63%, mas preferiblemente al menos 64%, mas
preferiblemente al menos 65%, mas preferiblemente al menos 66%, mas preferiblemente al menos 67%, mas
preferiblemente al menos 68%, mas preferiblemente al menos 69%, mas preferiblemente al menos 70%, mas
preferiblemente al menos 71%, mas preferiblemente al menos 72%, mas preferiblemente al menos 73%, mas
preferiblemente al menos 74%, mas preferiblemente al menos 75%, mas preferiblemente al menos 76%, mas
preferiblemente al menos 77%, mas preferiblemente al menos 78%, mas preferiblemente al menos 79%, mas
preferiblemente al menos 80%, mas preferiblemente al menos 81%, mas preferiblemente al menos 82%, mas
preferiblemente al menos 83%, mas preferiblemente al menos 84%, mas preferiblemente al menos 85%, mas
preferiblemente al menos 86%, mas preferiblemente al menos 87%, mas preferiblemente al menos 88%, mas
preferiblemente al menos 89%, mas preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al menos 91%, mas
preferiblemente al menos 92%, mas preferiblemente al menos 93%, mas preferiblemente al menos 94%, mas
preferiblemente al menos 95%, mas preferiblemente al menos 96%, mas preferiblemente al menos 97%, mas
preferiblemente al menos 98%, y lo mas preferiblemente al menos 99% de identidad para secuencias de la presente
invencion. Se encuentra identidad por una ventana de comparaciéon de al menos posiciones de 20 aminoacidos,
preferiblemente al menos posiciones de 50 aminoacidos, mas preferiblemente al menos posiciones de 100
aminoacidos y lo mas preferiblemente por la longitud total de un polipéptido de la invencion.

Se puede determinar la identidad de secuencias de polipéptidos de la siguiente manera. La secuencia de
polipéptidos objeto se compara a una secuencia de polipéptidos candidata usando BLASTP (de la serie de
programas BLAST, version 2.2.5 [Nov 2.002]) en bl2seq, que esta disponible al publico en NCBI
(ftp://ffp.ncbi.nih.gov/blast/). Se utilizan los parametros por defecto de bl2seq excepto que la filtracion de las partes
de baja complejidad se deberia desactivar.

La identidad de secuencias de polinucleétidos también se puede calcular por la longitud completa de la
superposicion entre secuencias de polinucledtidos candidata y sujeto usando programas de alineamiento de
secuencias globales. EMBOSS-needle (disponible en http:/www.ebi.ac.uk/emboss/align/) y GAP (Huang, X. (1.994)
On Global Sequence Alignment. Computer Applications in the Biosciences 10, 227-235.) como se discutid
anteriormente también son programas de alineamiento de secuencias globales adecuados para calcular identidad de
secuencias de polipéptidos.

Un método preferido para calcular % de identidad de secuencias de polipéptidos se basa en alinear secuencias que
se tienen que comparar usando Clustal X (Jeanmougin et al., 1.998, Trends Biochem. Sci. 23, 403-5.)

Las variantes de polipéptidos de la presente invencidon también incluyen aquéllas que presentan una similitud con
una o mas de las secuencias identificadas especificamente que es probable que conserven la equivalencia funcional
de esas secuencias y que se podia esperar no razonablemente que hubiera tenido lugar por azar. Dicha similitud de
secuencias con respecto a los polipéptidos se puede determinar usando el programa bl2seq disponible al publico de
la serie de programas BLAST (version 2.2.5 [Nov 2.002]) de NCBI (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/). La similitud de
secuencias de polipéptidos se puede examinar usando los siguientes parametros de la linea de comandos unix:

bl2seq -i nucledtidoseq1 -j nucledtidoseq?2 -F F -p blastp

Las secuencias de polipéptidos de variante presentan preferiblemente un valor E menor que 1 x 10, mas
preferiblemente menor que 1 x 10°, mas preferiblemente menor que 1x10™"%, mas preferiblemente menor que 1x10°
® mas preferiblemente menor que 1 x 1078, mas preferiblemente menor que 1x10?", mas preferiblemente menor
que 1 X 10, mas preferiblemente menor que 1 x 10°, mas preferiblemente menor que 1 x 10, mas
preferiblemente menor que 1 x 10%°, mas preferiblemente menor que 1 x 107°, mas preferiblemente menor que 1 x
10, mas preferiblemente menor que 1 x 10™%° y lo mas preferiblemente menor que 1 x 10", cuando se compara
con una cualquiera de las secuencias identificadas especificamente.

El parametro -F F desactiva la filtracién de secciones de complejidad baja. El parametro -p selecciona el algoritmo
apropiado para el par de secuencias. Este programa encuentra regiones de similitud entre las secuencias y para
cada regioén indica un "valor E" que es el numero esperado de veces que se puede esperar observar dicha
correspondencia por azar en una base de datos de un tamafo de referencia fijado conteniendo secuencias
aleatorias. Para valores de E pequefios, mucho menores que uno, esto es aproximadamente la probabilidad de
dicha correspondencia aleatoria.

Las sustituciones conservadoras de uno o varios aminoacidos de una secuencia de polipéptidos descrita sin
modificar de manera significativa su actividad biolégica también se incluyen en la invencion. Un experto conocera los
métodos para preparar sustituciones de aminoacidos fenotipicamente silenciosas (véase, por €j., Bowie et al., 1.990,
Science 247,1.306).
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La funcién de un polipéptido de variante como una GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa se puede valorar por los
métodos descritos en la seccion Ejemplo en la presente memoria.

La funcién de una variante de polipéptido como una GDP-D-Manosa epimerasa se puede valorar por los métodos
descritos en la seccion Ejemplo en la presente memoria.

Construcciones, vectores y componentes de los mismos.

El término "construccién genética" se refiere a una molécula de polinucleétido, normalmente ADN bicatenario, que
puede tener insertada otra molécula de polinucledtido (la molécula de polinucleétido de inserto) tal como, pero no
limitado a, una molécula de ADNc. Una construccion genética puede contener los elementos necesarios que
permitan transcribir la molécula de polinucleétido de inserto y, opcionalmente, traducir la transcripcion a un
polipéptido. La molécula de polinucleétido de inserto puede proceder de la célula huésped o puede proceder de una
célula u organismo diferente y/o puede ser un polinucleétido recombinante. Una vez en el interior de la célula
huésped la construccion genética puede llegar a integrarse en el ADN cromosémico huésped. La construccion
genética puede estar ligada a un vector.

El término "vector" se refiere a una molécula de polinucleétido, normalmente ADN bicatenario, que se usa para
transportar la construccion genética a una célula huésped. El vector puede ser capaz de replicacion en al menos un
sistema huésped adicional, tal como E. coli.

El término "construccion de expresion” se refiere a una construccion genética que incluye los elementos necesarios
que permiten transcribir la molécula de polinucleétidos de inserto y, opcionalmente, traducir la transcripcion a un
polipéptido. Una construccién de expresién comprende tipicamente en una direccién 5' a 3"

a) un promotor funcional en la célula huésped en la que se transformara la construccion,
b) el polinucledtido que se tienen que expresar y
c) un finalizador funcional en la célula huésped en que se transformara la construccion.

El término "region codificadora” o "marco de lectura abierto" (ORF, por sus siglas en inglés) se refiere a la hebra
transcrita de una secuencia de ADN gendmico o una secuencia de ADNc que es capaz de producir un producto de
transcripcion y/o un polipéptido bajo el control de secuencias reguladoras apropiadas. La secuencia codificadora se
identifica por la presencia de un codoén de inicio de la traduccion 5’ y un codén de parada de la traduccion 3'. Cuando
se inserta en una construccion genética, una "secuencia codificadora" es capaz de expresarse cuando se une de
manera operable a secuencias promotoras y finalizadoras.

"Unido de manera operable" significa que la secuencia que se tiene que expresar se pone bajo el control de
elementos reguladores que incluyen promotores, elementos reguladores especificos del tejido, elementos
reguladores temporales, potenciadores, represores y finalizadores .

El término "region no codificadora" se refiere a secuencias no traducidas que estan aguas arriba del sitio de inicio de
la traduccion y aguas abajo del sitio de parada de la traduccion. Estas secuencias también se refieren
respectivamente como la 5' UTR y la 3' UTR. Estas regiones incluyen elementos requeridos para iniciacion y
finalizacion de la transcripcion y para regulacion de la eficacia de la traduccion.

Los finalizadores son secuencias, que finalizan la transcripcion, y se encuentran en los extremos no traducidos 3’ de
los genes aguas abajo de la secuencia traducida. Los finalizadores son determinantes importantes de la estabilidad
del ARNm y en algunos casos se ha encontrado que presentan funciones reguladoras espaciales.

El término "promotor" se refiere a elementos cis-reguladores no transcritos aguas arriba de la region codificadora
que regula la transcripcion de genes. Los promotores comprenden elementos cis-iniciadores que especifican el sitio
de iniciacion de la transcripcidon y conservan cajas tales como la caja TATA y unidades que se unen por factores de
transcripcion.

Un "transgen" es un polinucledtido que se toma de un organismo y se introduce en un organismo diferente por
transformacion. El transgen puede proceder de la misma especie o de una especie diferente como la especie del
organismo en que se introduce el transgen.

Una "planta transgénica" se refiere a una planta que contiene nuevo material genético como resultado de
manipulaciéon o transformacion genética. EI nuevo material genético puede proceder de una planta de la misma
especie como la planta transgénica resultante o de una especie diferente.

Una "repeticion invertida" es una secuencia que se repite, donde la segunda mitad de la repeticion esta en la hebra
complementaria, por €j.,
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(5)GATCTA......TAGATC(3’)
(3))CTAGAT.......ATCTAG(5")

La transcripcién por lectura producira una transcripcion que experimente apareamiento de bases complementarias
para formar una estructura en horquilla siempre que haya un espaciador de 3-5 pb entre las regiones repetidas.

Los términos " modificar la expresion de" y "expresion modificada" de un polinucledtido o polipéptido de la invencion,
se destinan a incluir la situacién en que el ADN gendmico que corresponde a un polinucledtido de la invencién se
modifica conduciendo asi a expresion modificada de un polinucleétido o polipéptido de la invenciéon. La modificacion
del ADN genomico puede ser por transformacion genética u otros métodos conocidos en la técnica para inducir
mutaciones. La "expresion modificada" puede esta relacionada con un aumento o disminucién en la cantidad de
ARN mensajero y/o polipéptido producido y también puede dar como resultado actividad modificada de un
polipéptido debido a modificaciones en la secuencia de un polinucledtido y polipéptido producido.

Los solicitantes han identificado nuevos polinucleétidos (SEC ID N° 14 a 20) que codifican nuevos polipéptidos (SEC
ID N° 1 a 7 respectivamente) con actividad como GDP-L-Galactosa Guaniltransferasas (también conocidas como
GDP-L-Galactosa fosforilasa). Los solicitantes han demostrado también que secuencias conocidas pero no
caracterizadas adicionales (polinucledtidos de la SEC ID N° 21 a 24 que codifica polipéptidos de SEC ID N° 8 a 11
respectivamente) con actividad previamente desconocida, son también secuencias de GDP-L-Galactosa
Guaniltransferasa.

Los solicitantes han demostrado que todas las secuencias de polipéptidos descritas (SEC ID N° 1 a 11) muestran
conservacion de secuencias significativa y son variantes entre si. Los solicitantes también han identificado dos
unidades de secuencias polipeptidicas de consenso (SEC ID N° 12 y 13) ambos de los cuales estan presentes en
todas las secuencias de la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa.

De manera similar, los solicitantes han demostrado que todas las secuencias de polinucleétidos descritas (SEC ID
N° 14 a 24) muestran conservacion de secuencias significativa y son variantes entre si.

La invencion proporciona construccion genéticas, vectores y plantas que contienen las secuencias de
polinucledtidos. La invencién también proporciona plantas que comprenden la construccion genética y los vectores
de la invencion.

La invencién proporciona plantas modificadas en actividad de la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa, referido a
plantas de control adecuadas y plantas modificadas en contenido de acido ascarbico en relacion a plantas de control
adecuadas. La invencioén proporciona plantas con actividad de la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa y contenido en
acido ascorbico aumentados. La invencion también proporciona métodos para la produccion de dichas plantas y
métodos de seleccidon de tales plantas. La invencién también proporciona métodos para identificar compuestos
herbicidas que inhiban la actividad de los polipéptidos de la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa de la invencién.

Las plantas de control adecuadas incluyen plantas no transformadas de la misma especie o variedad o plantas
transformadas con construcciones de control. Las plantas de control adecuadas no incluyen plantas con mutaciones
que den como resultado un contenido de la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa, actividad de la GDP-L-Galactosa
Guaniltransferasa o contenido en ascorbato disminuidos.

Los solicitantes también han identificado nuevos polinucledtidos (SEC ID N° 38 a 40) que codifican nuevos
polipéptido (SEC ID N° 25 a 27 respectivamente) que tienen actividad como GDP-D-Manosa epimerasas.

Los solicitantes han demostrado que todas las secuencias de polipéptidos descritas de la epimerasa (SEC ID N° 25
a 35) muestran conservacion de secuencias significativa y son variantes entre si. Los solicitantes también han
identificado dos unidades de secuencias polipeptidicas de consenso (SEC ID N° 36 y 37) ambos de los cuales estan
presentes en todas las secuencias de la GDP-D-Manosa epimerasa.

De manera similar, los solicitantes han demostrado que todas las secuencias de polinucleétidos de epimerasa
descritas (SEC ID N° 38 a 48) muestran conservacion de secuencias significativa y son variantes entre si.

La invencidon proporciona construccion genéticas, vectores y plantas que contienen las nuevas secuencias de
polinucledtidos (SEC ID N° 38 a 40) o secuencias que codifican las nuevas secuencias de polipéptidos (SEC ID N°
25 a 27). La invencion también proporciona plantas que comprenden la construccion genética y vectores de la
invencion.

La invencion proporciona plantas modificadas en actividad de la GDP-D-Manosa epimerasa, respecto a plantas de
control adecuadas, y plantas modificadas en contenido en acido ascoérbico respecto a plantas de control adecuadas.
La invencion proporciona plantas con actividad de la GDP-D-Manosa epimerasa y contenido en ascoérbico
aumentados.

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2543 130T3

La invencion también proporciona métodos para la produccion de tales plantas y métodos de seleccion de dichas
plantas. La invencién también proporciona métodos para identificar compuestos herbicidas que inhiban la actividad
de los polipéptidos de la GDP-D-Manosa epimerasa de la invencion.

Las plantas de control adecuadas incluyen plantas no transformadas de la misma especie o variedad o plantas
transformadas con construcciones de control.

Ademas, los solicitantes han demostrado que la expresion de una combinacién de GDP-D-Manosa epimerasa y
GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa en las plantas, da como resultado un aumento del contenido de ascorbato en
las plantas que es mayor que cuando cualquier enzima se expresa de manera individual. Ademas los solicitantes
han demostrado, que cuando ambas enzimas se sobreexpresan en una célula vegetal o planta, hay sinergia. El
aumento en ascorbato cuando ambas enzimas estan sobreexpresadas juntas en una planta, es mayor que el
aumento producido por la sobreexpresién de una enzima afadida al incremento en ascorbato producido por la
sobreexpresion de otra enzima. La invencion proporciona métodos para producir plantas con ascorbato aumentado,
en relacién a plantas de control, basandose en expresion de esta combinacion. La invencién proporciona plantas
producidas por el método. La invencién también proporciona plantas transformadas con ambas, una secuencia de
epimerasa y una de transferasa.

Métodos para aislar o producir polinucleétidos.

Las moléculas de polinucledtido de la invencion se pueden aislar usando una variedad de técnicas conocidas para
los expertos en la materia. Como ejemplo, tales polipéptidos se pueden aislar por el uso de la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) descrito en Mullis et al., Eds. 1.994 The Polimerase Chain Reaction,
Birkhauser. Los polipéptidos de la invencién se pueden multiplicar usando cebadores, como se define en la presente
memoria, procedentes de las secuencias de polinucleétidos de la invencion.

Métodos adicionales para aislar polinucleétidos de la invencion incluyen el uso de todos, o porciones de, los
polipéptidos con la secuencia explicada en la presente memoria como sondas de hibridacién. La técnica de hibridar
sondas de polinucledtidos etiquetados a polinucleétidos inmovilizados en soportes soélidos tales como filtros de
nitrocelulosa o membranas de nailon, se puede usar para investigar las bibliotecas genémicas o de ADNc. Las
condiciones de hibridacion y lavado ejemplares son: hibridacién durante 20 horas a 65°C en SSC X 5,0,
dodecilsulfato de sodio al 0,5%, disolucién de Denhardt X1; lavado (tres lavados de veinte minutos cada uno a
55°C) en SSC X 1,0, dodecilsulfato de sodio al 1% (p/v) y opcionalmente un lavado (durante veinte minutos) en SSC
X 0,5, dodecilsulfato de sodio al 1% (p/v), a 60°C. Un lavado mas opcional (durante veinte minutos) puede ser
realizado en las condiciones de SSC X 0,1, dodecilsulfato de sodio al 1% (p/v), a 60°C.

Los fragmentos de polinucledtidos de la invencién se pueden producir por técnicas conocidas en la técnica tales
como digestion de endonucleasa de restriccion, sintesis de oligonucleotidos y multiplicacion por PCR.

Se puede usar una secuencia de polinucledtidos parcial, en métodos conocidos en la técnica para identificar la
correspondiente secuencia de polinucledtidos de longitud completa. Tales métodos incluyen métodos basados en
PCR, 5'RACE (Frohman MA, 1.993, Methods Enzymol. 218: 340-56) y método basado en hibridacién, métodos
basados en ordenador/bases de datos. Ademas como ejemplo, PCR inversa permite la adquisicion de secuencias
desconocidas, flanqueo de las secuencias de polinucledtidos descritas en la presente memoria, iniciacion con
cebadores basandose en una region conocida (Triglia et al., 1.998, Nucleic Acids Res 16, 8.186. El método usa
diversas enzimas de restriccion para generar un fragmento adecuado en la regién conocida de un gen. El fragmento
se circulariza después por ligadura intramolecular y se usa como una plantilla de PCR. Se disefian cebadores
divergentes de la regién conocida. Para ensamblar fisicamente clones de longitud completa, se pueden utilizar
propuestas de biologia molecular (Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 Ed. Cold Spring
Harbor Press, 1.987).

Puede ser beneficioso, cuando se produce una planta transgénica de una especie particular, transformar dicha
planta con una secuencia o secuencias procedentes de esa especie. El beneficio puede ser aliviar las
preocupaciones del publico con respecto a la transformacion de especies cruzadas en la generacion de organismos
transgénicos. Adicionalmente cuando la regulacion hacia abajo de un gen es el resultado deseado, puede ser
necesario utilizar una secuencia idéntica (o al menos muy similar) a esa en la planta, para la que se desea expresion
reducida. Por esta razén entre otras, es deseable poder identificar y aislar ortélogos de un gen particular en varias
diferentes especies de plantas.

Las variantes (incluyendo ortélogos) se pueden identificar por los métodos descritos.
Métodos para identificar variantes.
Métodos fisicos.

Se pueden identificar polipéptidos de variantes usando métodos basados en PCR (Mullis et al., Eds. 1.994 The
Polimerase Chain Reaction, Birkhauser). Tipicamente, la secuencia de polinucleétidos de un cebador, util para
multiplicar variantes de moléculas de polinucleétidos de la invenciéon por PCR, puede estar basada en una secuencia
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que codifica una regién conservada de la correspondiente secuencia de aminoacidos.

Alternativamente, se pueden emplear métodos de investigacion de bibliotecas, conocidos por los expertos en la
materia (Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 Ed. Cold Spring Harbor Press, 1.987). Cuando
se identifican variantes de la secuencia de la sonda, la rigurosidad de la hibridacion y/o lavado se reducira
tipicamente relativamente a cuando se buscan correspondencias de secuencias exactas.

Las variantes de polipéptidos también se pueden identificar por métodos fisicos, por ejemplo por investigacion de
bibliotecas de expresion usando anticuerpos producidos contra polipéptidos de la invencion (Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 Ed. Cold Spring Harbor Press, 1.987) o por identificacion de polipéptidos
de fuentes naturales con la ayuda de tales anticuerpos.

Métodos basados en ordenador.

Las secuencias de variantes de la invencion, incluyendo variantes tanto de polinucleétidos como de polipéptidos,
también se pueden identificar por métodos basados en ordenador conocidos para los expertos en la materia, usando
algoritmos de alineamiento de secuencias de dominio publico y herramientas de investigacion de similitud de
secuencias para buscar bases de datos de secuencias (las bases de datos del dominio publico incluyen Genbank,
EMBL, Swiss-Prot, PER y otros). Véase, por ej., Nucleic Acids Res. 29: 1-10 and 11-16, 2.001 por ejemplos de
recursos en linea. Las busquedas de similitud recuperan y alinean secuencias fijadas como objetivo para
comparacién con una secuencia que se tiene que analizar (es decir, una secuencia de consulta). Los algoritmos de
comparacion de secuencias usan matrices de puntuacion para asignar una puntuacion total a cada una de las
alineaciones.

Una familia ejemplar de programas util para identificar variantes en bases de datos de secuencias es la serie de
programas BLAST (version 2.2.5 [Nov 2.002]) incluyendo BLASTN, BLASTP, BLASTX, tBLASTN y tBLASTX, que
estan disponibles al publico en (ftp:/ftp.ncbi.nih.gov/blast/) o del Centro Nacional para la Informacién de
Biotecnologia (NCBI, por sus siglas en inglés), Biblioteca Nacional de Medicina, Edificio 38A, Habitacion 8N805,
Betesda, MD 20894 USA. El servidor de NCBI también proporciona la facilidad de usar los programas para investigar
una serie de bases de datos de secuencias disponibles al publico. BLASTN compara una secuencia de consulta de
nucledtidos frente a una base de datos de secuencias de nucleétidos. BLASTP compara una secuencia de consulta
de aminoacidos frente a una base de datos de secuencias de proteinas. BLASTX compara una secuencia de
consulta de nucleédtidos traducida en todos los marcos de lectura frente a una base de datos de secuencias de
proteinas. tBLASTN compara una secuencia de consulta de proteinas frente a una base de datos de secuencias de
nucledtidos producida dinamicamente en todos los marcos de lectura. tBLASTX compara las traducciones de seis
marcos de una secuencia de consulta de nucledtidos frente a las traducciones de seis marcos de una base de datos
de secuencias de nucledtidos. Los programas BLAST se pueden usar con parametros por defecto o se pueden
modificar los parametros como se requiera para refinar la investigacion.

El uso de la familia de algoritmos BLAST, incluyendo BLASTN, BLASTP y BLASTX, se describe en la publicacion de
Altschul et al, Nucleic Acids Res. 25: 3.389-3.402, 1.997.

Los "éxitos" para una o mas secuencias de la base de datos por una secuencia consultada producida por BLASTN,
BLASTP, BLASTX, tBLASTN, tBLASTX, o un algoritmo similar, alinea o identifica porciones similares de las
secuencias. Los éxitos se ordenan por orden del grado de similitud y longitud de la secuencia superpuesta. Los
éxitos para una secuencia de base de datos generalmente representan una superposicion sobre sélo una fraccion de
la longitud de la secuencia de la secuencia consultada.

Los algoritmos BLASTN, BLASTP, BLASTX, tBLASTN y tBLASTX también producen valores "Esperados" para las
alineaciones. El Valor esperado (E) indica el numero de éxitos que se puede “esperar” observar por azar cuando se
busca en una base de datos del mismo tamafio conteniendo secuencias contiguas aleatorias. El Valor esperado se
usa como un umbral de significacion para determinar si el éxito para una base de datos indica verdadera similitud.
Por ejemplo, un Valor E de 0,1 asignado un éxito de polinucleétido se interpreta que significa que en una base de
datos del tamafio de la base de datos investigada, se puede esperar observar 0,1 correspondencias sobre la porcion
alineada de la secuencia con una puntuacion similar simplemente por azar. Para las secuencias que tienen un Valor
E de 0,01 o menor sobre porciones alineadas y correspondientes, la probabilidad de encontrar una correspondencia
por azar en esa base de datos es 1% o menor usando el algoritmo BLASTN, BLASTP, BLASTX, tBLASTN o
tBLASTX.

Las alineaciones de secuencias multiples de un grupo de secuencias relacionadas se puede llevar a cabo con
CLUSTALW (Thompson, J. D., Higgins, D. G. y Gibson, T. J. (1.994) CLUSTALW: improving the sensitivity of
progressive multiple sequence alignment through sequence weighting, positions-specific gap penalties and weight
matriz choice. Nucleic Acids Research, 22: 4.673-4.680, http://www-igbmc.u-strasbg.fr/Biolnfo/ClustalW/Top.html) o
T-COFFEE (Cedric Notredame, Desmond G. Higgins, Jaap Heringa, T-Coffee: A novel metod for fast and accurate
multiple sequence alignment, J. Mol. Biol. (2.000) 302: 205-217)) o PILEUP, que usa alineaciones par a par,
progresivas. (Feng y Dolittle, 1.987, J. Mol. Evol. 25, 351).
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Aplicaciones de programas informaticos de reconocimiento de patrones estan disponibles para buscar unidades o
secuencias firma. Por ejemplo, MEME (Multiple Em para Obtencién de Unidades, por sus siglas en inglés) encuentra
unidades y secuencias firma en una serie de secuencias y MAST (Alineacion de Unidades y Herramienta de
Busqueda, por sus siglas en inglés) usa estas unidades para identificar unidades similares o las mismas unidades en
secuencias consultadas. Los resultados de MAST se proporcionan como la serie de alineaciones con datos
estadisticos apropiados y una vision general visual de las unidades encontradas. MEME y MAST fueron
desarrolladas en la Universidad de California, San Diego.

PROSITE (Bairoch y Bucher, 1.994, Nucleic Acids Res. 22, 3.583; Hofmann et al., 1.999, Nucleic Acids Res. 27, 215)
es un método para identificar las funciones de proteinas no caracterizadas traducidas de secuencias gendmicas o de
secuencias de ADNc. La base de datos PROSITE (www.expasy.org/prosite) contiene patrones y perfiles
biolégicamente significativos y se disefia de manera que se puede usar con herramientas computacionales
apropiadas para asignar una nueva secuencia a una familia conocida de proteinas o para determinar que dominio o
dominios conocidos estan presentes en la secuencia (Falquet ef al., 2.002, Nucleic Acids Res. 30, 235). Prosearch
es una herramienta que puede investigar las bases de datos SWISS-PROT y EMBL con un patron de secuencia o
firma determinada.

Métodos para aislar polipéptidos.

Los polipéptidos de la invencion, incluyendo polipéptidos de variantes, se pueden preparar usando métodos de
sintesis de péptidos conocidos en la técnica tales como sintesis directa de péptidos usando técnicas de fase sélida
(por €j., Stewart et al., 1.969, en Solid-Phase Peptide Synthesis, WH Freeman Co, San Francisco California, o
sintesis automatizada, por ejemplo usando un Sintetizador de Péptidos Applied Byosystems 431A (Foster City,
California). También se pueden producir formas mutadas de los polipéptidos durante tales sintesis.

Los polipéptidos y polipéptidos de variantes de la invenciéon también se pueden purificar de fuentes naturales usando
una variedad de técnicas que son conocidas en la técnica (por ej., Deutscher, 1.990, Ed, Methods in Enzymology,
Vol. 182, Guide to Protein Purification,).

Alternativamente, los polipéptidos y polipéptidos de variantes de la invencion se pueden expresar de manera
recombinante en células huésped adecuadas y separar de las células como se discute a continuacion.

Métodos para producir construcciones y vectores.

Las construcciones genéticas de la presente invencién comprenden una o mas secuencias de polinucleétidos de la
invencion y/o polinucleétidos que codifican polipéptidos de la invenciéon y pueden ser utiles para transformar, por
ejemplo, bacterias, hongos, insectos, mamiferos u organismos vegetales. Las construcciones genéticas de la
invencién se destinan a incluir construcciones de expresiéon como se define en la presente memoria.

Los métodos para producir y usar construcciones y vectores genéticos son conocidos en la técnica y se describen en
general en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 Ed. Cold Spring Harbor Press, 1.987;
Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing, 1.987).

Métodos para producir células huésped que comprenden polinucleétidos, construcciones o vectores.

La invencion proporciona una célula huésped que comprende una construccion o vector genético de la invencion.
Las células huésped pueden proceder de, por ejemplo, bacterias, hongos, insectos, mamiferos u organismos
vegetales.

Las células huésped que comprenden construcciones genéticas, tales como construcciones de expresion, de la
invencion son Utiles en métodos conocidos en la técnica (por ej., Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 22 Ed. Cold Spring Harbor Press, 1.987; Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene
Publishing, 1.987) para produccién recombinante de polipéptidos de la invencion. Tales métodos pueden implicar el
cultivo de células huésped en un medio apropiado en condiciones adecuadas para o conducentes a expresion de un
polipéptido de la invencion. El polipéptido recombinante expresado, que opcionalmente puede ser segregado en el
cultivo, se puede separar después del medio, células huésped o medio de cultivo por métodos conocidos en la
técnica (por €j., Deutscher, Ed, 1.990, Methods in Enzymology, Vol 182, Guide to Protein Purification).

Métodos para producir células vegetales y plantas que comprenden construcciones y vectores.

La invencién proporciona ademas células vegetales que comprenden una construccion genética de la invencion y
células vegetales modificadas para modificar la expresion de un polinucledtido o polipéptido de la invencion. Las
plantas que comprenden tales células también forman un aspecto de la invencion.

La modificacion de la actividad de la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa y/o GDP-D-Manosa epimerasa y/o
contenido en acido ascorbico también se puede modificar en una planta por métodos de la invencion. Tales métodos
pueden implicar la transformacion de células vegetales y plantas, con una construcciéon de la invencion disefiada
para modificar la expresion de un polinucleétido o polipéptido que modula la actividad de la GDP-L-Galactosa
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Guaniltransferasa y/o la actividad de la GDP-D-Manosa epimerasa y/o contenido en acido ascorbico en tales células
vegetales y plantas. Dichos métodos también incluyen la transformacion de las células vegetales y las plantas con
una combinacion de la construccion de la invencién y otra u otras construcciones mas disefiadas para modificar la
expresion de uno o mas polinucledtidos o polipéptidos que modulan la actividad de la GDP-L-Galactosa
Guaniltransferasa y/o la actividad de la GDP-D-Manosa epimerasa y/o contenido en acido ascorbico en tales células
vegetales y plantas.

Los métodos para transformar las células vegetales, las plantas y porciones de las mismas con polipéptidos se
describen en Draper et al, 1.988, Plant Genetic Transformation and Gene Expresion. A Laboratory Manual.
Blackwell Sci. Pub. Oxford, pag. 365; Potrykus y Spangenburg, 1.995, Gene Transfer to Plants. Springer-Verlag,
Berlin.; y Gelvin et al., 1.993, Plant Molecular Biol. Manual. Kluwer Acad. Pub. Dordrecht. Se proporciona una
revision de plantas transgénicas, incluyendo técnicas de transformacion, en Galun y Breiman, 1.997, Transgenic
Plants. Imperial College Press, Londres.

Métodos para manipulacion genética de plantas.

Esta disponible una serie de estrategias de transformacién de plantas (por €j., Birch, 1.997, Ann Rev Plant Phys
Plant Mol Biol, 48, 297, Hellens RP, et al (2.000) Plant Mol Biol 42: 819-32, Hellens R et al Plant Meth 1: 13). Por
ejemplo, se pueden disefar estrategias para aumentar la expresion de un polinucleétido/polipéptido en una célula
vegetal, 6rgano y/o en una fase de desarrollo particular donde/cuando se exprese normalmente o para expresar de
manera ectopica un polinucledtido/polipéptido en una célula, tejido, érgano y/o en una fase de desarrollo particular
que/cuando no se exprese normalmente. El polinucleétido/polipéptido expresado puede proceder de las especies
vegetales que se tienen que transformar o puede proceder de una especie vegetal diferente.

Se pueden disefiar estrategias de transformacion para reducir la expresion de un polinucleétido/polipéptido en una
célula vegetal, tejido, érgano o en una fase de desarrollo particular que/cuando se expresa normalmente. Tales
estrategias son conocidas como estrategias de silenciacion de genes.

Las construcciones genéticas para expresion de genes en plantas transgénicas incluyen tipicamente promotores
para conducir la expresion de uno o mas polinucleétidos clonados, finalizadores y secuencias marcadoras
seleccionables para detectar la presencia de la construccion genética en la planta transformada.

Los promotores adecuados para uso en las construcciones de esta invencion son funcionales en una célula, tejido u
organo de una planta monocotiledénea o dicotiledénea e incluye promotores especificos de la célula, del tejido y del
organo, promotores especificos del ciclo celular, promotores temporales, promotores inducibles, promotores
constitutivos que son activos en la mayoria de los tejidos vegetales y promotores recombinantes. La eleccion de
promotor dependera de la expresion temporal y espacial del polinucleétido clonado, asi deseado. Los promotores
pueden ser esos normalmente asociados a un transgen de interés o promotores que proceden de genes de otras
plantas, virus y bacterias y hongos patégenos de plantas. Los expertos en la materia podran, sin experimentacion
excesiva, seleccionar promotores que sean adecuados para uso en la modificacion y modulacion de rasgos de
plantas usando construcciones genéticas que comprenden las secuencias de polinucleétidos de la invencion.
Ejemplos de promotores de plantas constitutivos incluyen el promotor CaMV 35S, el promotor de nopalina sintasa y
el promotor de octopina sintasa y el promotor de Ubi 1 de maiz. Los promotores de plantas que son activos en
tejidos especificos, responden a sefiales de desarrollo internas o tensiones abidticas o bidticas externas se
describen en la bibliografia cientifica. Se describen promotores ejemplares, por ejemplo, en la patente internacional
WO 02/00894).

Los finalizadores ejemplares que son usados cominmente en construccion genética de transformacién de plantas
incluyen, por ejemplo, el finalizador del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) 35S, los finalizadores de la nopalina
sintasa u octopina sintasa de Agrobacterium tumefaciens, el finalizador del gen zein de Zea mays, el finalizador de la
ADP-glucosa pirofosforilasa de Oryza sativa y el finalizador PI-Il de Solanum tuberosum.

Los marcadores seleccionables usados cominmente en transformacion de plantas incluyen el gen de la neomicina
fosfotransferasa Il (NPT Il) que confiere resistencia a la kanamicina, el gen aadA, que confiere resistencia a la
espectinomicina y estreptomicina, la fosfinotricina acetil transferasa (gen bar) para resistencia a Ignite (AgrEvo) y
Basta (Hoechst) y el gen de higromicina fosfotransferasa (hpt, por sus siglas en inglés) para resistencia a la
higromicina.

También se considera el uso de construcciones genéticas que comprende genes informadores (secuencias
codificadoras que expresan una actividad que es extrafia para el huésped, normalmente una actividad enzimatica y/o
una sefal visible (por €j., luciferasa, GUS, GFP) que se puede usar para analisis de expresion de promotor en
plantas y tejidos vegetales. La bibliografia de genes informadores se revisa en Herrera-Estrella et al., 1.993, Nature
303, 209 y Schrott, 1.995. En: Gene Transfer to Plants (Potrykus, T., Spangenberg. Eds) Springer Verlag. Berline,
pags. 325-336.

Las estrategias de silenciacion de genes se pueden centrar en el propio gen o elementos reguladores que efectien
la expresion del polipéptido codificado. “Elementos reguladores” se usa en la presente memoria en el sentido mas
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amplio posible e incluye otros genes que interactian con del gen de interés.

Las construcciones genéticas disefiadas para disminuir o silenciar la expresion de un polinucledtido/polipéptido de la
invencion pueden incluir una copia antisentido de un polinucleétido de la invenciéon. En dichas construcciones el
polinucledtido se pone en una orientacién antisentido con respecto al promotor y finalizador.

Un polinucleodtido “antisentido” se obtiene invirtiendo un polinucledtido o un segmento del polinucleétido de manera
que la transcripcion producida sea complementaria a la transcripcion del ARNm del gen, por €j.,

5'GATCTA 3' (hebra codificadora) 3'CTAGAT 5' (hebra complementaria)
3'CUAGAUS5' ARNm 5'GAUCUCG3' ARN antisentido

Las construcciones genéticas disefiadas para silenciar genes también pueden incluir una repeticion invertida. Una
“repeticion invertida” es una secuencia que se repite donde la segunda mitad de la repeticion es la hebra
complementaria, por €j.,

5’-GATCTA......... TAGATC-3’
3-CTAGAT......... ATCTAG-5’

La transcripcion formada puede experimentar apareamiento de bases complementarias para formar una estructura
de horquilla. Normalmente se requiere un espaciador de al menos 3-5 pb entre la region repetida para permitir la
formacion de horquilla.

Otra propuesta de silenciacion implica el uso de un ARN antisentido pequefio fijado como objetivo para la
transcripcion equivalente a un ARNmi (Llave et al., 2.002, Science 297, 2.053). El uso de un ARN antisentido
pequefio correspondiente a polinucleétido de la invencién se considera expresamente.

El término construccion genética como se usa en la presente memoria también incluye los ARN antisentido
pequenios y otros de tales polipéptidos que efectdan silenciacion de genes.

La transformacion con una construccion de expresion, como se define en la presente memoria, también puede dar
como resultado silenciacion de genes a través de un procedimiento conocido como supresion de sentido (por e€j.,
Napoli et al., 1.990, Plant Cell 2, 279; de Carvalho Niebel et al., 1.995, Plant Cell, 7, 347). En algunos casos la
supresion de sentido puede implicar sobreexpresion de la secuencia codificante completa o una parcial pero también
puede implicar expresion de region no codificante del gen, tal como un intrén o una regién no traducida 5' o 3' (UTR,
por sus siglas en inglés). Se pueden usar construcciones de sentido parcial quiméricas para silenciar de manera
coordinada multiples genes, (Abbott ef al., 2.002, Plant Physiol. 128 (3): 844-53; Jones et al., 1.998, Planta 204: 499-
505). El uso de tales estrategias de supresion de sentido para silenciar la expresion de un polinucledtido de la
invencion también se considera.

Los insertos de polinucleétidos en las construcciones genéticas disefiadas para silenciar genes pueden corresponder
a secuencias codificantes y/o secuencia no codificante, tal como promotor y/o intrén y/o secuencia 5' o 3' UTR o el
gen correspondiente.

Otras estrategias de silenciacion de genes incluyen propuestas negativas dominantes y el uso de construcciones de
ribozimas (Mclntyre, 1.996, Transgenic Res, 5, 257).

La silenciacion pretranscripcional se puede producir por mutacién del propio gen o sus elementos reguladores. Tales
mutaciones pueden incluir mutaciones puntuales, desplazamientos del marco de lectura, inserciones, supresiones y
sustituciones.

Lo siguiente son publicaciones representativas que describen protocolos de transformacion genética que se pueden
usar para transformar genéticamente las especies vegetales siguientes: Arroz (Alam et al., 1.999, Plant Cell Rep. 18,
572); apple (Yao et al., 1.995, Plant Cell Reports 14, 407-412); maiz (Patentes de EE.UU. N° de Serie 5.177.010 y
5.981.840); trigo (Ortiz et al, 1.996, Plant Cell Rep. 15, 1.996, 877); tomate (Patente de EE.UU. N° de Serie
5.159.135); patata (Kumar et al., 1.996 Plant J. 9,: 821); mandioca (Li et al., 1.996 Nat. Biotechnology 14, 736);
lechuga (Michelmore et al., 1.987, Plant Cell Rep. 6, 439); tabaco (Horsch et al., 1.985, Science 227, 1.229);
algodén (Patentes de EE.UU. N° de Serie 5.846.797 y 5.004.863); pasto (Patentes de EE.UU. N° 5.187.073 y
6.020.539); menta (Niu et al., 1.998, Plant Cell Rep. 17, 165); plantas de citricos (Pena et al., 1.995, Plant Sci. 104,
183); comino (Krens et al., 1.997, Plant Cell Rep, 17, 39); banana (Patente de EE.UU. N° de Serie 5.792.935); soja
(Patentes de EE.UU. N° 5.416.011; 5.569.834; 5.824.877; 5.563.04455 y 5.968.830); pifia (Patente de EE.UU. N° de
Serie 5.952.543); chopo (Patente de EE.UU. N° 4.795.855); monocotiledéneas en general (Patentes de EE.UU. N°
5.591.616 y 6.037.522); brassica (Patentes de EE.UU. N° 5.188.958 ; 5.463.174 y 5.750.871); cereales (Patente de
EE.UU. N° 6.074.877); pera (Matsuda et al., 2.005, Plant Cell Rep. 24 (1): 45-51); Prunus (Ramesh et al., 2.006 Plant
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Cell Rep. 25 (8): 821-8; Song y Sink 2.005 Plant Cell Rep. 2.006; 25 (2): 117-23; Gonzalez Padilla et al., 2.003 Plant
Cell Rep. 22 (1): 38-45); fresa (Osumi et al., 2.006 Planta. 223 (6): 1.219-30; Folta et al., 2.006 Planta Apr 14; PMID:
16614818), rosa (Li et al., 2.003), Rubus (Graham et al., 1.995 Methods Mol Biol. 1.995; 44: 129-33), tomate (Dan et
al., 2.006, Plant Cell Reports V25: 432-441), manzana (Yao et al., 1.995, Plant Cell Rep. 14, 407-412) y Actinidia
eriantha (Wang et al., 2.006, Plant Cell Rep. 25, 5: 425-31). La transformacion de otras especies también se
considera por la invencion. Métodos y protocolos adecuados estan disponibles en la bibliografia cientifica.

Se pueden emplear diversos métodos adicionales conocidos en la técnica para modificar la expresién de un
nucledtido y/o polipéptido de la invencion. Tales métodos incluyen, pero no se limitan a, Tilling (Till et al., 2.003,
Methods Mol Biol, 2%, 205), denominados tecnologia "Deletagene” (Li et al., 2.001, Plant Journal 27 (3), 235) y el
uso de factores de transcripcion artificiales tales como factores de transcripcion con dedo de cinc sintéticos (por €j.,
Jouvenot et al., 2.003, Gene Therapy 10, 513). Adicionalmente, anticuerpos o fragmentos de los mismos, fijados
como objetivo a un polipéptido particular también se pueden expresar en plantas para modular la actividad de ese
polipéptido (Jobling et al., 2.003, Nat. Biotechnol., 21 (1), 35). También se pueden aplicar propuestas de marcado
con transposén. Adicionalmente, los péptidos que interactian con un polipéptido de la invencién se pueden
identificar por tecnologias tales como indicador de fase (Dyax Corporation). Dichos péptidos que interactian se
pueden expresar en o aplicar a una planta para afectar a la actividad de un polipéptido de la invencién. El uso de
cada una de las propuestas anteriores en la modificacion de la expresion de un nucleétido y/o polipéptido de la
invencion se considera especificamente.

Métodos de seleccién de plantas.

También se proporcionan métodos para seleccionar plantas con actividad de la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa
y/o actividad de la GDP-D-Manosa epimerasa y/o contenido en ascorbato modificados. Tales métodos implican
ensayar en plantas alteraciones de la expresion de un polinucleétido o polipéptido de la invencién. Dichos métodos
se pueden aplicar a una edad joven o fase de desarrollo temprana cuando la actividad de la GDP-L-Galactosa
Guaniltransferasa y/o actividad de la GDP-D-Manosa epimerasa y/o el contenido en ascorbato modificados pueden
no ser facilmente medibles necesariamente.

La expresion de un polinucledtido, tal como un ARN mensajero, con frecuencia se usan como un indicador the
expresion de un polipéptido correspondiente. Métodos ejemplares para medir la expresion de un polinucleétido
incluyen, pero no se limitan A, analisis por el método Northern, RT-PCR y andlisis dot-blot (Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 Ed. Cold Spring Harbor Press, 1.987). Los polinucleétidos o porciones
de los polinucledtidos de la invenciéon son Utiles asi como sondas o cebadores, como se define en la presente
memoria, en métodos para identificacién de plantas con niveles modificados de la actividad de la GDP-L-Galactosa
Guaniltransferasa, la actividad de la GDP-D-Manosa epimerasa o ascorbato. Los polinucleétidos de la invencion se
pueden usar como sondas en experimentos de hibridacién o como cebadores en experimentos basados en PCR,
disefiados para identificar tales plantas.

Alternativamente, se pueden producir anticuerpos contra polipéptidos de la invencién. Métodos para producir y usar
anticuerpos como estandar en la técnica (véase por ejemplo: Antibodies, A Laboratory Manual, Harlow a Lane, Eds,
Cold Spring Harbour Laboratory, 1.998). Tales anticuerpos se pueden usar en métodos para detectar la expresion
modificada de polipéptidos que modulan el tamafio de las flores en las plantas. Tales métodos pueden incluir analisis
ELISA (Kemeny, 1.991, A Practical Guide to ELISA, NY Pergamon Press) y Western (Towbin & Gordon, 1.994, J
Immunol Methods, 72, 313).

Estas propuestas para analisis de expresion de polinucleétidos o polipéptidos y la seleccién de plantas con actividad
de la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa, actividad de la GDP-D-Manosa epimerasa o contenido en ascorbato,
modificados, son utiles en los programas de reproduccion convencionales para producir variedades con actividad de
la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa, actividad de la GDP-D-Manosa epimerasa o contenido en ascorbato,
modificados.

Plantas

El término "planta" se destina a incluir una planta completa, cualquier parte de una planta, propagulos y progenie de
una planta.

El término “propagulo” significa cualquier parte de una planta que se puede usar en reproduccion o propagacion,
sexual o asexual, incluyendo semillas y esquejes.

Las plantas de la invencion se pueden cultivar y autosembrar o cruzar con una cepa de planta diferente y se pueden
identificar los hibridos resultantes, con las caracteristicas de fenotipo deseadas. Se pueden cultivar dos o0 mas
generaciones para asegurar que las caracteristicas fenotipicas objeto se mantengan y se hereden de manera
estable. Las plantas que resultan de dichas propuestas de reproduccion clasicas también forman un aspecto de la
presente invencion.

La modificacion de la actividad de la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa y/o la actividad de la GDP-D-Manosa
epimerasa y/o contenido en acido ascorbico también se puede modificar en una planta por métodos de la invencion.
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Tales métodos pueden implicar la transformacion de células vegetales y plantas, con una construcciéon de la
invencién disefiada para modificar la expresiéon de un polinucleétido o polipéptido que module la actividad de la GDP-
L-Galactosa Guaniltransferasa y/o la actividad de la GDP-D-Manosa epimerasa y/o contenido en acido ascorbico en
dichas células vegetales y plantas. Tales métodos pueden incluir la transformacion de células vegetales y plantas
con una combinacioén de la construccion de la invencioén y otra u otras construcciones mas disefiadas para modificar
la expresién de uno o mas polinucledtidos o polipéptidos que modulan la actividad de la GDP-L-Galactosa
Guaniltransferasa y/o la actividad de la GDP-D-Manosa epimerasa y/o el contenido en acido ascorbico en dichas
células vegetales y plantas.

Métodos para extraer medir ascorbato de plantas.

También se proporcionan métodos para la produccion de ascorbato por extraccion de ascorbato de una planta de la
invencion. Se puede extraer ascorbato de las plantas como sigue:

Se muelen muestras de tejido congeladas a un polvo fino en un Cryomill a la temperatura de nitrodgeno liquido.
Aproximadamente 200 mg de tejido en polvo congelado se suspenden después en 4 volimenes de HCI 0,5 N que
contienen TCEP 4 mM (Pierce), se someten a agitadora vorticial durante 20 s y se incuban en un bloque térmico
durante 2 h a 40°C. Se usa TCEP en la disolucion de extraccion, debido a que es un agente reductor mas eficaz en
condiciones acidas que DTT, asegurando que toda la vitamina C esta en la forma reducida de acido ascérbico. Se
centrifuga el extracto a 4°C y se inyectan veinte ul del sobrenadante en una columna de HPLC Aminex HPX-87H de
7,8 x 300 mm (BioRad). Se hace funcionar la columna con H>SO4 2,8 mM, a un caudal de 0,6 ml/min y se calcula la
cantidad de acido ascorbico a partir de la absorbancia a 245 nm (tiempo de retencién 9,6 min), usando acido
ascorbico (Sigma St Louis) como un patrén. Si autentificada el pico como acido ascoérbico mostrando que se degrada
completamente por la ascorbato oxidasa a pH 5,5.

Este método se puede realizar a mayor escala para extraccion de ascorbato a mayor escala usando propuestas
conocidas para los expertos en la materia.

Métodos de deteccion sistematica de herbicidas.

Se puede identificar sistematicamente cualquier compuesto con un herbicida candidato usando los métodos de la
invencion. Ejemplos de compuestos que se podian identificar sistematicamente incluyen compuestos inorganicos y
organico tales como, pero no limitandose a, aminoacidos, péptidos, proteinas, nucledtidos, acidos nucleicos,
glicoconjugados, oligosacaridos, lipidos, alcoholes, tioles, aldehidos, alquilantes, éteres carboénicos, hidrazidas,
hidracinas, cetonas, nitrilos, aminas, sulfocloruros, triazinas, piperizinas, sulfonamidas y similares. Preferiblemente
se identifican sistematicamente bibliotecas de compuestos en los métodos en la presente memoria. Los métodos
para sintetizar y detectar sistematicamente bibliotecas de compuestos son conocidos para los expertos en la
materia. Véanse por ejemplo, las Patentes de EE.UU. N° 5.463.564; 5.574.656; 5.684.711 y 5.901.069.

Los métodos para identificar compuestos que se unen a tales polipéptidos son conocidos y se describen por ejemplo
en la patente internacional WO 03/077648. Los métodos para medir la actividad de los polipéptidos de la invencion
se describen en los Ejemplos proporcionados en la presente memoria.

También se puede decir ampliamente que esta invencion consta de las partes, elementos y caracteristicas referidos
o indicados en la memoria descriptiva de la solicitud, de manera individual o de manera colectiva, y cualquier
combinacion o todas las combinaciones de dos o mas cualesquiera de dichas partes, elementos o caracteristicas, y
donde se mencionen nimeros enteros especificos en la presente memoria que tengan equivalentes conocidos en la
técnica a la que se refiere esta invencion, se estima que dichos equivalentes conocidos se incorporan en la presente
memoria como si se explicara individualmente.

Breve descripcion de los dibujos
La presente invencion se entendera mejor con referencia a los dibujos adjuntos en que:

La Figura 1 muestra una alineacion de la secuencia VTC2 de Arabidopsis thaliana con la secuencia 319998
'Hort16A’ de Actinidia chinensis y una segunda secuencia A. thaliana, At5g55120. También se alinea la enzima
At5g18200 de Arabidopsis (que codifica una UDP-glucosa-hexosa-1 -fosfato uridililtransferasa putativa (EC-Numero
2.7.7.12)) y la proteina de ratén no identificada Mm_74150758 (el niumero es el nimero de acceso GenBank). Se
muestran restos alineados idénticos en las cinco secuencias en gris oscuro, restos similares en gris claro. Las
secuencias se alinearon usando Clustal X (Jeanmougin et al., 1.998) con algun ajuste manual. La secuencia de
triada HIT se identifica en ~ el resto de aminoacidos 250.

La Figura 2 muestra la respuesta de la GDP-Manosa-1-P Guaniltransferasa del kiwi, EST 319998 (SEC ID N° 1/14),
a GDP-L-Galactosa. La GDP-L-Galactosa se hizo de GDP-D-Manosa usando la epimerasa como se describe en los
métodos y la concentracion de la mezcla que fue GDP-L-Galactosa determinado por HPLC. Los ensayos se
realizaron usando el ensayo acoplado continuo usando 0,029 ug de enzima por ensayo. La concentracion de
Manosa-1-P fue MgCl» 0,93 mM y 1,87 mM. Otras condiciones fueron como se describe en el texto. Los parados
representan de reaccion menos el fondo producido sin manosa-1-P. Los triangulos representan los valores de fondo
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usando extracto E coli purificados HisTrap (0,006 ug) expresando un vector PET30a vacio. (transcursos del tiempo
319998 11 10 06.xIs).

La Figura 3 muestra la respuesta de la enzima, EST319998 (SEC ID N° 1/14) a potenciales guanil-aceptores. Se
llevaron a cabo los ensayos usando el ensayo acoplado continuo con concentraciones variables de fosfato
inorganico (cuadrado), pirofosfato inorganico (circulo) o D-Manosa-1-P (triangulo) como el aceptor de guanilo. Los
valores vamax fueron 0,12 + 0,03, 0,032 + 0,002 y 0,17 + 0,009 nmoles s ug” de proteina para los sustratos fosfato,
pirofosfato y D-manosa-1-P, respectivamente. Los valores KM fueron 4,4 + 2; 0,16 + 0,05 y 0,11 + 0,03 mM,
respectivamente. Se llevaron a cabo los ensayos tres veces con resultados similares.

La Figura 4 muestra el efecto de EST 319998 de kiwi expresado de manera transitoria (SEC ID N° 1) sobre
contenido de ascorbato y actividad enzimatica en hojas de tabaco. Véanse métodos para detalles. Las barras
blancas representan concentracion de ascorbato (expresado sobre una base de peso fresco) en la hoja, las barras
negras la actividad de la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa (expresado sobre una base de g de proteina). L1, L2 y
L3 representan tres hojas de la parte de arriba que se inyectaron. Las barras de error son el error estandar de la
media (n=3 a 6).

La Figura 5 muestra reacciones que convierten D-Manosa-1-Fosfato en L-Galactosa-1-Fosfato.

La Figura 6 muestra una alineacion de un intervalo de secuencias con similitud significativa a At4g26850. Las
alineaciones de realizaron usando ClustalX (I). 244893_Ac y 319998_Ac son ESTs de Actinidia chinensis, 24547 _Ae
y 276582_Ae ESTs de A. eriantha, 82552_Md un EST de Malus x domesticus, 315905_Ms un EST de M. sieboldii
(manzana silvestre) At4g26850 es VTC2 de Arabidopsis thaliana y At5g55120 es un homodlogo también de A.
thaliana. BT013858_Le es una traduccién de una entrada de ADN Genbank de tomate (Lycopersicon esculentum),
0s12g0190000 es una secuencia de Oryza sativa (arroz). Contig_St es un contig se reunié a partir de 95% de
solapamientos idénticos de EST de Solanum tuberosum (patata) identificados Genbank.

La Figura 7 muestra % de identidad entre las secuencias alineadas en la Figura 6.

La Figura 8 muestra un arbol sin raices de secuencias alineadas anteriormenteque muestra agrupamientos de las
secuencias de diferentes especies.

La Figura 9 muestra alineaciones (usando ClustalX) de secuencias codificantes de polinucleétidos, que codifican las
secuencias de polipéptidos alineadas en la Figura 6.

La Figura 10 muestra identidades en porcentaje entre las secuencias que codifican polinucledtidos alineadas en la
Figura 9.

La Figura 11 muestra una alineacion de las secuencias de polipéptidos de la GDP-D-Manosa epimerasa de SEC ID
N° 25 a 35. Se muestran restos alineados idénticos en las cuatro secuencias en gris oscuro, restos similares en gris
claro. Las secuencias fueron alineadas usando Clustal X (Jeanmougin et al., 1.998).

La Figura 12 muestra % de identidad de secuencias entre las secuencias alineadas en la Figura 1.

La Figura 13 muestra una alineacion (usando ClustalX) de secuencias de polinucleétidos de epimerasa de SEC ID
N°5a 8.

La Figura 14 muestra % de identidad entre las secuencias de polinucleétidos de epimerasa de SEC ID N° 25 a 28.

La Figura 15 muestra ascorbato en hojas de tabaco como una funciéon de la cantidad de la GDP-L-Glactosa
Guaniltransferasa (319998) y epimerasa (169164) inyectada en la hoja. Se transformé tabaco de manera transitoria
con Agrobacterium que contenia uno de cualquiera de los dos genes. Se mezclaron cantidades diferentes antes de
inyeccion, se afadié una cantidad constante de Agrobacterium que contenia P19 y se completd el volumen a un
nivel constante para todas las mezclas. Se midi6 el ascorbato después de ~8 dias. la valoracion de epimerasa (A) y
transferasa (B) se muestra a diferentes niveles del otro gen.

La Figura 16 muestra niveles de ascorbato en hojas de tabaco transformado de manera transitoria con un intervalo
de construcciones de GDP-L-Glactosa Guaniltransferasa y epimerasa.

La Figura 17 muestra niveles de ascorbato en hojas de tabaco transformado de manera transitoria con una GDP-L-
Glactosa Guaniltransferasa especializada.

La Figura 18 muestra segregacion de resistencia a la kanamicina en lineas de Arabidopsis transformadas de GDP-L-
Glactosa Guaniltransferasa 319998. Se cultivaron semillas en placas de Kanamicina se contaron los nimeros de
semillas germinadas verdes y muertas. Verdadero =copia multiple, Falso =copia Unica. Los numeros en negrita
fueron llevados sobre la segunda generacion (Tabla 3).

La Figura 19 muestra lineas de segunda generacion de Arabidopsis transformada de GDP-L-Glactosa
Guaniltransferasa 319998 que muestra incidencia de ascorbato alto en hojas. Todas las plantas se seleccionaron
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como resistentes a la Kanamicina. Los nimeros entre paréntesis son errores estandar de la media. Ascorbato (ASC)
en mg/100 g.

La Figura 20 muestra lineas de tercera generacion de Arabidopsis transformada de GDP-L-Glactosa
Guaniltransferasa 319998 que muestran incidencia de ascorbato alto en hojas. Todas las plantas se seleccionaron
como resistentes a Kanamicina. Los numeros entre paréntesis son errores estandar de la media. Ascorbato (ASC)
en mg/100 g.

La Figura 21 muestra expresion de genes y concentraciones de ascorbato de hoja en lineas de Arabidopsis
transformada de GDP-L-Glactosa Guaniltransferasa 319998. Se midio la expresién de los genes por gPCR en linea
seleccionadas.

La Figura 22 muestra niveles de ascorbato en tabaco transformado de GDP-L-Glactosa Guaniltransferasa 319998 de
manera estable y expresion de genes. Se llevo a cabo PCR usando técnicas cualitativas.

La Figura 23 muestra actividades enzimaticas de la GDP-L-Glactosa Guaniltransferasa observadas con enzima
expresada en E coli. Los ensayos se realizaron en una lector de placas Victor antiguo ("antiguo " usando un factor de
correccion de 0,000254517 nmoles/F para convertir unidades de fluorescencia en nmoles) o en un Victor 3 mas
nuevo ("nuevo" factor de correccion 2,6565E-05 nmoles/F) a 20 C.

Ejemplos
La invencion se ilustrara ahora con referencia al siguiente ejemplo no limitante.
Ejemplo 1: Identificacion de un homalogo putativo de Arabidopsis thaliana Atdg 26850 de kiwi.

Las busquedas con Blast usando At4g26850 de una base de datos EST Actinidia patentado del Instituto de
Investigacion Horticola y Alimentaria de Nueva Zelanda reveld 120 ESTs con homologia a AT4g26850 de un total de
mas de 132.000 ESTs. Esto procedié de un intervalo de tejidos incluyendo pétalos, fruto, yemas y meristemas y
hojas. Los solicitantes seleccionaron EST 319998 de una biblioteca de fruta joven de Actinidia chinensis. Las dos
proteinas de Arabidopsis y la proteina de kiwi mostraron 71 a 75 porciento de identidad entre si. Las secuencias
fueron alineadas usando ClustalX (Clustal X (Jeanmougin et al., 1.998) como se muestra en la Figura 1.

Ejemplo 2: Uso de analisis bioinformatico para revelar una funciéon putativa para At 4g 26850 como una GDP-L-
Galactosa-Guaniltransferasa.

Similitud y busquedas de unidades.

PSI Blast (Altschul et al., 1.997; Schaffer et al., 2.001) fue realizado para 6+ iteraciones y se examinaron ademas los
genes identificados por sus anotaciones. La busqueda de unidades se realizé usando MEME (Bailey y Elkan, 1.994)
usando una serie de genes como entrada seleccionada (At4g26850 y miembros de HIT incluyendo GalT).

Por busquedas de BLASTp para genes que codifican proteinas similares a la secuencia de proteinas prevista del
gen de Arabidopsis At4g26850 no caracterizado, los solicitantes detectaron inicialmente solo otros genes breath de
plantas que también fueron anotados como similares a At4g26850. Sin embargo, adicionalmente en la lista de genes
igualados habia miembros de la familia Interpro HIT (IPR001310) de proteinas, que son caracterizados como
proteinas de unién de nucledtidos e hidrolasas. La familia incluye diadenosina tetrafosfato (Ap4A) hidrolasa y GalT
(D-Galactosa-1 -fosfato uridil transferasa, clase |) (Brenner, 2.002). Por ejemplo, un gen de rata perteneciente a esta
familia GalT mostré un valor esperado de 1E-37 con 30% de identidad y 48% de similitud sobre 364 restos de
At4g26850. Estas proteinas HIT se caracterizan normalmente por la unidad HXHXH (donde X es un aminoacido
hidréfobo) aunque el subgrupo de GalT (también interpro IPR001937) presenta la unidad relacionada HXHXQ. Se ha
demostrado que GalT es un miembro de la familia HIT de proteinas basado en analisis estructural (Brenner et al.,
1.997).

Los solicitantes refinaron esta busqueda usando PSI-BLAST (Altschul et al., 1.997; Schaffer et al., 2.001) y una
categoria principal de secuencias alineadas fueron miembros de la familia HIT. Por ejemplo, después de 6
iteraciones, la primera secuencia alineada no planta fue un gen humano (Genbank 34527348) con 28% de identidad
, 47% de similitud (de un total de 373 restos) y un valor esperado de 2E-99. Se encontraron alineaciones similares
para genes de una serie de especies de mamiferos, todas con valores E < 2E-93 y descripciones Diadenosina
tetrafosfato (Ap4A) hidrolasa y otras hidrolasas de la familia HIT. A menos similitud, los solicitantes observaron un
grupo de ATP proteinas de tipo adenililtransferasa (expecto >E-70). A valores esperados mayores (>1E-10) los
solicitantes encontraron después genes adicionales con anotaciones HIT.

Los solicitantes usaron después un grupo seleccionado de miembros interpro IPR001310 del grupo HIT, mas
AT4926850, At4g26850 y EST 319998 (véase la tabla 1) y buscaron unidades usando el sitio web de MEME
http://meme.sdsc.edu (Bailey y Elkan, 1.994). Los solicitantes identificaron seis unidades significativas que
estuvieron presentes en las cinco secuencias de plantas. Cinco de estas unidades que estaban presentes en cuatro
secuencias de animales y la secuencia de animal restante presentaron cuatro unidades (Tabla 1). Esto muestra que
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estas proteinas estan claramente relacionadas y pertenecen a la superfamilia HIT.

Tabla I. Unidades presentes en un intervalo seleccionado de homologos para kiwi es 319998.

Acceso Descripcion Valor E Longitud [Unidad (en orden lineal)
Genbank
2 5 3 1 6 4

At4g26850 |Arabidopsis 9,00E-228 |442 + + + + + +
thalianaVTC2

At5g55120 |Arabidopsis 1,10E-226 (431 + + + + + +
thaliana

319998 Enzima de kiwi|3,30E-225 |450 + + + + + +
usada en este
documento

ABA96028 |tipo VTC2 de arroz |3,30E-210 [438 + + + + + +

NP_915203 |Proteina sin|{2,40E-156 | 352 + + + + + +
nombre de arroz

BAC85370 |Proteina sin|{4,30E-140 | 385 + + + + +
nombre de Homo
sapiens HIT

BAE25508 Proteina sin|5,00E-139 | 386 + + + + +

nombre de Mus
musculus HIT

XP_689388 |[Tipo VTC2 Danio|3,70E-138 |343 + + + + +
rerio

AAI21599 Proteina sin|7,60E-135 (399 + + + + +
nombre  Xenopus
tropicalis

CAGO03444 |Proteina sin|1,80E-102 (288 + + + +
nombre Tetraodon
nigroviridis

La unidad 1 incluia el patrén de diagnéstico HxHxQ (de HxHxH) (véase la Figura 1). Curiosamente, la subfamilia de
GalT de la familia HIT también comparte este patron HxHxQ, aunque no se pudieron descubrir unidades en comun
con esta secuencia.

De estos analisis bioinformaticos, parece posible que el gen responsable del VTC2 mutante de acido ascoérbico
(At4g26850) y su homologo de kiwi codificaran una guaniltransferasa.

Ejemplo 3: Expresion de EST 319998 de GDP-L-Glactosa guaniltransferasa de kiwi y At4g26850 de Arabidopsis
thaliana en E. coli y caracterizacion de actividad enzimatica.

Materiales y métodos

Expresion de genes en E. coli. EST 319998 de fruta joven de Actinidia chinensis y At4g26850 se clonaron cada uno
en pET30A (Novagene, USA), se comprobo su secuencia y se expreso en E. coli. La etiqueta del N terminal Hisg se
uso para purificar la proteina. Se expres6 un control de vector vacio y se purificé en paralelo. Las técnicas fueron
esencialmente como se describié anteriormente (Laing et al., 2.004). En gran parte de este trabajo se purificd
ademas la proteina His en una columna de 5 ml HiTrap Q FF (GE Healthcare), y se tuvieron idénticos resultados con
ambas preparaciones.

Enzimas de acoplamiento:

Se cloné L-Galactosa deshidrogenasa (acceso GenBank AA018639 (EST 56121) 1,5 ug/ensayo) de un EST

procedente de una biblioteca de yemas brotadas de A. deliciosa (kiwi) con una presecuencia de proteinas de union

a maltosa y se ensay6 como se describié previamente (Laing et al., 2.004). Se clon6 L-Galactosa-1-Fosfato
35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2543 130T3

fosfatasa, de Arabidopsis thaliana (At3g02870, 3,1 ug/ensayo) y se ensayé como se describe (Laing et al., 2.004).
Se cloné GDP-D-Manosa 3',5'-Epimerasa (198296) de yemas latentes de kiwi (A. deliciosa) tres dias después de
tratamiento con cianamida de hidrégeno y se ensayd como se describe (Wolucka et al., 2.001). Las dos enzimas
primeras son altamente especificas en cuanto a sus sustratos (Laing et al., 2.004; Laing et al., 2.004).

GDP-L-Galactosa (~ 50% pura, contaminada con los productos descompuestos GDP y L-Galactosa-1-Fosfato como
se muestra por HPLC y LCMS) y L-Galactosa-1-Fosfato se adquirieron de Glycoteam, Hamburg, Alemania. Los
solicitantes encontraron que la GDP-L-Galactosa era la vil extremadamente acida no intentaron purificarla mas. Se
adquirieron otros productos bioquimicos de Sigma.

Ensayos de actividad:

Se realizé el ensayo para GDP-L-Galactosa-1-Fosfato Guaniltransferasa en TrisCl 20 mM, pH 8,0, GDP-L-
Galactosa, con D-Manosa-1-Fosfato 1 mM. Se usé GDP-L-Galactosa directamente del producto Glycoteam (en cuyo
caso se observaron altos fondos debido a L-Galactosa-1-Fosfato contaminante) o se gener6 GDP-L-Galactosa
usando la epimerasa. En el ultimo caso, se incubaron 0,21 mg de epimerasa con GDP-D-Manosa en Tris Cl 20 mM
pH 8 en un volumen total de 400 ul (véase Wolucka et al., 2.001) durante 30 minutos a 20C y después se uso
directamente en el ensayo a una dilucion 1 a 20. Se terminaron los ensayos después de 10 minutos por
calentamiento a 100 °C durante tres minutos o directamente acoplado a la fosfatasa y L-Galactosa deshidrogenasa
para medir la formacion de producto durante el ensayo. Los ensayos terminados con calor se enfriaron sobre hielo,
se centrifugaron para eliminar la proteina precipitada y se ensay6é L-Galactosa usando las enzimas de acoplamiento
descritas anteriormente (véase también (Laing et al., 2.004)). Los ensayos para L-Galactosa fueron lineales con L-
Galactosa-1-Fosfato afiadido por el intervalo medido. Se realizaron fondos usando el control de vector vacio, que
proporciona el mismo resultado que un control de enzima hervida.

Como un ensayo alternativo, se usé6 LCMS para identificar la reaccion delantera descrita anteriormente asi como
medir la reaccion de la pirofosforilasa inversa donde se incubaron GTP (1 mM) y L-Galactosa-1-Fosfato como
anteriormente y siguid la formaciéon de GDP-L-Galactosa. Se separaron GDP-D-Manosa y GDP-L-Galactosa por
HPLC antes de MS. LC-MS empled un espectrometro de masas de trampa de iones lineal LTQ provisto de una
interfase ESI (ThermoQuest, Finnigan, San Jose, CA, USA) acoplado a un EttanTM MDLC (GE Healthcare Bio-
Sciences). La separacion de GDP-D-Manosa y GDP- L-Galactosa se consiguié usando una columna Hypercarb
(Thermo Electron, USA), 100 x 2,1 mm mantenida a 40 °C. Los disolventes fueron (A) acetato de amonio 50 mMy
(B) acetonitrilo y el caudal fue 200 ul/min. La fase movil inicial, se mantuvo al 5% de B durante 3 min, después en
gradiente positivo de manera lineal a 20% de B a 11 min, mantenido durante 5 min, después en gradiente positivo,
de manera lineal a 70% de B a 19 min y mantenido durante 5 min antes de restablecimiento de las condiciones
originales. Los tiempos de retencion para GDP-D-Manosa y GDP-L-Galactosa fueron 16,8 min y 17,5 min,
respectivamente.

Se adquirieron datos de MS en el modo negativo usando tanto un método de control de la reaccion selectivo (SRM,
por sus siglas en inglés) SRM m/z 604 > m/z 344, 362, 424, 442 como un método de control de iones seleccionados
(SIM, por sus siglas en inglés) SIM m/z 604. Este método SIM controla sélo el ién (M-H)- para la GDP-D-Manosa y
GDP-L-Galactosa mientras el método SRM controla los iones producto distintivos formados por fragmentacion del
ion precursor (M-H)- para ambos compuestos. Ambos métodos maximizan la sensibilidad investigando cualquier
ruido quimico de otros compuestos presentes. El voltaje ESI, temperatura capilar, presion del gas de la envoltura,
gas de barrido y gas auxiliar se fijaron a -10 V, 350° C, 172 kPa (25 psi), 221 kPa (3 psi) y 221 kPa (3 psi),
respectivamente. La separacion de D-Manosa-1-Fosfato y L-Galactosa-1-Fosfato se consiguié isocraticamente
usando una columna Hypercarb (Thermo Electron, USA), 100 x 2,1 mm mantenida a 40°C. Los disolventes fueron
(A) acetato de amonio 20 mM y (B) metanol y el caudal fue 200 ul/min. Usando una fase moévil de 2% de B los
tiempos de retencion para D-Manosa-1-Fosfato y L-Galactosa-1-Fosfato fueron 4,3 min y 4,9 min, respectivamente.
Se adquirieron datos de MS en el modo negativo usando ambos un método de control de la reaccion selectivo
(SRM) SRM m/z 259 > m/z 79, 97 y un método de control de iones seleccionados (SIM) SIM m/z 259.

Se midio la actividad de la transferasa en hojas de tabaco por extraccion de hojas molidas en nitrégeno liquido en
aproximadamente cinco volumenes de TrisCl pH 8,0, DTT 2 mM y AEDT 1 mM, centrifugacion, desalacion del
sobrenadante usando una columna de desalacién NAP equilibrada con el mismo tampdn y ensayando la enzima
usando el ensayo acoplado descrito anteriormente. Se midi6 la proteina en los extractos usando el ensayo Biorad
Bradford Coumassie (Bradford, 1.976) usando BSA como un estandar.

Resultados

Los solicitantes expresaron estos genes en E. coli en el vector pET30 y purificaron la proteina usando la etiqueta His
y una columna de quelacion de Ni. La proteina aparecié en un gel SDS a ~55 KD y constituyd aproximadamente
90% de la proteina aislada. Los controles conteniendo el vector pET30 vacio también fueron tratados de la misma
manera.

Los solicitantes usaron dos ensayos para caracterizar la enzima, usando dos fuentes del sustrato GDP-L-Galactosa.
El primer ensayo us6 las enzimas de acoplamiento expresadas en E. coli L-Galactosa-1-Fosfato fosfatasa y L-
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Galactosa deshidrogenasa. La fosfatasa es altamente especifica a L-Galactosa-1-Fosfato, desfosforilando
significativamente sélo de otro modo mio-inositol-1-P (Laing et al., 2.004). La deshidrogenasa es especifica a L-
Galactosa, no reaccionando con D-Manosa o D-Galactosa o un intervalo de otros azucares (Gatzek et al., 2.002;
Laing et al.,, 2.004) excepto L-Gulosa. Con este ultimo sustrato, la L-Galactosa deshidrogenasa, mostrd
aproximadamente 2,5 veces la velocidad maxima superior y 30 veces el Ky (sustrato) dando como resultado
aproximadamente 8% de actividad con L-Gulosa comparado con L-Galactosa a concentraciones de sustrato
limitantes. Por consiguiente, nuestro ensayo acoplado mediria principalmente L-Galactosa y también L-Gulosa. Los
solicitantes miden el producto formado por adicion de las enzimas de acoplamiento en el ensayo y midiendo el
transcurso del tiempo de NADH formado o por detencién de la reaccion después de 10 minutos hirviendo durante 3
minutos y centrifugando. Para este ultimo ensayo de tiempo fijado, los solicitantes afiadiendo después enzimas de
acoplamiento para medir la produccién de L-Galactosa o usando la LCMS para medir los productos. La LCMS se
uso solo para confirmar los resultados de la reaccidon de enzima acoplada y para medir la reaccion inversa.

Usando tanto la LCMS como la reaccién acoplada para medir productos quedé claro que EST 319998 y At4g26 de
kiwi expresados en E. coli podian catalizar la conversion de la GDP-L-Galactosa en L-Galactosa-1-P. Dependiendo
de la concentracidon de enzima, los transcursos de tiempo fueron lineales durante hasta ~10 minutos y la velocidad
de la reaccion fue lineal con enzima afadida durante el intervalo ensayado (datos no mostrados). No tuvo lugar
reaccion en presencia de enzima hervida o vector vacio (Figura 2). D-manosa-1-P fue un aceptor mejor para el resto
guanilo que fosfato o pirofosfato, pero se observd reaccion con estos dos ultimos compuestos en concentraciones
fisiolégicas de estos sustratos (Figura 3). No se observé actividad de reduccion de NAD con GDP-D-Manosa sin
epimerasa o con sustrato y sin las enzimas de acoplamiento (datos no mostrados). Las reacciones usando GDP-L-
Galactosa-1-Fosfato adquirido comercialmente presentd grandes fondos debido a la L-Galactosa-1-Fosfato
contaminante y se ensayaron usando el procedimiento de tiempo fijado. Este sustrato mostré una velocidad
ligeramente mayor que la observada con el sustrato generado de epimerasa. Se ensayaron otros aceptores de
guanilo y se encontré que la enzima aceptaba un amplio intervalo de sustratos de Hexosa-1-P aunque la D-Glucosa-
6-P reaccionaba a solo aproximadamente 25% de la velocidad de los mejores aceptores (Tabla 2). La reaccién no
requirié6 Mg (datos no mostrados) aunque se incluyé Mg en el ensayo acoplado ya que la fosfatasa requeria Mg.

Usando ensayos acoplados la secuencia de Arabidopsis expresada (At4g26850) también mostré actividad de la
transferasa (datos no mostrados) con propiedades similares al EST 319998 de kiwi.

Tabla 2. Efecto de diferentes fosfatos de azicar para actuar como aceptores de guanilo para la actividad de la
transferasa. Se ensay6 enzima usando el sustrato generado de epimerasa y el ensayo acoplado continuo con otras
condiciones como se describe en los métodos. N=6. (transcursos de tiempo 319998.11 10 06.xls)

Sustrato Velocidad Error Std % de D-
nmoles/s/ug manosa-1 P
proteina

D-Glucosa-1-P 0,35 0,036 106

D-Glucosa-6-P 0,08 0,002 24

D-Glucosa-1-P 0,24 0,05 74

L-Mioinositol-1-P 0,42 0,07 126

D-Galactosa-1-P 0,38 0,01 113

D-Manosa-1-P 0,33 0,07 100

Los productos de la reaccion se confirmaron usando LC espectrometria de masa para ser L- Galactosa-1-Fosfato
(Tabla 3). Esto implicé la separacion de los productos de la reaccidon usando cromatografia liquida, que separo L-
Galactosa de D-Manosa y GDP-L-Galactosa de GDP-D-Manosa y confirmacion de la identidad de los productos por
su masa medida. Se detectd poca o ninguna reaccion de nuevo.

Tabla 3. Medicién de la actividad de la transferasa por LCMS. Se midié actividad usando un ensayo de tiempo fijado
a concentracion de proteina alta o baja y diferentes combinaciones de aceptor y sustrato como se muestra en la
tabla. Los ensayos se destruyeron hirviendo y se midieron alicuotas usando enzimas de acoplamiento o por LCMS.
nm es no medido.
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sustrato aceptor ug proteina nmoles/s/ug proteina

Ensayo LCMS

acoplado

GDPMan/epim Manosa-1-P 0,057 0,012 0,0094
GDPMan/epim Ninguno 1,14 0,00038 0,00031
GDPMan/epim ninguno 0,057 0,00012 0
GDPGal Manosa-1-P 0,057 0,017 alto BG
GDPMan/epim PPi 1,14 0,00095 0,0013
GDPMan/epim PPi 0,057 0,0026 0,0031
GDPMan Gal1P 1,14 nm 0
GDPMan Gal1P 0,057 nm 0

GTP Gal1P 1,14 nm 0

GTP Gal1P 0,057 nm 0

Ejemplo 4: Actividad de la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa y produccion de ascorbato aumentados en plantas
por expresion de polinucleétidos de transferasa de la invencion.

Transformacion transitoria de hojas de tabaco.

Se transformd de manera transitoria tabaco (Nicotiana benthamiana) con Agrobacterium que contenia el gen del
kiwi para GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa (EST 319998) clonado en pGreen (Hellens et al., 2.000) mezclado con
Agrobacterium que contenia el gen para silenciar supresor P19 como se describié previamente (Hellens et al.,
2.005). Se realizaron controles usando Agrobacterium que contenia P19 en pGreen sdlo. Se recogieron hojas de
tabaco 9 dias después de la transformacién y se congelaron en nitrégeno liquido.

Medicion de ascorbato.

Se extrajo ascorbato como se describié previamente en acido metafosférico sin agente reductor (Davey et al., 2.003;
Rassam y Laing, 2.005).

Cuando se transformaron de manera transitoria hojas de tabaco con un clon de Agrobacterium que contenia EST
319998 de kiwi en el vector pGreen mezclado con P19 como supresor de silenciaciéon, se pudo medir la actividad
medible en el extracto de las hojas (Figura 4A). Se observé poca actividad (~2% de transformado) en las hojas de
tabaco transformadas sélo con P19 solo (Figura 4). El nivel bajo de enzima en los controles es tipico de otras
enzimas en la ruta de la L-Galactosa de la biosintesis del ascorbato (W Laing, observaciones no publicadas).

La actividad estuvo presente en una serie de hojas de diferentes edades inyectadas con Agrobacterium. Las mismas
hojas 319998 transformadas mostraron un incremento de tres veces muy significativo en ascorbato comparado con
las hojas de control (Figura 4).

Ejemplo 5: El analisis de expresion de genes de genes de la ruta del ascorbato en kiwi muestra que la alta expresion
de la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa se asocia a la produccién de ascorbato aumentada.

La expresion de genes de genes para las etapas comprometidas en la ruta de la L-galactosa de la biosintesis de
ascorbato de fruta que se desarrolla de dos especies de kiwi se midié usando qPCR. Actinidia deliciosa presenta 100
mg/100 g FW de ascorbato y A. eriantha presenta 10 veces mas ascorbato. La Unica etapa que muestra un fuerte
aumento en la expresion de los genes, en paralelo con el aumento en ascorbato, es el gen para la GDP-L-
Galactosa-1, Fosfato transferasa (Tabla 1s). Esto soporta la observacion de que la sobreexpresion de este mismo
gen en hojas de tabaco da como resultado un aumento de tres veces en los niveles de ascorbato.

Tabla 1s: Nivel relativo de expresion de miembros de la ruta biosintética del acido L-galactosa ascoérbico comparado
con un gen doméstico (PPPRSA,; expresion fijada a 1) en Hayward y fruta A. eriantha a las cuatro semanas después
de antesis.
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A, deliciosa A, eriantha Veces

Enzima Sustrato (Hayward) (11-4-18a) cambio
GDP-manosa-3' 5'- GDP-manosa 1,8 2,4 1,3
epimerasa
GDP-L-

GDP-L-galactosa 4.1 31,2* 7,6
Galactosa
Guaniltransferasa
L-galactosa-1-
fosfato L-galactosa-1-fosfato 0,7 1,8* 2,6
fosfatasa

L-galactosa 1,5 1,2* 0,8
L-galactosa
deshidrogenasa
L-galactono-1,4-
lactona L-galactono-1,4-lactona No ensayado No ensayado -
deshidrogenasa
acido L- ascorbico
acido L- ascorbico en 4 semanas después de
antesis fruta 100 1.085 10,9

(mg/100 mg peso fresco)

* significativamente diferente a Hayward (p=0,05)

Ejemplo 6: Variantes de EST de kiwi para GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa.

Se identificaron diversas secuencias de variantes de EST de kiwi para GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa descrita
esencialmente como se describid6 en el Ejemplo 2, de Genbank o de las bases de datos patentadas EST
HorfResearch de las secuencias de Actinidia y Malus. Se alinearon las once secuencias de proteinas por Clustal X
(Jeanmougin et al., 1.998, Trends Biochem. Sci. 23, 403-5.) como se muestra en la Figura 6.

Las secuencias mostraron todas regiones de fuerte homologia e incluyeron dos unidades completamente
conservadas: AINVSPIEYGHVLLIP (SEC ID N° 12) y GYNSLGAFATINHLHFQAY (SEC ID N° 13) que se
identificaron por inspeccion visual de las secuencias alineadas.

Cuando se uso la secuencia (SEC ID N° 12 o 13) en un blastp (Altschul, S. F., Gish, W., Miller, W., Myers, E. W. &
Lipman, D. J. (1.990) "Basic local alignment search tool." J. Mol. Biol. 215: 403-410) busqueda de la base de datos
de proteinas traducidas de GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Proteina) el 3 de marzo de
2.007, no se identificaron secuencias de plantas adicionales que contuvieran las unidades perfectamente
conservadas, distintas de las descritas en el listado de secuencias de la presente solicitud.

Cualquier unidad de secuencias parece ser diagnosticada por lo tanto de la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa de
la invencion o usada en los métodos de la invencion.

El % de identidad entre todas las secuencias de polipéptidos se muestra en la Figura 7.

La Figura 8, muestra el arbol sin raices donde las secuencias de manzana y kiwi agrupadas entre si y las secuencias
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de arroz y tomate estan mas aisladas. Se identificaron las secuencias usando busquedas Blastp de bases de datos
Genbank y HorfResearch y alineadas usando ClustalX y visualizadas usando Treeview.

Las secuencias de ADN para la regiéon codificadora de cada secuencia de polinucleétidos también se alinearon
usando Clustal X como se muestra en la Figura 9. El % de identidad de secuencias entre todas las secuencias
codificadoras de polinucledétidos se muestra en la Figura 10.

Ejemplo 7: Identificacion de una secuencia de la GDP-D-Manosa epimerasa de kiwi y manzana.

Los solicitantes realizaron busquedas de Blast de las bases de datos EST Actinidia y Malus patentadas del Instituto
de Investigacion Horticola y Alimentaria de Nueva Zelanda para identificar ESTs con homologia a At5g28840. Los
solicitantes seleccionaron tres secuencias, dos de kiwi (169164_KUFA: SEC ID N° 38 y 1998296 KALA: SEC ID N°
39) y uno de manzana (108403_AAOA: SEC ID N° 40) como secuencias codificadoras de la GDP-D-Manosa
epimerasa potenciales. Las correspondientes secuencias de polipéptidos se muestran en SEC ID N° 25, 26 y 27,
respectivamente. Los solicitantes también identifican otras secuencias de GDP-D-Manosa epimerasa de bases de
datos publicas con las secuencias de polinucledtidos de SEC ID N° 42 a 48, que codifican las secuencias de
polipéptidos de SEC ID N° 29 a 35. Las secuencias de polipéptido se alinearon usando ClustalX (Clustal X
(Jeanmougin et al., 1.998) como se muestra en la Figura 11. El nivel de % de identidad de secuencias entre las
secuencias se muestra en la Figura 12.

Los solicitantes también identificaron dos unidades de secuencias (SEC ID N° 36 y 37) que se conservan
completamente en todas las secuencias alineadas.

Ejemplo 8: Expresion de secuencia de la GDP-D-Manosa epimerasa de kiwi en E. coli y caracterizacion de actividad
enzimatica.

Materiales y métodos

Se clond la secuencia 198296_KALA (SEC ID N° 39) de Actinidia deliciosa usando técnicas clasicas en pET30A
(Novagene, USA) y se expreso en E. coli. Se uso la etiqueta Hisg N terminal para purificar la proteina. Se expresé un
control de vector vacio y se purifico en paralelo. Las técnicas fueron esencialmente como se describié anteriormente
(Laing et al., 2.004). Se desald la proteina His en una columna de 5 ml HiTrap Q FF (GE Healthcare). Los métodos
fueron como se describe en el Ejemplo 3.

Se ensayo la actividad enzimatica como se describe (Wolucka et al., 2.001).

Se incubaron 0,21 mg de epimerasa con GDP-D-Manosa en Tris Cl 20 mM pH 8 en un volumen total de 400 ul
(véase Wolucka et al., 2.001) durante 30 minutos a 20°C. Se separaron los productos de la reaccion por HPLC para
identificar GDP-L-Galactosa recién sintetizada, el producto de la reaccién. Tipicamente se usé una columna de fase
inversa.

Resultados

La proteina aparecié en un gel SDS a ~50 KD y constituyé aproximadamente 90% de la proteina es nada. Los
controles que contenian el vector pET30 vacio se trataron también de la misma manera.

Ejemplo 9: Actividad de la GDP-D-Manosa epimerasa y produccién de ascorbato creciente en plantas por expresion
del polinucleétido epimerasa de la invencion.

Transformacion transitoria de hojas de tabaco.

Se transformé de manera transitoria tabaco (Nicotiana benthamiana) con cultivos de Agrobacterium separados
conteniendo los genes de kiwi para GDP-D-Manosa epimerasa (169164 _KUFA: SEC ID N° 38) y/o GDP-L-Galactosa
Guaniltransferasa (EST 319998 Ac SEC ID N° 14) clonados en pGreen (Hellens et al., 2.000) mezclados con
Agrobacterium que contiene el gen para el supresor de silenciacion P19 como se describié previamente (Hellens et
al., 2.005). Se realizaron los controles usando Agrobacterium que contenian P19 en pGreen sélo. Se recogieron
hojas de tabaco 9 dias después de la transformacion y se congelaron en nitrégeno liquido.

Medicion de ascorbato.

Se extrajo ascorbato como se describié previamente en acido metafosférico sin agente reductor (Davey et al., 2.003;
Rassam y Laing, 2.005).

Cuando se transformaron de manera transitoria hojas de tabaco con un clon de Agrobacterium que contenia EST
319998 de kiwi en el vector pGreen mezclado con P19 como un supresor de silenciacion, se pudo medir la actividad
medible en el extracto de las hojas. Se observé poca actividad (~2% de la transformada) en las hojas de tabaco
transformadas sélo con P19 solo.

La infiltracion de las hojas con Agrobacterium que contenia el vector pGreen que soportaba la epimerasa o P19, o
40



10

15

20

25

30

35

40

ES 2543 130T3

inyeccion con agua que contenia solo aceto-siringinona, no tuvo efecto sobre los niveles de ascorbato en la hoja. La
infiltracion de las hojas de tabaco con Agrobacterium soportando el gen para la transferasa dio como resultado
niveles de ascorbato en la hoja de tabaco ascendiendo a ~3 tres veces como se demostré previamente (Laing et al.,
2.007). Sin embargo, la inyeccion de la hoja con una mezcla de epimerasa y transferasa elevo los niveles de
ascorbato otras 2 veces (Tabla 2) para un total de ~6 veces, como se muestra en la Tabla 2 a continuacion.

Tabla 2. Los niveles de ascorbato en las hojas encontrados después de expresion transitoria de los genes para la
GDP-L-Galactosa Guanil Transferasa (319998) o la GDP-D-Manosa Epimerasa (169164) por separado o juntas. En
cada caso, el gen para la proteina supresora virica, P19, también se expreso6 con los otros dos genes. Los controles
usaron P19 solo, o el agente de infeccion de Agrobacterium aceto-siringona solo (resultados idénticos). Los datos
representan la media de tres plantas, tres hojas por planta (9 mediciones, excepto los controles donde los datos
representan 18 mediciones).

Tratamiento promedio SE Cantidad relativa de
ascorbato

Controles 34,2 2,7 1,0

Epimerasa 33,3 2,3 1,0

Transferasa 102,0 7,4 3,0

Epim + Trans 194,2 22,6 5,7

Estos experimentos muestran que la sobreexpresion de la secuencia de epimerasa de la invencion puede aumentar
la produccién de ascorbato en las plantas. Esto se demuestra por un incremento de dos veces adicional de los
niveles de ascorbato en las plantas ya aumentado (3 veces) en ascorbato, debido a sobreexpresién de una GDP-L-
Galactosa Guaniltransferasa.

Ejemplo 10: Variacion de la relacion de las secuencias de transferasa y epimerasa de la invencion expresadas en
plantas para manipular la produccién de ascorbato.

Sobreexpresion transitoria en tabaco.

El sistema de expresion transitoria (Hellens et al., 2.005) se us6 para transformar Nicotiana benthamiana por
inyeccion de cultivos de Agrobacterium suspendidos conteniendo el gen de interés. La GDP-Manosa epimerasa fue
el EST 169164 de A. eriantha y la transferasa fue el EST 319998 de A. chinensis.

Después se recogieron las hojas y se midieron los niveles de ascorbato. Ademas en algunos casos, también se
midié la actividad enzimatica.

Los métodos usados fueron como se describié en el Ejemplo 9.

Se estudio la interaccion y la sinergia entre las secuencias de epimerasa y transferasa de la invenciéon mediante una
valoracion de ambos genes inyectados en hojas de tabaco como mezclas. Los volimenes de transferasa (EST
319998) y epimerasa (169164) conteniendo suspensiones de Agrobacterium se variaron desde cero afiadido, 0,01,
0,1y 1 ml, en todas las combinaciones de cada enzima con la otra. También se afiadié P19 en todos los casos para
evitar la silenciacion de genes.

Los resultados (Figura 15) muestran que los niveles aumentados de la epimerasa en ausencia de la transferasa no
tiene efecto de ascorbato en la hoja. Sin embargo, en presencia de transferasa, el ascorbato responde a epimerasa
aumentada en una curva que satura. Por otra parte, a medida que aumenta la transferasa en presencia de diferentes
cantidades de epimerasa, no se alcanza la saturacion. Estos datos muestran que los dos genes actuan de manera
sinérgica, pero que se requieren volimenes mayores de transferasa para alcanzar concentraciones maximas de
ascorbato en la hoja que la epimerasa. En este experimento, los solicitantes observaron un aumento de 7,5 veces en
ascorbato de la hoja en las cantidades maximas de las dos enzimas usadas. Ajustando un modelo hiperbdlico simple
para los datos predice incremento de mas de 9 veces de ascorbato en la hoja a transferasa y epimerasa de
saturacion.

Ejemplo 11: La expresiéon de una secuencia de epimerasa de la invencion junto con una variedad de secuencias de
transferasa de la invencion aumenta la producciéon de ascorbato en las plantas.

Se midié la produccién de ascorbato en hojas de tabaco transformadas de manera transitoria (por métodos descritos
en el Ejemplo 8) con un gen de la GDP-L-Galactosa transferasa de kiwi (319998_Ac), tomate (BT013858 Lc) y
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manzana (82552_Md) en presencia de la epimerasa (169164) de kiwi. También se realizd la transformacion de
319998 de kiwi en tres combinaciones de construccion de vector/ cepa Agrobacterium diferentes. Los resultados se
muestran en la Figura 16. Para todas las especies mostradas, la transferasa aumento los niveles de ascorbato en la
hoja y afiadir epimerasa aumenté mas el ascorbato en un modo sinérgico. EST 319998 fue normalmente el gen mas
eficaz haciendo esto. Los tres diferentes vectores y los clones de Agrobacterium actuaron de manera similar.

Los solicitantes también comprobaron que dos construcciones especializadas de 319998.

La primera fue la transferasa 319998 clonada en pGreenll 0229 62-SK (Hellens RP, Edwards EA, Leyland NR, Bean
S, Mullineaux PM (2.000) pGreen: a versatile and flexible binary Ti vector for Agrobacterium-mediated plant
transformation. Plant Mol. Biol. 42: 819-32) que proporcionaron resistencia a bialafos. Esta construccion se puede
usar para producir plantas doblemente transformadas con tanto transferasa como epimerasa en la misma planta,
pero con dos marcadores seleccionables diferentes, permitiendo la seleccion de ambos genes. Los resultados en la
Figura 17 muestran que esta construccion es completamente funcional. Este experimento también compara las
epimerasas de kiwi (169164) y manzana (108403) y demostr6 que ambas eran eficaces en aumentar de manera
sinérgica el ascorbato con la transferasa.

La segunda construccion incluia una etiqueta His frente al gen de la secuencia 31998 de transferasa en pGreen,
para facilitar la purificacion de la proteina de una fuente vegetal. Cuando se transforman de manera transitoria en
hojas de tabaco, esto fue activo en aumentar el ascorbato de la hoja (Figura 17).

Ejemplo 12: La expresion de la secuencia de transferasa de la invencién en plantas transgénicas aumenta la
produccién de ascorbato.

Los solicitantes generaron plantas de Arabidopsis transformadas por inmersiéon floral con Agrobacterium que
contenia la transferasa 319998 en pGreen (Clough SJ y Bent AF, 1.998. Floral dip: a simplified method for
Agrobacterium-mediated transformation of Arabidopsis thaliana. Plant J 16: 735-7.430. Se recogi6é simiente y se
seleccionaron lineas resistentes a Kanamicina. Se recuperaron 44 lineas resistentes a Kanamicina, de las cuales se
ensayaron 19 por la relacion de segregacion de resistencia a la kanamicina. Estos datos se muestran en la Figura
18.

Sobre la base de estos datos se seleccionaron las siguientes lineas para estudio adicional: 2, 6, 8, 16, 21, 34, 37, 40,
41, 43, 44 tres de las cuales solo presentaron un inserto.

En la segunda generacion, hasta 12 plantas de cada linea, seleccionadas de las placas de Kanamicina, se cultivaron
a un tamafio estandar de una roseta completa de hojas en el invernadero y se midi6 el ascorbato (Figura 19). En las
11 linea seleccionadas sobre la base the resistencia Kanamicina, 9 mostraron ascorbato significativamente
aumentado. El ascorbato aumentado oscilé hasta mas de 4 veces el nivel normal de ascorbato en hojas de
Arabidopsis. Algunas plantas mostraron ascorbato reducido comparado con las plantas de control (por ejemplo,
lineas 8 y 16) sugiriendo que tenia lugar silenciacion de genes. Estas lineas presentaban una mezcla de plantas de
ascorbato alto y bajo dentro de la linea.

Se llevaron plantas seleccionadas de la segunda generacion a la siguiente generacion. Se comprobaron plantas por
crecimiento en placas de Kanamicina por presencia del marcador seleccionable y se demostré que eran resistentes
a Kanamicina. De nuevo los solicitantes observaron plantas con ascorbato en la hoja mas de 4 veces el nivel del
control (Figura 20), pero de nuevo dentro de una linea con progenie de ascorbato alto, siempre habia plantas con
ascorbato alto y bajo a pesar de que todas las plantas venian de un precursor resistente a kanamicina de ascorbato
alto. De nuevo esto sugiere que esta teniendo lugar silenciacién de genes. Este es especialmente el caso cuando los
niveles de ascorbato caen por debajo del ascorbato de la hoja en plantas no transformadas que también sugiere que
también se silenciaban los genes enddgenos. Se encontraron regiones de identidad de secuencias completa,
cuando la secuencia de 319998 y Arabidopsis se alinean (datos no mostrados). Esto podia justificar la silenciacion
aparente observada.

Los solicitantes comprobaron la tercera generacion de plantas para expresion de genes del 319998 (Figura 21). En
cada caso, las plantas con alto ascorbato relativo a los controles también mostraron expresion aumentada de
319998. En un caso, una planta con bajo ascorbato (no habia plantas en esta linea con alto ascorbato) también
demostroé alta expresion de 319998. Esto se puede interpretar que significa que durante la silenciacion de genes en
esta linea, alguna expresion de genes ocurria, cuando se mide por nuestro método qPCR.

Ejemplo 13: La expresion del gen de la transferasa de la invencion en tabaco transgénico da como resultado
contenido en ascorbato aumentado.

Se transformd tabaco con 319998 y se seleccionaron lineas resistentes a Kanamicina. Estas plantas se transfirieron
al suelo y crecieron hasta que se expandieron varias hojas. Se midié el ascorbato y la expresion de genes en estas
hojas (Figura 22). Muchas lineas mostraron expresién de genes y dos lineas también mostraron un aumento
significativo en ascorbato en la hoja de 60%.

Se transform6 Nicotiana tabacum 'Samsun' usando cepa GV101 de Agrobacterium tumefaciens llevando el vector
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pHex que contenia EST 319998. Los métodos usados fueron como se describe por Guerineau et al (1.990), excepto
que se uso kanamicina en vez de agentes selectivos de sulfonamida a la velocidad de 100 mg.I-1.

Ejemplo 14: Expresion de secuencias de transferasa y epimerasa de la invencion en E. coli y demostracion de
actividad enzimatica.

Se clonaron varios genes de transferasa en el vector pET30 y se transformaron en E. coli. Se expreso proteina con
una etiqueta His-Trap, se extrajo, se purificd6 mediante cromatografia de ién de metal y se desalé usando una
columna G25, se midi6 la actividad usando un ensayo acoplado donde se realizaron los ensayos usando una mezcla
de GDP-D-Manosa/GDP-L-Galactosa (generada por mezcla de proteina GDP-Manosa epimerasa expresada de EST
198296 con GDP-manosa) como el sustrato. Esta mezcla de sustrato se incubé con la transferasa que se estaba
ensayando, con un exceso de enzimas de acoplamiento (mas epimerasa, L-Galactosa fosfatasa, L-Galactosa
deshidrogenasa) y Bis tris propano 50 mM, pH 7,5, NAD 0,5 mM y MgCl, 2,5 mM. Los ensayos fueron lineales con el
tiempo y la cantidad transferasa afiadida.

La actividad medida estaba en el intervalo de 0,1 a 0,7 nmoles/mg de proteina/s (Figura 23). Todos los genes
expresados ensayados mostraron actividad de transferasa. Ademas, E coli expres6é ESTs 198296 y 108403 también
mostraron actividad de epimerasa (datos no mostrados) cuando se mide por HPLC y ensayo de acoplamiento
directo.

No se tiene la intencién de limitar el alcance de la invencion a los ejemplos mencionados solo. Como apreciaria un
experto en la materia, son posibles muchas variaciones sin apartarse del alcance de la invencion.
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Sumario de secuencias
Transferasa = GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa

Epimerasa = GDP-D-Manosa Epimerasa

SEC IDN° |Comentario Tipo molécula Especies Referencia
1 transferasa polipéptido Actinidia chinensis EST319998 Ac
2 transferasa polipéptido Malus x domesticus EST 82552 Md
3 transferasa polipéptido Actinidia chinensis EST244893 Ac
4 transferasa polipéptido Actinidia eriantha EST24547 Ae.
5 transferasa polipéptido Actinidia eriantha EST276582_Ae
6 transferasa polipéptido Malus sieboldii EST315905 Ms
7 transferasa polipéptido Solanum tuberosum contig_st
8 transferasa polipéptido Arabidopsis thaliana At4g26850
9 transferasa polipéptido Arabidopsis thaliana At5g55120
10 transferasa polipéptido Lycopersicon esculentum BT013858 Le
11 transferasa polipéptido Oryza sativa Osl2g0190000
12 transferasa polipéptido - unidad de transferasa
conservada 1
13 transferasa polipéptido - unidad de transferasa
conservada 2
14 transferasa polinucleétido Actinidia chinensis EST319998 Ac
15 transferasa polinucleétido Malus x domesticus EST 82552 Md
16 transferasa polinucleétido Actinidia chinensis EST 244893 Ac
17 transferasa polinucleétido Actinidia eriantha EST 24547 Ae
18 transferasa polinucleétido Actinidia eriantha EST 276582_Ae
19 transferasa polinucleétido Malus sieboldii EST315905 Ms
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SEC IDN° |Comentario Tipo molécula Especies Referencia

20 transferasa polinucleétido Solanum tuberosum contig_st

21 transferasa polinucleétido Arabidopsis thaliana At4g26850

22 transferasa polinucleétido Arabidopsis thaliana At5g55120

23 transferasa polinucleétido Lycopersicon esculentum BT013858 Le

24 transferasa polinucleétido Oryza sativa Osl2g0190000

25 Epimerasa polipéptido Actinidia eriantha 169164 _KUFA

26 Epimerasa polipéptido Actinidia deliciosa 198296 KALA

27 Epimerasa polipéptido Malus x domesticus 108403 _AAOA

28 Epimerasa polipéptido Arabidopsis thaliana At5g28840

29 Epimerasa polipéptido Malpighia glabra DQ229167

30 Epimerasa polipéptido Oryza sativa AB193582

31 Epimerasa polipéptido Oryza sativa AB235855

32 Epimerasa polipéptido Ostreococcus lucimarinus XM_001422193

33 Epimerasa polipéptido Solanum tuberosum DQ268848

34 Epimerasa polipéptido Vitis vinifera EF554358

35 Epimerasa polipéptido Lycopersicon esculentum BT013590

36 Epimerasa polipéptido - unidad de transferasa
conservada 1

37 Epimerasa polipéptido - unidad de transferasa
conservada 2

38 Epimerasa polinucleétido Actinidia eriantha 169164 _KUFA

39 Epimerasa polinucleétido Actinidia deliciosa 198296 KALA

40 Epimerasa polinucleétido Malus x domesticus 108403 _AAOA

41 Epimerasa polinucleétido Arabidopsis thaliana At5g28840

42 Epimerasa polinucleétido Malpighia glabra DQ229167

51




ES 2543 130T3

SEC IDN° |Comentario Tipo molécula Especies Referencia

43 Epimerasa polinucleétido Oryza sativa AB193582

44 Epimerasa polinucleétido Oryza sativa AB235855 .

45 Epimerasa polinucleétido Ostreococcus lucimarinus XM_001422193
46 Epimerasa polinucleétido Solanum tuberosum DQ268848

47 Epimerasa polinucleétido Vitis vinifera EF554358

48 Epimerasa polinucleétido Lycopersicon esculentum BT013590
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Leu

Pro
Leu
Lys
%0
His
Lys
Ser
ser
Leu
300
Arg
Gly
Trp

Gly

Ser
380

Asp

5
val
GlIn
Ser
Leu
ser
205
Phe
Leu
Ala
Glu
ser
285
Gln
Gln
Glu
Glu
Ala

365

Glu

LysS

Gly

val

val

Ile

190

Leu

Arg

His

Pro

Leu

270

Met

Asn

Ile

val

Ile

350

Ser

Glu

val

Glin

Gln

val

175

Pro

Leu

Leu

pPhe

Thr

255

Leu

Gln

Asn

Phe

ser

335

ser

Glu

Arg

Leu
Glu
Phe
160
Ala
Arg
Leu
Gly
G1n
240
Lys
ser
Glu
Asn
Leu
320
Pro
Gly

Asp

Phe
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ser
cys
Met
Leu
225
Leu
Thr
Arg
Thr
Asn
305
Cys
Asp
Leu
Arg
;{sn
385

Glu

Pro
Leu
Ala
210
Gly
Ala
Thr
Gly
val
290
Ile
Tyr
Thr
LYsS
Leu
370

Thr

Glu

Ile
Pro
195
Ala
Ala
Met
Asn
Leu
275
Ser
Leu
Ala
Gln
Arg
355
Leu

Met

Glu

Thr Ile val

<210> 10
<211> 438
<212> PRT

Glu
180
Gln
Glu
phe
Glin
Asn
260
Leu
Asp
Ile
Glu
val
340
Lys
Ala
Ile

Glu

His
420

Tyr

Arg

Ala

Ala

Phe

245

Gly

val

Ala

Ser

%
Asn
Glu
Glu
phe
Leu

405

cys

Gly
Ile
Asp
Thr
230
Pro
val
Glu
ser
Asp
310
GIn
Pro

Asp

val

Pro

ES 2543 130T3

His

Asp

Asn

215

Ile

Ile

Lys

Gly

val

295

Ser

Ala

Ala

TYFr

ser

375

Ala

Glu

ser

val
His
200
Pro
Asn
Glu
Ile
Gl

28

cys
Gly
Leu
val
Glu
360
Leu
Ile
Gln

val

Leu
185
LYyS
TYr
His
LysS
Ser
265
Asn
Leu
Lys
Gly
Tr

34

Gly

Ser

Gly

Asn

a3

68

Leu

ser

Phe

Leu

Ala

250

LyS

Thr

Gin

Arg

Glu

330

Glu

Ala

Glu

Phe

ser

410

Glu

Ile

Leu

Arg

His

235

Ser

Leu

Ile

Asn

Ile

315

val

Met

Ser

Glu

Ser

395

Met

Glu

Pro Arg

Leu
ey
220
Phe
Ser
Leu
Lys
Asn
300
Phe
ser
ser
Glu
Ar

38

Ser

Asnh

Ala

Leu
205
Gly
Gin
Leu
Asn
As

28

Asn
Leu
ser
Gly
Glu
365
Phe
His
Gly

val

val
190

Ala

Tyr

Ala

Lys

Leu
Ile
Leu
Thr
His
350
Lys
Arg
Glu

Gly

Ser
430

Leu

Leu

Asn

Tyr

Ile

Pro

Ala

Pro

Pro

Leu

335

Met

Ala

Glu

Glu

ser

415

Asn

Asp
GIn

Ser

Thr
v_a'l
Asp
Phe
%
Leu
val
Trp
val
Glu

400

Phe
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GlIn
ser
Asn
‘i1e
305
Cys
Ala
Ala
Tyr
ser
385

Ala

Glu

Lys

Lys

Gly
Leu
val
Asn
370
Ile

Ala

Ile

Ile Leu Ala

260

Ley Leu
275

-

ser Thr
Leu Gin
Lys Lys
Gly val
y 340
Trp Glu
355
Asp Ala
Ser Glu

Asp Leu

Pro Asp

AsSp Cys Leu val
Py 435

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

11
438
PRT
Oryza sativa

11

Ash

Ala

Asn

Ile

325

val

ile

Ser

Glu

Gln

sSer

Leu

?et Glu Met Lys %eu

Tyr Gln Glu Asp Ala
20

Cys Gly g;g Asp Cys

Pro Leu Tyr Ala Phe

Arg
yr
Arg
5
Phe
Asp

Ser

Glu

Pro

Gln

Thr

Ala

Leu

Lys

ES 2543 130T3

Lys Gly
Pro val

280
Asp Leu
Asn Ile
Leu Leu
GIn Glu
Gly His

360

Glu r
375 R4
Phe Glu

Asp Glu

Gly Pro

1le Lys

Ala Thr

Gly Asp
40

Ala Sser

Leu

265

Arg

ser

Pro

Pro

Leu

345

Tle

Ala

Glu

ASp

Gln
425

cys

Pro

70

Gly Gly Ala

Gly
Asp
Phe
%
Leu
val
Trp
val
Glu

410

val

val
10

Gly

Lys

Phe

Ala

AsSn

315

cys

Asp

Leu

Lys

Asn

Ala

Pro

Glu

Leu

Lys

Ala
val
300
Ile
TYr
Thr
Lys
Leu
380
Gly

Ile

ser

Thr

Arg

Pro

Pro

Gly
Phe
285
val
Leu
Ala
GlIn
Ar

36

Leu
Tyr

Asn

His

val
Pro
ASp
45

ser

val

270

Glu

Asn

Ile

Glu

val

350

Thr

ser

Ile

Pro

Ile
430

val
Arg
30

ser

ser

Ile

Gly

ser

Ala

Lys

335

Asn

Lys

Glu

Ser

Glu

415

Pro

ser
15
Ala

Lys

Gln

vali

Gly

Cys

Gln

320

Gln

Pro

Asp

val

Glu

400

Lys

Pro

Asn

Gly

Leu

Glu
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Ala Leu Gly Glu
Ala val
) r Glu
R4 370

Ser Leu

385

Ala Ala
Asp Ala Thr Tyr Thr

Gly Cys

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

325

val ser Gln

340

Trp Glu Ile Ser Gly
355

Glu Ala
375

Glu Ala ser

ser Glu Glu Arg Phe
39

Gly Leu val Gln-ser

405

Pro val
420

Leu val Leu Gln

435

12
16
PRT

ES 2543 130T3

330

Glu Leu
345

His Ile
360

ser Ala
Glu Glu

Asp Glu

ser Ile
425

unidad de transferasa conservada 1

12

Q1a Ile Asn val ger Pro Ile Glu Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

‘13 -

19
PRT

unidad de transferasa conservada 2

13

§1y Tyr Asn Ser ;eu Gly Ala pPhe Ala

Gln Ala Tyr

<210>
<211~
<212>
<213>

<400>

gcggacgtgg cgccttgecg tecgaaggeg gtagcccctc cgacctecte ttectegecy
écggcggtca cttcgetttc tcecgrctact agcttattag gtttattctt acttagtgag
taattcgtce tattatagtt cgtaagttca tcaaagatct gttacttgat tcgtctttcg

14

1800

ADN, . . . .
Actinidia chinensis
14

335

Leu Asp Thr GIn val Asn
350

val Leu Lys Arg Arg Ser
365

Trp Arg Leu Leu Ala Glu
380

val Lys Ala Tyr Ile Phe
395 )

Glu Glu val ser Glu ASE
410 41

Ala Pro Pro Ala val Ala
430

Gly His val Leu Leu Ile Pro.
10 15

Thr Ile Asn His Leu His
1

72

Pro

ASp

val

Glu

Phe

60
120
180
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tctactaget
aégattétcg
cgttttctga
aaaaggatga
agaagtgttg

© itgttggtga

attcacttet
‘tcactgcttg
agggtcgtca
tcgatgggag
aagcaagcaa
ctcccagtgf
cttcgattet
_ acatggcagc
ttgccactat
agaaggctcc
taaattatcc
atgccgtcte
tctecgatte
ttggagaagt
gcggacatat
ggaggctect
tctttgaagc
aggagccaga
cccactgtyg
dtttgaagaa
égggaatttg
tgttgctgct“
ctittaéttg
taatgaatgc
<210> " 17

<211>
<212>
<213>

<400> 17

taataggttt
aégatctgtt
gttcgagatg
ggccgacgac
cattcaaggg
daagggtgtg
cctcggggag
cgaaaccaag
ccttaagaag
caaattcaac
cgacaacgaa
tgtggccate
tgaatgcctg
agaagctgga
caatcacctt
cactaggaag
agtcagggag
tgattccage
‘tggaaagcegt
gagttctgag
gattttgaag
tgctgaggtce
catctcttgt
tgacaatcct
tatgétgccg
tgttcagtgg
catgttcatg
ggtgctgctg
tcececttetgg
ttgtatgatt

1894

ES 2543 130T3

attcttagtt
gcttgattcg
ttgaagatca
ggcgetcgat
gcaaagctac
cttgececcteg
tgggaggatc
gttattcegg
aggccaactg
ttcactaaag
gtccagttct
aatgttagtc
cctcaaagga
aacccgtact
cattfccagg
ataactactc
cttgttttcg
atttgccttc
atctrrcttt
cttctggaca
aggaaggagg
tccectttegg
gctgatgata
caatctegtg
ggaaagcaag
tttgtgtgca
tttaattaaa
ctgaagttgc
gcgtatgtaa
tggtattgta

DNA . R
Actinidia eriantha

agtgagtaaa
tctttcgtag
agagggttcc
ctggcggtgg

‘ctetgtatge

acaacgaaga
gtgtgcagag
gagagtatgg
agtttegtgt
ttggacagga
tcecaaatge
ctattgaata
ttgacaggga
teegattggy
cttattactt
tgaatggtgg
agggtggaaa
aaggcaacaa
taccacagtyg
cacaagtgaa
actatgagga
gggagaggtt
gaagcagcag
aagaagcaaa
aatgcctagt
tctttaatta
taaggcaaac
ttctgttat§
aaatactatg

dadaaaaaaa

75

tacgtcttac
ctcgagtctt
gactgttgtt
ttgcggecga
tttcaagagg
ggctecctgtt
aggactcttt
cttcattgeg
tgataaggtc
agaggttctg
acctgttgat
tggtcacgta
gagcttcttg
ttacaacagc
agcegtgeec
ggtgaaaatc
tactctggaa
cataccttac
ttacgctgag
ceceggeagtg
ggcgtctgaa
tgaagaagtc
cacagctgag
tgatgccctt
tcagcactga
aataaggtac
taggtttgceg
gcgacttgce
tcgatttcge
a

tatagttcot
ggtgttrttg
tccaatttcc
aactgcctcc
gtgaatgagg
gctttcttgg
cgttacgatyg
cagctgaacg
tfgcagccct
ttccagrrtg
gttgagaatt
cttctcatee
cttgctcttce
ttgggtgcat
ttcectateg
tctgagetgce
gatttgtcca
aatgtgctta
aaacaggctc
tgggaaatca
ggaaatgctt
aaggcattga
aacttgcttg
aacaaaggct
gaatttgggc
tactacgctg
ttgttgttgt
ttcgtaatcg
tctcatgagc

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680 .
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2201
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<213> Actinidia eriantha

<400> 18
gtttctegge

aacccrtecge
ctcctettee
attcrtactt

© cttgattcgt

tgaagatcaa
‘gecgctegatce
caaagctacc
ttgccgtcgg
gggaggatcg
ttattccggé
ggccaactga

. tcactaaagt

tccagtettt

atgttagtcc
ctcagaggat
acccgtactt
atttccaggce
taactactct
ttgttttega
tttgccttca
tctttctctt
ttctggacac
ggaaggagga
ccctttcgga
étgatgatag
aatctcgtga
ggaagcaaga
ttgtatgcat
taaatatccc
gttgcttctyg
atgtaaaaat
tgtaatttca

cgctcataca
cgcacggagy
tcgccggtgg
agtgagtaat
ctttcgttge
gagggttccg
cggcggtgot
tctgtatget
cgacgaagag
tgtgcagaga
agagtatggc
gtttcgtgtt
tggacaggaa
cccaaatgca
tattgaatat
tgacagggag
ccgattgggt
ttattactta
gaatggtggg

gagtggaaat
atgcaacaac

accacagtgt
acaagtgaac
ctatcaggag
ggagaggttc
aagcggcagc
agtagcgaat
argcctagtt
ctttaattaa
taaataaggc
ttctggggat
actgtggatt

addaadadaaad

tgtccggret
acgtggegec
cggtcactte
tcgtcctatt
tcgagtcttg
actgttgttt
tgcggecgaa
ttcaagaggg
gctcctgttg
ggactctrtc
ttcattgege
gataaggtcc
gaggtgctgt
cctgttgatg
ggtcatétac
agcttcttge
tacaacagct
gctgtgeect
gtgaaaatct
tctctggaag
ataccttaca
tatgctgaga
ccggcagtgt
gcgtctgaag
gaagaagtca
acagctgaga
gatgccctta
cagcactgag
atatggtatt
aaactaggtt
ttgctgttgt
tcactctcac

a

gtacgacgca
ttgccgtccg
gctttctecg
atagttcgta
gtgtttttgc
ccaatttcca
actgtcteca
tgaaggaggt
ctttcttgga
gctacgatgt
agctgaacga
tgcageectt
tccagtttga
ttgagaattc
ttctgatcce
ttgctetteca
tgggtgcatt
ttcctatcga
ctgagctget
atttgtccaa
atgtgcttat
aacaagcrct
gggaaatcag
gaaatgcttg
aggcattgat
acttgctcga
gcaaagcctc
aatttgggca
actactatcet
tgcgttgttg
aatctgtttt

gagctaatga

77

agggrtgtgt
aaggcggtag
tctactagcet
agtttatcga
gttttctgag
aaaggatgag
gaagtgttgc
tgttggtgaa
ttegettett
cactgcttgc
gggtcgtcac
cgatgagagc
agcaagcatc
tcccagtgtt
tcggattett
catﬁgcagca
tgccactatc
gaaggctccc
aaattatcca
tgccgtctct
ctccgattct
tggagaagtg
cggacatatg
gaggctecctt
ctttgaagcc
ggagccagat
ccaccgaggt
tttgaagaat
gggaatttgc
ttgttgttgt
tacttgtcgec
atgcttgtat

agtcgagagc
cccctecgac
tattaggttt
agatctgtta
ttcgagatgt
gccgaggacg
attcaagggg
aagggtttgc
cteggagagt
gaaaccaagg
cttaagaaga
aaattcaact
gacaatgaag
gtggccatca
gaatgcctge
gaagctggaa
aatcaccttce
actaggaaga
gtcagagggc
gattccagca
ggaaagcgcea
agttccgagc
gttttgaaga
gctgaggtct
atctcttgtyg
aacgatcctc
atggtgccag
gttcagtggt
ttgttaatgt
tgttgttgaa
ttgtgcccat
gatttggtat

60
120
180

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900 .
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1941
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Lys
Ar

30?
_Thr
Glu
Gly

Leu

Lys
380
Asn
Met
Gln

sSer

Ar
37

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
get Gly Ser Thr

Leu
Thr
Asn
Met
65

val
Asn

ser

Ala

Glu
Gly
Glu
50

Thr
Met
Leu

val

Ala
130

Leu
Ser
LyS
Leu
ser
355
Ala

27
376
PRT

Bro

Asp

Leu

Glu

340

Lys

Ala
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Ile His His
295

Asn Thr Leu
310

LYS Asp Gl
3¥S P el
Lys Glu Lys

val val Gly

Asp Gly Lys
3¥5

Malus x domesticus

27

Arg
Ala
35

Gly
Glu

Asp

Glu
20

Gly
His
Asp

Asn

Ala Ala

Ile
115

Arg

100

Phe

Ile

Gly Glu Ije
S

Pro Tyr Trp
Gly pPhe Ile
Tyr Ile Ile

55
Met Phe Cys
70

Cys Leu Lys
85

Asp Met Gly
Tyr Asn Asn

Asn Asp val
135

Ile
Ile
Leu
Ala
Thr

360

Glu

Lys
Pro
Ala
40

Ala
His
val
Gly
Thr
120

Lys

Pro

Lys

Arg

GlIn

345

Gln

Tyr

ser

25

Ser

Ser

Glu

Thr

Met

<105

Met

Arg

87

Gly
Glu
Phe
330

Gly

Ala

Gly
10

Glu
His
Asp
Phe
LyS
90

Gly

Ile

Phe

Pro
315
Thr
ile

Pro

Ala
Lys
Ile
Trp
His
75

Asn
Phe

Ser

Phe

Glu
300

Leu
Tyr
Asp

val

Tyr
Leu

Ala

val
Ile

Phe

Ty
140

Gly

val

Arg

Gly Trp Ala

Phe

Leu

Gln
365

Thr

Arg

Arg

45

Lys

Ala

Asp

Gln

Asn

125

Ala

Gly

Pro
320

Trp Ile Lys

ser

350

Leu

Tyr

Ile

30

Arg

Asn

Asp

His

ser

110

Met

Ser

335

Thr

Gly

Glu
15

Ser
Leu
Glu
Leu
val
95

Asn

val

Ser

Ser

Ash
Ile
Lys
His
3
Phe
His
Glu

Ala



Lys
Ile
Thr
Thr
225
Thr
Leu
Met
Lys
Ar

30'
Thr
Glu
é]y

Leu

<210>

Ile Tyr Pro

Ser
Leu

Glu

Arg
Thr

val

Met
GlIn

Ser

378

<211>
<212>

<213>

<400>

Asp

Ala

Lys
Thr
Ser
Lys
3%
Lew
ser
Arg
Ile
ser

355

Ala

28

377
PRT
Arabidopsis thaliana

28

Ala
Thr
180
Arg
Gly
Ala
Phe
ser
260
Met
Pro
Asp
Leu
Glu
340

Lys

Ala

Glu
Tr

16

Glu
Ile
Gly
Thr
Thr
245
ASp
ASN
Ile
Asn
Lys
355
Lys

val

Asp

Phe
150
Pro
Glu

Gly

Arg

Phe

Glu

Gln

Thr

310

Asp

Glu

val

Gly
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Lys
Ala
Leu
Arg
Gluy
215
Lys
Ile
Arg
Met
His
295
Leu
Gly

Lys

Gly

Lys
375

Gln

Glu

cys

Phe

200

Lys

Phe

AsSp

Glu

Ala

280

Ile

Ile

Leu

Ala

Thr

360

Glu

Leu Glu Thr

155

Pro Gln Asp
170

Lys
1¥s
His
Ala
Glu
Glu
Pro
265
Glu
Pro

Lys

Arg

‘Gln

345

Gin

88

His
Asn
Pro
Met
250
val
Ile
Gly
Glu

Ile
330

Tyr

Ile

Ala

Tr

23

val

Asn

val

Pro

Lys

315

Thr

Asn

Ala

Thr

Tyr

Ala

220

Gly

Glu

Ile

Leu

Glu
300

Leu

TYP

Gly Ala Asp

Ala

Pro

val

val

Tyr

Lys

Gl

20

Phe

Asp

Gly

Gly

Ser

285

Gly

Gly

Phe

Leu

Gln
365

Ser

Gly

cys

Gly
val
270
Phe
val
Trp
Trp
Ser

350

Leu

Leu

Leu

175

Phe

Phe

Arg

Leu

Leu

‘255

Asp

Glu

Arg

Ala

Ile

val

Gly

Gly

Gly

Lys

Gln

240

Arg

Glu

Asp

Gly

Pro

320

LyS

Tyr

Ser
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Glu
Ala
145
Thr
Arg
Gly
Cys
Phe
225
Ser
Met
ser
Asn
Ile
305

Glin

Gln

TYr Arg
130
Trp Pro
Glu Glu
Ile Gly
G]Q Arg
19
Gly Asp
210 -
Cys Tyr
Asp val
Asn Asp
Thr Lys
2¥5
Ser Asp
290
Asn Leu

Ile Glu

ser His

<210> 32
<211> 376
<212> PRT

<213>

<400> 32
Tet Ala Ala Ala §1y Tyr Glu Leu

GIn

Ala

Phe Cy

val

Ile

Arg

Met

260

Leu

Asn

Lys

Asn

val
340

Leu

Gln

Lys

Phe

ASp

Glu

245

Ala

His

Thr

Asp

Glu

325

val

Ostreococcus

Glu

Pro

150

Lys

His

Ala

Glu

His

His

Leu

Lys

Asn
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Thr Ala Asn

135

Glin
Tyr
Ash
Pro
Met
215
Cys
Ile
Leu
Ile
Ile
295
Leu

Ala

Gln

Asp

Tyr

Ile

Ala

200

Trp

val,

Asn
val
Pro
280
Arg
Lys

Gln

Lys

Tucimarinus

Ala
AsSn
Bs
Ala
Gly
Glu
Ile
Leu
265
Gly
Glu
Arg
Gly

Pro
345

Arg

Pro

Tyr

Gly

Phe

ASp

Gly

Pro

Cys

Gly

val

235

Gly
Asp
Pro
Lys
Thr
val

330

Thr

Gl
10y

94

Ser
Phe
Glu
Leu
s

Asp

Asp

Ile

Leu

140

Leu

Phe

His

Arg

Lys

Glu

Gly

Gly

Lys

- 205

Glu
220

Leu

Glu

Ala

Gly

Gln

Arg

Glu

Gly

val

285

Glu

Lys

Ile

Thr
190

Ala

Thr
Leu
Met

270

Arg

Gly Trp Ala

300

Asp

val

Phe

Tyr

Trp

Ser

Thr

Gly

Ile

Gln

340

Ser
Leu
Glu
175
Trp
Leuy
Arg
Met
val
255
Lys
Gly

Pro

Lys

S

Asp
val
160
Phe
Lys
val
ser
Ar

24

ser
Asp
Arg
Ile
Ile

320

Ser

Thr ¢lu Glu
15
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Pro Ile
290

Asn Asn
305

Leu Ala
Ala Glu
Ser Thr

Ala Ala
370

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Lys His Ile Pro

Glu Leu Ile Ly

S
310

Asp Gly Leu Lys
p Gly 35¢ Yy

Glu Lys Ala Lys
340

ITe cys Gly Thr
355

Asp Gly Asp Glu

33
403
PRT
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Gl

29§
Glu
val

Gly

Gln

375
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Trp
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir en una célula vegetal o planta con ascorbato aumentado relativo a una planta de control
adecuada no incluyendo una planta con una mutaciéon quede como resultado ascorbato disminuido, comprendiendo
el método transformacién de una célula vegetal o planta con un polinucleétido que codifica que un polipéptido con la
secuencia de aminoacidos segun una cualquiera de SEC ID N° 1 a 11, o una variante del polipéptido, en el que la
variante presenta la actividad de una GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa, y en el que la variante comprende al
menos uno de:

a) la secuencia de aminoacidos: AINVSPIEYGHVLLIP (SEC ID N° 12),
b) la secuencia de aminoacidos: GYNSLGAFATINHLHFQAY (SEC ID N° 13) y

c) una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la secuencia de aminoacidos segun una
cualquierade la SEC ID N° 1a 11.

2. El método segun la reivindicacion 1, en el que la célula vegetal o planta se transforma con un polinucleétido que
codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos segun una cualquiera de SEC ID N° 1 a 11.

3. El método segun la reivindicacion 1 6 2, en el que la célula vegetal o planta se transforma también con
polinucleétido que codifica una GDP-D-Manosa epimerasa.

4. Un método para producir una célula vegetal o planta con contenido en ascorbato aumentado, comprendiendo el
método la transformacion de una célula vegetal o planta con:

a) un polinuclestido que codifica una GDP-D-Manosa epimerasa que comprende al menos uno de:
i) la secuencia de aminoacidos : AADMGGMGFIQSNHSVI (SEC ID N° 36),
ii) la secuencia de aminoacidos: GTWKGGREKAPAAFCRK (SEC ID N° 37),

iii) una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para un polipéptido con la secuencia de
aminoacidos segun una cualquiera de SEC ID N° 25a 35y

iv) la secuencia de aminoacidos segun una cualquiera de SECID N° 25a35y

b) un polinucleétido que codifica una GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa que comprende al menos uno de:
i) la secuencia de aminoacidos: AINVSPIEYGHVLLIP (SEC ID N° 12),

ii) la secuencia de aminoacidos: GYNSLGAFATINHLHFQAY (SEC ID N° 13),

iii) una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la secuencia de
aminoacidos segun una cualquieradelaSECIDN° 1a11y

iv) la secuencia de aminoacidos segun una cualquiera de la SEC ID N° 1 a 11.

5. Un polinucledtido aislado que codifica un polipéptido que comprende una secuencia con al menos 78% de
identidad para la secuencia segun una cualquiera de la SEC ID N° 1 a 7, en el que el polipéptido es una GDP-L-
Galactosa Guaniltransferasa.

6. Un polipéptido aislado con la actividad de una GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa, que comprende una
secuencia con al menos 78% de identidad de secuencias para una secuencia de aminoacidos seleccionada de una
cualquierade laSECIDN°1a7.

7. Una construccion genética que comprende al menos un polinucledtido segun la reivindicacion 5.

8. Una célula huésped modificada para comprender al menos un polinucledtido segun la reivindicacion 5 o la
construccién segun la reivindicacion 7.

9. La célula huésped segun la reivindicacion 8 modificada genéticamente adicionalmente para expresar una GDP-D-
Manosa epimerasa.

10. La célula huésped segun la reivindicacion 8 6 9 que es una célula vegetal.

11. Una planta, progenie o propagulo de la misma, que comprende la célula vegetal segun la reivindicacion 10.
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FIGURA 19
media media
Linea # ASCsi  # con ASC si # con
plantas  ASC<(60- ASC < 60 ASC >80 ASC > 80

2 6 44 4 186 1

6 8 0 176 8

8 11 39 9 213 1

16 10 29 7 174 2

21 5 38 2 149 3

34 9 50 6 152 2

37 4 48 4 0

40 10 49 2 92 3

41 3 42 1 84 1

43 1 47 . 1 0

44 10 40 7 170% 2

fexl 8 51 (£3) 8 0

wt8 8 52 (£4) 7 0
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FIGURA 20
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