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DESCRIPCIÓN

Transferasas, epimerasas, polinucleótidos que las codifican y usos de los mismos.

Campo técnico

La presente invención 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 ácido 5
ascórbico modificado.

Antecedentes

El ascorbato es el antioxidante soluble más 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 10
demuestran que tales metabolitos bien por separado o en asociación, benefician a la salud y al bienestar, actuando 
como agentes anticancerígenos y protegiendo contra cardiopatía 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 herbáceas y leñosas, se encuentra una variabilidad 15
enorme e inexplicable en el contenido en ascorbato en tejidos de plantas comestibles no verdes. Por ejemplo, en 
frutas, los niveles varían 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 µg gFW-1 AsA en el níspero 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 botánica: Actinidia chinensis, Actinidia deliciosa y Actinidia setosa. Kiwifruit: science and20
management, ed. I. J. Warrington y G. C. Weston. 1.990, Palmerston North; Nueva Zelanda: Sociedad de Nueva 
Zelanda para las Ciencias Hortícolas. 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 Hortícolas. 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: pág. 603-656, Spano, D., 25
et al., 1.997 Acta Hort., 444: pág. 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 Hortícolas. 576.). Se indican mayores concentraciones de ascorbato en fruta de, A. arguta, A. chinensis 
(Muggleston, S., et al., Orchardist, 1.998. 71 (8): pág. 38-40, Chen, Q. y Q. Chen, Crop Genetic Resources, 1.99830
(2): pág. 3, Coggiatti, S., 1.971 Ital Agr, Oct,. 108 (10): pág. 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: pág. 603-656 y A. kolomikta 
(Kola, J. y J. Pavelka, 1.988 Nahrung,. 32 (5): pág. 513-515).

Se han propuesto tres rutas de biosíntesis de ácido ascórbico 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 35
al., (2.004) Plant Physiol. 134, 1.200-1.205) y una tercera por ácido Galacturónico (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 enzimáticas asociadas, 
para la ruta L-Galactosa y se ha caracterizado al menos parcialmente, excepto para uno, una supuesta enzima que 40
convierte GDP-L-Galactosa en L-Galactosa-1-Fosfato.

Los genes y actividades enzimáticas 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-lactona45
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 extraída o purificada o como un gen expresado, cataliza la segunda etapa comprometida 
para la biosíntesis de ácido ascórbico.

Se identificó el mutante VTC2 de Arabidopsis thaliana en una investigación de resistencia al ozono y también se 50
caracterizó que mostraba niveles de ácido ascórbico especialmente bajos (Conklin et al., 2.000). Se clonó el gen 
mutado usando una propuesta basada en mapas (Jander et al., 2.002) y se identificó como un gen (At4g26850) que 
codifica una nueva proteína. Sin embargo, se indicó que este gen no mostraba homología con otros genes en
Arabidopsis excepto para el At5g55120 no caracterizado de manera similar y otros genes no caracterizados de otras 
especies. Se indicó que la proteína codificada era lo más similar a la proteína MC015.7 de Arabidopsis, la proteína 55
C10F3.4 de Caenorhabitis elegans y la proteína CG3552 de la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster), ninguna 
de las cuales ha demostrado función.
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Aunque se indicó que el gen de Arabidopsis (At Ag26850) complementaba cuatro alelos del mutante VTC2, no se 
proporcionaron detalles (Jander et al., 2.002). Además 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 identificación de genes que codifican enzimas en la ruta biosintética para la producción de ascorbato proporciona 5
la oportunidad de propuestas basadas en genes para la manipulación del contenido en ascorbato de las plantas.

Sin embargo, aunque se han generado plantas transgénicas, o mutantes, con expresión 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 biosíntesis de 
ascorbato y la expresión disminuida de los genes (y niveles enzimáticos) puede dar como resultado ascorbato
reducido, la sobreexpresión no ha dado como resultado ascorbato aumentado en las hojas (Ishikawa et al., 2.006 y 10
Conklin et al., 2.006).

Es un objeto de la invención 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 elección 
útil.15

Sumario de la invención.

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 transformación de una célula vegetal o planta con un polinucleótido que codifica un polipéptido con la 
secuencia de aminoácidos de una cualquiera de la SEC ID Nº 1 a 11 o una variante del polipéptido, en el que la 20
variante presenta la actividad de una GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa.

En un caso la variante comprende la secuencia de aminoácidos: AINVSPIEYGHVLLIP (SEC ID Nº 12).

En un caso más la variante comprende la secuencia de aminoácidos: GYNSLGAFATINHLHFQAY (SEC ID Nº 13).

En un caso más la variante comprende las secuencias de las dos: SEC ID Nº 12 y SEC ID Nº 13.

En un caso más la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la secuencia 25
de aminoácidos según una de la SEC ID Nº 1 a 11.

En un caso más el polinucleótido codifica un polipéptido con la secuencia de aminoácidos según una cualquiera de 
la SEC ID Nº 1 a 11.

En un caso más la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la secuencia 
de aminoácidos de la SEC ID Nº 1.30

En un caso más el polinucleótido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 1.

En un caso más la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la secuencia 
de aminoácidos de la SEC ID Nº 6.

En un caso más el polinucleótido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 6.

En un caso más la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la secuencia 35
de aminoácidos de la SEC ID Nº 7.

En un caso más el polinucleótido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 7.

En un caso más la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la secuencia 
de aminoácidos de la SEC ID Nº 8.

En un caso más el polinucleótido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 8.40

En un caso más la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la secuencia 
de aminoácidos de la SEC ID Nº 9.

En un caso más el polinucleótido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 9.

En un caso más la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la secuencia 
de aminoácidos de la SEC ID Nº 10.45

En un caso más el polinucleótido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 10.

Se describe también un método para producir una célula vegetal o planta con actividad de la GDP-L-Galactosa
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Guaniltransferasa aumentada, comprendiendo el método la transformación de una célula vegetal o planta con un 
polinucleótido que comprende una secuencia de nucleótidos seleccionada de una cualquiera de las secuencias de la
SEC ID Nº 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 5
de las secuencias de la SEC ID Nº 14 a 24.

En un caso más el polinucleótido de a) comprende una cualquiera de las secuencias de la SEC ID Nº 14 a 24.

En un caso más la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 
secuencia de la SEC ID Nº 14.

En un caso más el polinucleótido de a) comprende la secuencia de la SEC ID Nº 14.10

En un caso más la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 14.

En un caso más el polinucleótido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 
14.

En un caso más la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 15
secuencia de la SEC ID Nº 19.

En un caso más el polinucleótido de a) comprende la secuencia de la SEC ID Nº 19.

En un caso más la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 19.

En un caso más el polinucleótido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 20
19.

En un caso más la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 
secuencia de la SEC ID Nº 20.

En un caso más el polinucleótido de a) comprende la secuencia de la SEC ID Nº 20.

En un caso más la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 25
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 20.

En un caso más el polinucleótido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 
20.

En un caso más la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 
secuencia de la SEC ID Nº 21.30

En un caso más el polinucleótido de a) comprende la secuencia de la SEC ID Nº 21.

En un caso más la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 21.

En un caso más el polinucleótido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 
21.35

En un caso más la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 
secuencia de la SEC ID Nº 22.

En un caso más el polinucleótido de a) comprende la secuencia de la SEC ID Nº 22.

En un caso más la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 22.40

En un caso más el polinucleótido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 
22.

En un caso más la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 
secuencia de la SEC ID Nº 23.

En un caso más el polinucleótido de a) comprende la secuencia de la SEC ID Nº 23.45
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En un caso más la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 23.

En un caso más el polinucleótido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 
23.

Preferiblemente, la planta o célula vegetal con actividad de la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa aumentada5
producida por los métodos anteriores también presenta contenido en ascorbato aumentado. La invención 
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 mutación que da como resultado ascorbato disminuido, 
comprendiendo el método la transformación de una célula vegetal o planta con un polinucleótido que codifica un 
polipéptido con la secuencia de aminoácidos de una cualquiera de la SEC ID Nº 1 a 11 o una variante del 10
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 aminoácidos: AINVSPIEYGHVLLIP (SEC ID Nº 12);

b) la secuencia de aminoácidos: GYNSLGAFATINHLHFQAY (SEC ID Nº 13) y 

c) una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la secuencia de aminoácidos según una 15
cualquiera de la SEC ID Nº 1 a 11.

En una realización más, la variante comprende las secuencias de ambas, SEC ID Nº 12 y SEC ID Nº 13.

En una realización más, el polinucleótido codifica un polipéptido con la secuencia de aminoácidos según una 
cualquiera de la SEC ID Nº 1 a 11.

En una realización más, la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la 20
secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 1.

En una realización más, el polinucleótido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoácidos de la SEC ID 
Nº 1.

En una realización más, la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la 
secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 6.25

En una realización más, el polinucleótido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoácidos de la SEC ID 
Nº 6.

En una realización más, la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la 
secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 7.

En una realización más, el polinucleótido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoácidos de la SEC ID 30
Nº 7.

En una realización más, la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la 
secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 8.

En una realización más, el polinucleótido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoácidos de la SEC ID 
Nº 8.35

En una realización más, la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la 
secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 9.

En una realización más, el polinucleótido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoácidos de la SEC ID 
Nº 9.

En una realización más, la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la 40
secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 10.

En una realización más, el polinucleótido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoácidos de la SEC ID 
Nº 10.

También se describe un método que comprende además la transformación de la célula vegetal o planta con un 
polinucleótido que codifica un polipéptido con la secuencia de aminoácidos de una cualquiera de la SEC ID Nº 25 a 45
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 aminoácidos: AADMGGMGFIQSNHSVI (SEC ID Nº 36). 

En un caso más, la variante comprende la secuencia de aminoácidos: GTWKGGREKAPAAFCRK (SEC ID Nº 37). 
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En un caso más, la variante comprende las secuencias de ambas, SEC ID Nº 36 y SEC ID Nº 37.

En un caso más, la variante presenta al menos 70% de identidad de secuencias para un polipéptido con la 
secuencia de aminoácidos según una cualquiera de la SEC ID Nº 25 a 35.

En un caso más, el polinucleótido codifica un polipéptido con la secuencia de aminoácidos según una cualquiera de 
la SEC ID Nº 25 a 35.5

En un caso más, la variante presenta al menos 70% de identidad de secuencias para un polipéptido con la 
secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 25.

En un caso más, el polinucleótido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 25.

En un caso más, la variante presenta al menos 70% de identidad de secuencias para un polipéptido con la 
secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 26.10

En un caso más, el polinucleótido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 26.

En un caso más, la variante presenta al menos 70% de identidad de secuencias para un polipéptido con la 
secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 27. 

En una realización más, el polinucleótido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoácidos de la SEC ID 
Nº 27.15

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

En un aspecto más, la invención proporciona un método para producir una célula vegetal o planta con ascorbato 
aumentado, comprendiendo el método la transformación de una célula vegetal o planta con un polinucleótido que 20
comprende una secuencia de nucleótidos seleccionada de una cualquiera de las secuencias de SEC ID Nº 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 una realización, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para una 
cualquiera de las secuencias de SEC ID Nº 14 a 24.25

En una realización más, el polinucleótido de a) comprende una cualquiera de las secuencias de SEC ID Nº 14 a 24.

En una realización más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa según una 
cualquiera de la SEC ID Nº 14 a 24.

En una realización más, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 
secuencia de SEC ID Nº 14.30

En una realización más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia de SEC ID Nº 14.

En una realización más, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 14.

En una realización más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC 
ID Nº 14.35

En una realización más, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 
secuencia de SEC ID Nº 19.

En una realización más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia de la SEC ID Nº 19.

En una realización más, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 19.40

En una realización más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC 
ID Nº 19.

En una realización más, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 
secuencia de la SEC ID Nº 20.

En una realización más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia de la SEC ID Nº 20.45

En una realización más, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 
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secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 20.

En una realización más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC 
ID Nº 20.

En una realización más, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 
secuencia de la SEC ID Nº 21.5

En una realización más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia de la SEC ID Nº 21.

En una realización más, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 21.

En una realización más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC 
ID Nº 21.10

En una realización más, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 
secuencia de la SEC ID Nº 22.

En una realización más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia de la SEC ID Nº 22.

En una realización más, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 22.15

En una realización más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC 
ID Nº 22.

En una realización más, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 
secuencia de la SEC ID Nº 23.

En una realización más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia de la SEC ID Nº 23.20

En una realización más, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 23.

En una realización más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC 
ID Nº 23.

En una realización preferida, el método comprende además la transformación de la célula vegetal o planta con un 25
polinucleótido que comprende una secuencia de nucleótidos seleccionada de una cualquiera de las secuencias de
SEC ID Nº 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 realización, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias según una 
cualquiera de SEC ID Nº 38 a 48.30

En una realización más, el polinucleótido de a) comprende una cualquiera de las secuencias de SEC ID Nº 38 a 48.

En una realización más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa según una 
cualquiera de la SEC ID Nº 38 a 48.

En una realización más, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la 
secuencia de SEC ID Nº 38.35

En una realización más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia de SEC ID Nº 38.

En una realización más, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la 
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 38.

En una realización más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC 
ID Nº 38.40

En una realización más, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la 
secuencia de la SEC ID Nº 39.

En una realización más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia de la SEC ID Nº 39.

En una realización más, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la 
secuencia de longitud completa de la SEC ID Nº 39.45
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En una realización más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC 
ID Nº 39.

En una realización más, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la 
secuencia de la SEC ID Nº 40.

En una realización más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia de la SEC ID Nº 40.5

En una realización más, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la 
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 40.

En una realización más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC 
ID Nº 40.

La transformación con la transferasa y epimerasa puede ser secuencial, en cualquier orden. Alternativamente, la 10
transformación con la epimerasa y transferasa puede ser simultánea. Cuando es simultánea, 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 transformación de una célula vegetal o planta con un 
polinucleótido que codifica un polipéptido con la secuencia de aminoácidos según una cualquiera de la SEC ID Nº 2515
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 aminoácidos: AADMGGMGFIQSNHSVI (SEC ID Nº 36). 

En un caso más la variante comprende la secuencia de aminoácidos: GTWKGGREKAPAAFCRK (SEC ID Nº 37). 

En un caso más, la variante comprende las secuencias de ambas, SEC ID Nº 36 y SEC ID Nº 37.

En un caso más, la variante presenta al menos 70% de identidad de secuencias para un polipéptido con la 20
secuencia de aminoácidos según una cualquiera de la SEC ID Nº 25 a 35.

En un caso más, el polinucleótido codifica un polipéptido con la secuencia de aminoácidos según una cualquiera de 
la SEC ID Nº 25 a 35.

En un caso más, la variante presenta al menos 70% de identidad de secuencias para un polipéptido con la 
secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 25.25

En un caso más, el polinucleótido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 25.

En un caso más, la variante presenta al menos 70% de identidad de secuencias para un polipéptido con la 
secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 26.

En un caso más, el polinucleótido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 26.

En un caso más, la variante presenta al menos 70% de identidad de secuencias para un polipéptido con la 30
secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 27.

En un caso más, el polinucleótido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 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 transformación de una célula vegetal o planta con un 
polinucleótido que comprende una secuencia de nucleótidos seleccionada de una cualquiera de las secuencias de35
SEC ID Nº 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 según una 
cualquiera de las secuencias de SEC ID Nº 38 a 48.

En un caso más, el polinucleótido de a) comprende una cualquiera de las secuencias de SEC ID Nº 38 a 48.40

En un caso más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa según una 
cualquiera de la SEC ID Nº 38 a 48.

En un caso más, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la 
secuencia de SEC ID Nº 38.

En un caso más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia de SEC ID Nº 38.45

En un caso más, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la 
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secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 38.

En un caso más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 
38.

En un caso más, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la 
secuencia de SEC ID Nº 39.5

En un caso más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia de SEC ID Nº 39.

En un caso más, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la 
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 39.

En un caso más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº
39.10

En un caso más, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la 
secuencia de SEC ID Nº 40.

En un caso más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia de la SEC ID Nº 40.

En un caso más, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la 
secuencia de longitud completa de la SEC ID Nº 40.15

En un caso más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº
40.

También se describe un método para producir una célula vegetal o planta con contenido en ascorbato aumentado, 
comprendiendo el método la transformación de una célula vegetal o planta con un polinucleótido que codifica un 
polipéptido con la secuencia de aminoácidos según una cualquiera de la SEC ID Nº 25 a 35, o una variante del 20
polipéptido, en el que la variante presenta la actividad de la GDP-D-Manosa epimerasa.

En un caso, la variante comprende la secuencia de aminoácidos: AADMGGMGFIQSNHSVI (SEC ID Nº 36). 

En un caso más, la variante comprende la secuencia de aminoácidos: GTWKGGREKAPAAFCRK (SEC ID Nº 37). 

En un caso más, la variante comprende las secuencias de ambas, SEC ID Nº 36 y SEC ID Nº 37.

En un caso más, la variante presenta al menos 70% de identidad de secuencias para un polipéptido con la 25
secuencia de aminoácidos según una cualquiera de la SEC ID Nº 25 a 35.

En un caso más, el polinucleótido codifica un polipéptido con la secuencia de aminoácidos según una cualquiera de 
la SEC ID Nº 25 a 35.

En un caso más, la variante presenta al menos 70% de identidad de secuencias para un polipéptido con la 
secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 25.30

En un caso más, el polinucleótido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº 25.

En un caso más, la variante presenta al menos 70% de identidad de secuencias para un polipéptido con la 
secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 26.

En una realización más, el polinucleótido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoácidos de la SEC ID 
Nº 26.35

En un caso más, la variante presenta al menos 70% de identidad de secuencias para un polipéptido con la 
secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº 27.

En un caso más, el polinucleótido de a) codifica codifican polipéptido con la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº
27.

En un caso preferido del método para producir una célula vegetal o planta con contenido en ascorbato aumentado, la 40
célula vegetal o planta se transforma también con un polinucleótido que codifica una GDP-L-Galactosa-
Guaniltransferasa.

La transformación con la epimerasa y transferasa puede ser secuencial, en cualquier orden. Alternativamente, la 
transformación con la epimerasa y transferasa puede ser simultánea. Cuando es simultánea, las secuencias que 
codifican la epimerasa y transferasa pueden estar en las mismas construcciones o vectores o separadas.45

Preferiblemente, la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa presenta la secuencia de aminoácidos de una cualquiera de 
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SEC ID Nº 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 aminoácidos: AINVSPIEYGHVLLIP (SEC ID Nº 12). 

En un caso más, la variante comprende la secuencia de aminoácidos: GYNSLGAFATINHLHFQAY (SEC ID Nº 13).

En un caso más, la variante comprende las secuencias de ambas, SEC ID Nº 12 y SEC ID Nº 13.5

En un caso más, a la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la 
secuencia de aminoácidos según una cualquiera de la SEC ID Nº 1 a 11.

En un caso más, el polinucleótido codifica un polipéptido con la secuencia de aminoácidos según una cualquiera de 
la SEC ID Nº 1 a 11.

En un caso más, la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la 10
secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 1.

En un caso más, el polinucleótido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 1.

En un caso más, la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la 
secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 6.

En un caso más, el polinucleótido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 6.15

En un caso más, la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la 
secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 7.

En un caso más, el polinucleótido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 7.

En un caso más, la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la 
secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 8.20

En un caso más, el polinucleótido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 8.

En un caso más, la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la 
secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 9.

En un caso más, el polinucleótido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 9.

En un caso más, la variante presenta al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la 25
secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 10.

En un caso más, el polinucleótido de a) codifica un polipéptido con la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 10.

También se describió un método para producir una célula vegetal o planta con contenido en ascorbato aumentado, 
comprendiendo el método la transformación de una célula vegetal o planta con un polinucleótido que comprende una 
secuencia de nucleótidos seleccionada de una cualquiera de las secuencias de SEC ID Nº 38 a 48, o una variante 30
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 Nº 38 a 48.

En un caso más, el polinucleótido de a) comprende una cualquiera de las secuencias de SEC ID Nº 38 a 48.

En un caso más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa según una 35
cualquiera de la SEC ID Nº 38 a 48.

En un caso más, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la 
secuencia de SEC ID Nº 38.

En un caso más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia de SEC ID Nº 38.

En un caso más, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la 40
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 38.

En un caso más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº
38.

En un caso más, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la 
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secuencia de SEC ID Nº 39.

En un caso más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia de SEC ID Nº 39.

En un caso más, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la 
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 39.

En un caso más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº5
39.

En un caso más, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la 
secuencia de SEC ID Nº 40.

En un caso más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia de SEC ID Nº 40.

En un caso más, la variante comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la 10
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 40.

En un caso más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº
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 polinucleótido que codifica una GDP-L-Galactosa15
Guaniltransferasa.

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

Preferiblemente, el polinucleótido que codifica la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa presenta una secuencia de 20
nucleótidos seleccionada de una cualquiera de las secuencias de SEC ID Nº 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 Nº 14 a 24.

En un caso más, el polinucleótido de a) comprende una cualquiera de las secuencias de la SEC ID Nº 14 a 24.25

En un caso más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa según una 
cualquiera de la SEC ID Nº 14 a 24.

En un caso más, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 
secuencia de SEC ID Nº 14.

En un caso más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia de SEC ID Nº 14.30

En un caso más, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 14.

En un caso más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº
14.

En un caso más, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 35
secuencia de la SEC ID Nº 19.

En un caso más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia de la SEC ID Nº 19.

En un caso más, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 19.

En un caso más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº40
19.

En un caso más, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 
secuencia de la SEC ID Nº 20.

En un caso más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia de la SEC ID Nº 20.

En un caso más, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 45
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 20.
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En un caso más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº
20.

En un caso más, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 
secuencia de SEC ID Nº 21.

En un caso más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia de SEC ID Nº 21.5

En un caso más, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 21.

En un caso más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº
21.

En un caso más, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 10
secuencia de la SEC ID Nº 22.

En un caso más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia de la SEC ID Nº 22.

En un caso más, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 22.

En un caso más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº15
22.

En un caso más, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 
secuencia de la SEC ID Nº 23.

En un caso más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia de la SEC ID Nº 23.

En un caso más, la variante comprende una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la 20
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 23.

En un caso más, el polinucleótido de a) comprende la secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº
23.

En un aspecto más, la invención proporciona un método para producir una célula vegetal o planta con contenido en 
ascorbato aumentado, comprendiendo el método la transformación de una célula vegetal o planta con:25

a) un polinucleótido que codifica una GDP-D-Manosa epimerasa y

b) un polinucleótido que codifica una GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa;

en el que el polinucleótido que codifica la GDP-D-Manosa epimerasa comprende al menos uno de (i) la secuencia de 
aminoácidos: AADMGGMGFIQSNHSVI (SEC ID Nº 36); (ii) la secuencia de aminoácidos: 
GTWKGGREKAPAAFCRK (SEC ID Nº 37); (iii) una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencia para la 30
secuencia de aminoácidos según una cualquiera de la SEC ID Nº 25 a 35 y (iv) la secuencia de aminoácidos según 
una cualquiera de la SEC ID Nº 25 a 35 y el polinucleótido que codifica la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa
comprende al menos una de (i) la secuencia de aminoácidos: AINVSPIEYGHVLLIP (SEC ID Nº 12); (ii) la secuencia 
de aminoácidos: GYNSLGAFATINHLHFQAY (SEC ID Nº 13); (iii) una secuencia con al menos 60% de identidad de 
secuencias para un polipéptido con la secuencia de aminoácidos según una cualquiera de la SEC ID Nº 1 a 11 y (iv)35
la secuencia de aminoácidos según una cualquiera de la SEC ID Nº 1 a 11.

En un aspecto más la invención proporciona un polinucleótido 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 Nº 1 a 7, en el que 
el polipéptido es una GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa. 

En una realización, el polipéptido comprende la secuencia AINVSPEEYGHVLLIP (SEC ID Nº 12).40

En una realización más, el polipéptido comprende la secuencia GYNSLGAFATINHLHFQAY (SEC ID Nº 13).

En una realización más, el polipéptido comprende la secuencia de ambas SEC ID Nº 12 y SEC ID Nº 13.

En una realización más, el polipéptido comprende una secuencia con al menos 78% de identidad secuencia para la 
secuencia según una cualquiera de SEC ID Nº 1 a 7.

En una realización más, el polipéptido comprende una secuencia seleccionada de una cualquiera de la SEC ID Nº 145
a 7.

En una realización más, el polipéptido comprende una secuencia con al menos 78% de identidad para la secuencia 
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de SEC ID Nº 1.

En una realización más, el polipéptido comprende la secuencia de SEC ID Nº 1.

En una realización más, al polipéptido comprende una secuencia con al menos 78% de identidad para la secuencia 
de SEC ID Nº 2. 

En una realización más, el polipéptido comprende la secuencia de la SEC ID Nº 2.5

En una realización más, el polipéptido comprende una secuencia con al menos 78% de identidad para la secuencia 
de la SEC ID Nº 3.

En una realización más, el polipéptido comprende la secuencia de la SEC ID Nº 3.

En una realización más, el polipéptido comprende una secuencia con al menos 78% de identidad para la secuencia 
de SEC ID Nº 4.10

En una realización más, el polipéptido comprende la secuencia de la SEC ID Nº 4.

En una realización más, el polipéptido comprende una secuencia con al menos 78% de identidad para la secuencia 
de la SEC ID Nº 5.

En una realización más, el polipéptido comprende la secuencia de la SEC ID Nº 5.

En una realización más, el polipéptido comprende una secuencia con al menos 78% de identidad para la secuencia 15
de la SEC ID Nº 6.

En una realización más, el polipéptido comprende la secuencia de la SEC ID Nº 6.

En una realización más, el polipéptido comprende una secuencia con al menos 78% de identidad para la secuencia 
de la SEC ID Nº 7.

En una realización más, el polipéptido comprende la secuencia de la SEC ID Nº 7.20

También se describe un polinucleótido aislado que comprende la secuencia codificadora de longitud completa según 
una cualquiera de la SEC ID Nº 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 según una cualquiera de la SEC ID Nº 14 a 20.25

En un caso, el polinucleótido comprende la secuencia codificadora de longitud completa según una cualquiera de las
SEC ID Nº 14 a 20.

En un caso más, el polinucleótido comprende la secuencia según una cualquiera de la SEC ID Nº 14 a 20.

En un caso más, el polinucleótido comprende una secuencia con al menos 68% de identidad de secuencias para la 
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 14.30

En un caso más, el polinucleótido comprende la secuencia codificadora de longitud completa dentro de la secuencia 
de SEC ID Nº 14.

En un caso más, el polinucleótido comprende la secuencia de SEC ID Nº 14.

En un caso más, el polinucleótido comprende una secuencia con al menos 69% de identidad de secuencias para la 
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 15.35

En un caso más, el polinucleótido comprende la secuencia codificadora de longitud completa dentro de la secuencia
de SEC ID Nº 15.

En un caso más, el polinucleótido comprende la secuencia de la SEC ID Nº 15.

En un caso más, el polinucleótido comprende una secuencia con al menos 66% de identidad de secuencias para la 
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 16.40

En un caso más, el polinucleótido comprende la secuencia codificadora de longitud completa dentro de la secuencia
de SEC ID Nº 16.

En un caso más, el polinucleótido comprende la secuencia de la SEC ID Nº 16.

En un caso más, el polinucleótido 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 Nº 17.

En un caso más, el polinucleótido comprende la secuencia codificadora de longitud completa dentro de la secuencia 
de SEC ID Nº 17.

En un caso más, el polinucleótido comprende la secuencia de SEC ID Nº 17.

En un caso más, el polinucleótido comprende una secuencia con al menos 69% de identidad de secuencias para la 5
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 18.

En un caso más, el polinucleótido comprende la secuencia codificadora de longitud completa dentro de la secuencia 
de SEC ID Nº 18.

En un caso más, el polinucleótido comprende la secuencia de SEC ID Nº 18.

En un caso más, el polinucleótido comprende una secuencia con al menos 68% de identidad de secuencias para la 10
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 19.

En un caso más, el polinucleótido comprende la secuencia codificadora de longitud completa dentro de la secuencia 
de SEC ID Nº 19.

En un caso más, el polinucleótido comprende la secuencia de SEC ID Nº 19.

En un caso más, el polinucleótido comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la 15
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 20.

En un caso más, el polinucleótido comprende la secuencia codificadora de longitud completa dentro de la secuencia 
de SEC ID Nº 20.

En un caso más, el polinucleótido comprende la secuencia de SEC ID Nº 20.

En un aspecto más, la invención proporciona un polipéptido aislado que comprenden una secuencia con al menos 20
78% de identidad para una secuencia de aminoácidos seleccionada de una cualquiera de la SEC ID Nº 1 a 7, en la
que el polipéptido presenta la actividad de una GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa.

En una realización, el polipéptido de variante presenta al menos 78% de identidad de secuencias para una 
secuencia de aminoácidos seleccionada de una cualquiera de la SEC ID Nº 1 a 7, en el que la variante presenta la 
actividad de una GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa.25

En una realización más, el polipéptido aislado presenta al menos 78% de identidad de secuencias para la secuencia 
de aminoácidos de la SEC ID Nº 1.

En una realización más, el polipéptido aislado comprende la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 1.

En una realización más, el polipéptido aislado presenta al menos 78% de identidad de secuencias para la secuencia 
de aminoácidos de la SEC ID Nº 2.30

En una realización más, el polipéptido aislado comprende la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 2.

En una realización más, el polipéptido aislado presenta al menos 78% de identidad de secuencias para la secuencia 
de aminoácidos de la SEC ID Nº 3.

En una realización más, el polipéptido aislado comprende la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 3.

En una realización más, el polipéptido aislado presenta al menos 78% de identidad de secuencias para la secuencia 35
de aminoácidos de la SEC ID Nº 4.

En una realización más, el polipéptido aislado comprende la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 4.

En una realización más, el polipéptido aislado presenta al menos el 78% de identidad de secuencias para la 
secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 5.

En una realización más, el polipéptido aislado comprende la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 5.40

En una realización más, el polipéptido aislado presenta al menos 78% de identidad de secuencias para la secuencia 
de aminoácidos de la SEC ID Nº 6.

En una realización más, el polipéptido aislado comprende la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 6.

En una realización más, el polipéptido aislado presenta al menos 78% de identidad de secuencias para la secuencia 
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de aminoácidos de la SEC ID Nº 7.

En una realización más, el polipéptido aislado comprende la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 7.

También se describe un polinucleótido aislado que codifica un polipéptido que comprende una secuencia 
seleccionada según una de la SEC ID Nº 25 a 27, o una variante de la misma, en el que la variante es una GDP-D-
Manosa epimerasa.5

En un caso, la variante comprende la secuencia: AADMGGMGFIQSNHSVI (SEC ID Nº 36). 

En un caso más, la variante comprende la secuencia: GTWKGGREKAPAAFCRK (SEC ID Nº 37). 

En un caso más, la variante comprende la secuencia de ambas SEC ID Nº 36 y SEC ID Nº 37.

En un caso más, el polipéptido comprende una secuencia con al menos 91% de identidad para la secuencia según 
una cualquiera de la SEC ID Nº 25 a 27.10

En un caso más, el polipéptido comprende una secuencia seleccionada de una cualquiera de la SEC ID Nº 25 a 27.

En un caso más, el polipéptido comprende una secuencia con al menos 91% de identidad para la secuencia de SEC 
ID Nº 25.

En un caso más, el polipéptido comprende la secuencia de SEC ID Nº 25. 

En un caso más, el polipéptido comprende una secuencia con al menos 91% de identidad para la secuencia de SEC 15
ID Nº 26.

En un caso más, el polipéptido comprende la secuencia de SEC ID Nº 26. 

En un caso más, el polipéptido comprende una secuencia con al menos 91% de identidad para la secuencia de SEC 
ID Nº 27.

En un caso más, el polipéptido comprende la secuencia de SEC ID Nº 27.20

También se describe un polinucleótido aislado que comprende la secuencia codificadora de longitud completa según 
una cualquiera de la SEC ID Nº 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 Nº 38 a 40.25

En un caso, el polinucleótido comprende la secuencia codificadora de longitud completa según una cualquiera de la
SEC ID Nº 38 a 40.

En un caso más, el polinucleótido comprende la secuencia según una cualquiera de la SEC ID Nº 38 a 40.

En un caso más, el polinucleótido comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la 
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 38.30

En un caso más, el polinucleótido comprende la secuencia codificadora de longitud completa dentro de la secuencia 
de SEC ID Nº 38.

En un caso más, el polinucleótido comprende la secuencia de SEC ID Nº 38.

En un caso más, el polinucleótido comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la 
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 39.35

En un caso más, el polinucleótido comprende la secuencia codificadora de longitud completa dentro de la secuencia 
de SEC ID Nº 39.

En un caso más, el polinucleótido comprende la secuencia de SEC ID Nº 39.

En un caso más, el polinucleótido comprende una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para la 
secuencia codificadora de longitud completa de la SEC ID Nº 40.40

En un caso más, el polinucleótido comprende la secuencia codificadora de longitud completa dentro de la secuencia 
de SEC ID Nº 40.

En un caso más, el polinucleótido comprende la secuencia de SEC ID Nº 40.

También se describe un polipéptido aislado que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 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 
aminoácidos seleccionada de una cualquiera de SEC ID Nº 25 a 27, en el que la variante presenta la actividad de
una GDP-D-Manosa epimerasa.

En un caso más, el polipéptido aislado presenta al menos 91% de identidad de secuencia para la secuencia de 5
aminoácidos de SEC ID Nº 25.

En un caso más, el polipéptido aislado comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº 25.

En un caso más, el polipéptido aislado presenta al menos 91% de identidad de secuencia para la secuencia de 
aminoácidos de SEC ID Nº 26.

En un caso más, el polipéptido aislado comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº 26.10

En un caso más, el polipéptido aislado presenta al menos 91% de identidad de secuencias para la secuencia de 
aminoácidos de SEC ID Nº 27.

En un caso más, el polipéptido aislado comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº 27.

También se describe un polinucleótido aislado que codifica un polipéptido de la invención.

También se describe un polinucleótido aislado que comprende:15

a) un polinucleótido que comprende un fragmento, de al menos 15 nucleótidos de longitud, de un polinucleótido de la 
invención;

b) un polinucleótido que comprende un complemento, de al menos 15 nucleótidos de longitud, del polinucleótido de 
la invención o

d) un polinucleótido que comprende una secuencia, de al menos 15 nucleótidos de longitud, capaz de hibridar el 20
polinucleótido de la invención.

En un aspecto más, la invención proporciona una construcción genética que comprende al menos un polinucleótido
de la invención.

En un aspecto más, la invención proporciona una construcción de expresión que comprende al menos un
polinucleótido de la invención.25

En un aspecto más, la invención proporciona una construcción de ARNi que comprende al menos un polinucleótido
de la invención.

En un aspecto más, la invención proporciona un vector que comprende una construcción de expresión, construcción 
genética o construcción de ARNi de la invención.

En un aspecto más, la invención proporciona una célula huésped que comprende al menos una construcción de 30
expresión o construcción genética de la invención.

En un aspecto más, la invención proporciona una célula huésped genéticamente modificada para expresar al menos 
un polinucleótido de la invención o al menos un polipéptido de la invención.

Preferiblemente, la célula huésped está genéticamente modificada para expresar: un polinucleótido que codifica una 
GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa y un polinucleótido que codifica una GDP-D-Manosa epimerasa.35

También se describe un método para producir un polipéptido de GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa, 
comprendiendo el método cultivar una célula huésped que comprende una construcción de expresión de la invención 
o una construcción genética de la invención, capaz de expresar un polipéptido de GDP-L-Galactosa
Guaniltransferasa.

También se describe un método para producir el producto enzimático de una GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa, 40
comprendiendo el método cultivar una célula huésped que incluye una construcción de expresión de la invención o 
una construcción genética de la invención, capaz de expresar un polipéptido de GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa, 
en presencia de sustrato enzimático 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 45
método cultivar una célula huésped que comprende una construcción de expresión de la invención o una 
construcción genética de la invención, capaz de expresar un polipéptido de GDP-D-Manosa epimerasa.
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También se describe un método para producir el producto enzimático de una GDP-D-Manosa epimerasa, 
comprendiendo el método cultivar una célula huésped que incluye una construcción de expresión de la invención o 
una construcción genética de la invención, capaz que expresar un polipéptido de GDP-D-Manosa epimerasa, en 
presencia de sustrato enzimático que se puede suministrar a, o puede estar presente de manera natural en la célula 
huésped.5

También se describe un método para la biosíntesis de ascorbato que comprende las etapas de cultivar una célula 
huésped que comprende una construcción de expresión de la invención o la construcción genética de la invención, 
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 construcción de expresión de la invención capaz de 10
expresar una GDP-D-Manosa epimerasa.

También se describe un método para la biosíntesis de ascorbato que comprende las etapas de cultivar una célula 
huésped que comprende una construcción de expresión de la invención o una construcción genética de la invención, 
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.15

Preferiblemente, la célula huésped también comprende una construcción de expresión de la invención 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 más, la invención proporciona una célula vegetal genéticamente modificada para expresar al menos 
un polinucleótido de la invención, o al menos un polipéptido de la invención.20

En un aspecto más, la invención proporciona una célula vegetal que comprende al menos una construcción de 
expresión de la invención o al menos una construcción genética de la invención.

En un aspecto más, la invención proporciona una planta que comprende una célula vegetal de la invención.

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 expresión modificada de un polinucleótido de 25
la invención.

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 expresión modificada de un polipéptido de la 
invención.

También se describe un método para seleccionar una planta modificada en actividad de la GDP-D-Manosa30
epimerasa, comprendiendo el método ensayar en una planta la expresión modificada de un polinucleótido de la 
invención.

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 expresión modificada de un polipéptido de la 
invención.35

También se describe un método para seleccionar una planta con contenido en ácido ascórbico modificado; 
comprendiendo el método ensayar en una planta la expresión modificada de un polinucleótido o polipéptido de la 
invención.

En un aspecto más, la invención proporciona una célula vegetal o planta producida por el método de la invención. 
Preferiblemente, la planta está genéticamente modificada para incluir o expresar un polinucleótido o polipéptido de la 40
invención.

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

También se describe un grupo de plantas seleccionado por el método de la invención. Preferiblemente, el grupo 
comprende al menos 2, más preferiblemente al menos 3, más preferiblemente al menos 4, más preferiblemente al 
menos 5, más preferiblemente al menos 6, más preferiblemente al menos 7, más preferiblemente al menos 8, más 45
preferiblemente al menos 9, más preferiblemente al menos 10, más preferiblemente al menos 11, más 
preferiblemente al menos 12, más preferiblemente al menos 13, más preferiblemente al menos 14, más 
preferiblemente al menos 15, más preferiblemente al menos 16, más preferiblemente al menos 17, más 
preferiblemente al menos 18, más preferiblemente al menos 19, más preferiblemente al menos 20 plantas.

También se describe un método para producir ascorbato, comprendiendo el método extraer ascorbato de una célula 50
vegetal o planta de la invención.

E08741735
17-07-2015ES 2 543 130 T3

 



18

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 Nº 1 a 11, o una variante de la misma, que presenta la actividad de una GDP-L-Galactosa
Guaniltransferasa y5

b) detectar la presencia y/o ausencia de unión entre dicho compuesto y dicho polipéptido; en el que unión 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 Nº 1 a 11, o una variante de la misma, que presenta la actividad de una GDP-L-Galactosa10
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 15
cualquiera de la SEC ID Nº 25 a 35, o una variante de la misma, que presenta la actividad de una GDP-D-Manosa
epimerasa y

b) detectar la presencia y/o ausencia de unión entre dicho compuesto y dicho polipéptido; en el que unión 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:20

a) poner en contacto dicho compuesto con un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de una 
cualquiera de la SEC ID Nº 25 a 35, o una variante de la misma, que presenta la actividad de una GDP-D-Manosa
epimerasa y

b) valorar el efecto del compuesto sobre la actividad de la GDP-D-Manosa epimerasa del polipéptido; en el que una 
disminución en actividad indica que dicho compuesto es un candidato a herbicida.25

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

También se describe un método para determinar si el compuesto de la invención presenta actividad herbicida, que 
comprende: poner en contacto una planta o células vegetales con dicho candidato a herbicida y detectar una 
disminución en el crecimiento o viabilidad de dicha planta o células vegetales, en el que dicha disminución es 
indicativa de actividad herbicida del compuesto.30

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

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 expresión de 
una construcción de expresión que comprende un polinucleótido de la invención para obtener L-Galactosa-1-fosfato.

También se describe un método para producir GDP-Galactosa, comprendiendo el método poner en contacto GDP-35
Manosa con el producto de expresión de una construcción de expresión que comprende un polinucleótido de la 
invención o un polipéptido de la invención para obtener GDP-Galactosa.

En realizaciones alternativas de todos los aspectos de la invención, 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 invención, la actividad de la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa es GDP-L-Galactosa Hexosa-1-P-40
Guaniltransferasa. Una GDP-L-Galactosa Hexosa-1-P-Guaniltransferasa no está 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 polinucleótidos y variantes de polinucleótidos, de la invención pueden proceder de cualquier especie. Los 
polinucleótidos y variantes también pueden ser producidos de manera recombinante y también pueden ser los 45
productos de propuestas de "transposiciones genéticas”.

En una realización, el polinucleótido o variante procede de una especie vegetal.

En una realización más, el polinucleótido o variante procede de una especie vegetal de las gimnospermas.
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En una realización más, el polinucleótido o variante procede de una especie de planta angiosperma.

En una realización más, el polinucleótido o variante procede de una especie vegetal dicotiledónea.

Los polipéptidos y variantes de polipéptidos de la invención 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". 5

En una realización, los polipéptidos o variantes de la invención proceden de especies vegetales.

En una realización más, los polipéptidos o variantes de la invención proceden de especies vegetales gimnospermas.

En una realización más, los polipéptidos o variantes de la invención proceden de especies vegetales angiospermas.

En una realización más, los polipéptidos o variantes de la invención proceden de especies vegetales dicotiledóneas.

Las plantas vegetales y las plantas de la invención, incluyendo aquéllas de las que proceden los polinucleótidos, 10
polinucleótidos de variante, polipéptido y polipéptidos de variantes, pueden ser de cualquier especie.

En una realización, las células vegetales y plantas son de la especie gimnospermas.

En una realización más, las células vegetales y plantas son de la especie angiospermas.

En una realización más, las células vegetales y plantas son de la especie dicotiledóneas.

En una realización más, las células vegetales y plantas son de una especie de fruta seleccionada del grupo que 15
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, 
híbridos de las cuatro especies Actinidia, Malus domestica y Malus sieboldii.

En una realización más, 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.20

Especies de plantas vegetales preferidas en particular son: Lycopersicon esculentum y Solanum tuberosum.

En una realización más, las células vegetales y las plantas de la invención son de la especie monocotiledóneas.

En una realización más, 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.25

Descripción detallada

En esta memoria descriptiva donde se hecho referencia a memorias descriptivas de patentes, otros documentos 
externos u otras fuentes de información, esto es en general por el propósito de proporcionar un contexto para discutir 
las características de la invención. A menos que se indique específicamente de otro modo, la referencia a tales 
documentos externos no se debe interpretar como una admisión de que tales documentos o tales fuentes de 30
información, en cualquier jurisdicción, son técnica anterior, o forman parte del conocimiento general común 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 afirmación en esta memoria descriptiva que incluye el término "que comprende", también 
pueden estar presentes características distintas de la o las introducidas por el término. Los términos relacionados 35
tales como "comprenden" y "comprende" se tienen que interpretar de la misma manera.

Polinucleótidos y fragmentos

El término "polinucleótido(s)" como se usa en la presente memoria, significa un polímero de desoxirribonucleótido o 
ribonucleótido mono o bicatenario de cualquier longitud pero preferiblemente al menos 15 nucleótidos, e incluye 
como ejemplos no limitantes, secuencias codificadoras y no codificadoras de un gen, complementos de secuencias 40
transcritas y complementarias, exones, intrones, ADN genómico, 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 ácidos nucleicos, cebadores y fragmentos.

Un "fragmento" de una secuencia de polinucleótidos proporcionada en la presente memoria es una subsecuencia de 
nucleótidos contiguos que es capaz de hibridación específica para un objetivo de interés, por ejemplo, una secuencia 45
que tiene al menos 15 nucleótidos de longitud. Los fragmentos de la invención comprenden 15 nucleótidos, 
preferiblemente al menos 20 nucleótidos, más preferiblemente al menos 30 nucleótidos, más preferiblemente al 
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menos 50 nucleótidos, más preferiblemente al menos 50 nucleótidos y lo más preferiblemente al menos 60 
nucleótidos de nucleótidos contiguos de un polinucleótido de la invención. Un fragmento de una secuencia de 
polinucleótidos se puede usar en tecnología complementaria, de silenciamiento de genes, triple hélice o de ribozimas 
o como un cebador, una sonda, incluido en una microserie, o usado en métodos de selección a base de 
polinucleótidos de la invención.5

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

El término "sonda" se refiere a un polinucleótido corto que se usa para detectar una secuencia de polinucleótidos, 
que es complementaria a la sonda, en un ensayo a base de hibridación. La sonda puede constar de un "fragmento" 
de un polinucleótido como se define en la presente memoria.10

Polipéptidos y fragmentos

El término "polipéptido", como se usa en la presente memoria, incluye cadenas de aminoácidos de cualquier longitud 
pero preferiblemente al menos 5 aminoácidos, incluyendo proteínas de longitud completa, en que las unidades
aminoácido se unen por enlaces peptídicos covalentes. Los polipéptidos de la presente invención pueden ser 
productos naturales purificados o se pueden producir parcialmente o completamente usando técnicas recombinantes 15
o sintéticas. El término puede referirse a un polipéptido, un agregado de un polipéptido tal como un dímero u otro 
multímero, un polipéptido de fusión, un fragmento polipeptídico, una variante de polipéptido o derivado de los 
mismos.

Un "fragmento" de un polipéptido es una subsecuencia del polipéptido que realiza una función que se requiere para 
la actividad biológica y/o proporciona estructura tridimensional del polipéptido. El término puede referirse a un 20
polipéptido, un agregado de un polipéptido tal como un dímero u otro multímero, un polipéptido de fusión, un 
fragmento polipeptídico, una variante de polipéptido o derivado de los mismos capaz de realizar la actividad 
enzimática anterior.

El término "aislado" como se aplica a secuencias de polinucleótidos 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 25
obtener por cualquier método o combinación de métodos incluyendo técnicas bioquímicas, recombinantes y 
sintéticas.

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

Una secuencia de polipéptidos "recombinante" se produce por traducción de una secuencia de polinucleótidos 30
"recombinante".

El término "procedente de" con respecto a polinucleótidos o polipéptidos de la invención que proceden de un género 
o especie particular, significa que el polinucleótido o polipéptido tiene la misma secuencia que un polinucleótido o 
polipéptido encontrado de manera natural en ese género o especie. El polinucleótido o polipéptido, procedente de un 
género o especie particular, se puede producir por lo tanto de manera sintética o de manera recombinante.35

Variantes

Como se usa en la presente memoria, el término "variante" se refiere a secuencias de polinucleótidos o polipéptidos 
diferentes de las secuencias identificadas específicamente, en las que se suprime, se sustituye o añade, uno o más 
nucleótidos o restos de aminoácido. 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 40
y pueden incluir homólogas, parálogas y ortólogas. En algunas realizaciones, las variantes de los polipéptidos 
inventivos y los polipéptidos poseen actividades biológicas 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 polinucleótidos.45

Las secuencias de polinucleótidos de variante presentan preferiblemente al menos 50%, más preferiblemente al 
menos 51%, más preferiblemente al menos 52%, más preferiblemente al menos 53%, más preferiblemente al menos
54%, más preferiblemente al menos 55%, más preferiblemente al menos 56%, más preferiblemente al menos 57%,
más preferiblemente al menos 58%, más preferiblemente al menos 59%, más preferiblemente al menos 60%, más 
preferiblemente al menos 61%, más preferiblemente al menos 62%, más preferiblemente al menos 63%, más 50
preferiblemente al menos 64%, más preferiblemente al menos 65%, más preferiblemente al menos 66%, más 
preferiblemente al menos 67%, más preferiblemente al menos 68%, más preferiblemente al menos 69%, más 
preferiblemente al menos 70%, más preferiblemente al menos 71%, más preferiblemente al menos 72%, más 
preferiblemente al menos 73%, más preferiblemente al menos 74%, más preferiblemente al menos 75%, más 
preferiblemente al menos 76%, más preferiblemente al menos 77%, más preferiblemente al menos 78%, más 55
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preferiblemente al menos 79%, más preferiblemente al menos 80%, más preferiblemente al menos 81%, más 
preferiblemente al menos 82%, más preferiblemente al menos 83%, más preferiblemente al menos 84%, más 
preferiblemente al menos 85%, más preferiblemente al menos 86%, más preferiblemente al menos 87%, más 
preferiblemente al menos 88%, más preferiblemente al menos 89%, más preferiblemente al menos 90%, más 
preferiblemente al menos 91%, más preferiblemente al menos 92%, más preferiblemente al menos 93%, más 5
preferiblemente al menos 94%, más preferiblemente al menos 95%, más preferiblemente al menos 96%, más 
preferiblemente al menos 97%, más preferiblemente al menos 98% y lo más preferiblemente al menos 99% de 
identidad para una secuencia de la presente invención. La identidad se encuentra por una ventana de comparación 
de posiciones de al menos 20 nucleótidos, preferiblemente posiciones de al menos 50 nucleótidos, más 
preferiblemente posiciones de al menos 100 nucleótidos y lo más preferiblemente por la longitud completa de un 10
polinucleótido de la invención.

Se puede determinar la identidad de secuencias de polinucleótidos de la siguiente manera. La secuencia de 
polinucleótidos objeto se compara a una secuencia de polinucleótidos candidata usando BLASTN (de la serie de 
programas BLAST, versión 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 15
está públicamente disponible en NCBI (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/). Se utiliza los parámetros por defecto de bl2seq
excepto que la filtración de las partes de baja complejidad se debería desactivar.

La identidad de las secuencias de polinucleótidos se puede examinar usando los siguientes parámetros de la línea 
de comandos unix:

bl2seq -i nucleótidoseq1 -j nucleótidoseq2 -F F -p blastn20

El parámetro -F F desactiva la filtración de secciones de complejidad baja. El parámetro -p selecciona el algoritmo 
apropiado para el par de secuencias. El programa bl2seq indica la identidad de secuencias como tanto el número 
como el porcentaje de nucleótidos idénticos en una línea "identidades = ".

La identidad de secuencias de polinucleótidos también se puede calcular por la longitud completa de la 
superposición entre secuencias de polinucleótidos candidata y sujeto usando programas de alineamiento de 25
secuencias globales (por ej., Needleman, S. B. y Wunsch, C. D. (1.970) J. Mol. Biol. 48, 443-453). Una implantación 
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, Nº 6. págs. 276-
277) que se puede obtener de http://www.hgmp.mrc.ac.uk/Software/EMBOSS/. El servidor del instituto europeo de 30
bioinformática también proporciona la facilidad para realizar alineamientos globales EMBOSS-needle entre dos 
secuencias en línea en http:/www.ebi.ac.uk/emboss/align/.

Alternativamente, se puede usar el programa GAP que computa una alineación global óptima 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, 227-235.35

Un método preferido para calcular % de identidad de secuencias de polinucleótidos 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 polinucleótidos de la presente invención también incluyen aquéllas que presentan una similitud con 
una o más de las secuencias identificadas específicamente que es probable que conserven la equivalencia funcional 
de esas secuencias y que se podía esperar no razonablemente que hubiera tenido lugar por azar. Dicha similitud de 40
secuencias con respecto a los polipéptidos se puede determinar usando el programa bl2seq disponible al público de 
la serie de programas BLAST (versión 2.2.5 [Nov 2.002]) de NCBI (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/).

La similitud de secuencias de polinucleótidos se puede examinar usando los siguientes parámetros de la línea de 
comandos unix:

bl2seq -i nucleótidoseq1 -j nucleótidoseq2 -F F -p tblastx45

El parámetro -F F desactiva la filtración de secciones de complejidad baja. El parámetro -p selecciona el algoritmo 
apropiado para el par de secuencias. Este programa encuentra regiones de similitud entre las secuencias y para 
cada región indica un "valor E" que es el número esperado de veces que se puede esperar observar dicha 
correspondencia por azar en una base de datos de un tamaño de referencia fijado conteniendo secuencias 
aleatorias. El tamaño de esta base de datos se fija por defecto en el programa bl2seq. Para valores de E pequeños, 50
mucho menores que uno, el valor E es aproximadamente la probabilidad de dicha correspondencia aleatoria.

Las secuencias de polinucleótidos de variante presentan preferiblemente un valor E menor que 1 x 10-6, más 
preferiblemente menor que 1 x 10-9, más preferiblemente menor que 1x10-12, más preferiblemente menor que 1x10-

15, más preferiblemente menor que 1 x 10-18, más preferiblemente menor que 1x10-21, más preferiblemente menor 
que 1 x 10-30, más preferiblemente menor que 1 x 10-40, más preferiblemente menor que 1 x 10-50, más 55
preferiblemente menor que 1 x 10

-60
, más preferiblemente menor que 1 x 10

-70
, más preferiblemente menor que 1 x 
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10-80, más preferiblemente menor que 1 x 10-90, y lo más preferiblemente menor que 1 x 10-100, cuando se compara
con una cualquiera de las secuencias identificadas específicamente.

Alternativamente, los polinucleótidos de variantes de la presente invención se hibridan a las secuencias de 
polinucleótidos 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 5
una molécula de polinucleótido para hibridar a una molécula de polinucleótido fijada como objetivo (tal como una 
molécula de polinucleótido 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 concentración de sal. La capacidad para 
hybrid en condiciones de hibridación rigurosas se puede determinar por hibridación inicial en condiciones menos 
rigurosas, aumentando después la rigurosidad a la rigurosidad deseada.10

Con respecto a moléculas de polinucleótido mayores que aproximadamente 100 bases de longitud, las condiciones 
de hibridación rigurosas típicas no son mayores que 25 a 30°C (por ejemplo, 10°C) por debajo de la temperatura de 
fusión (Tf) del híbrido natural (véase en general, Sambrook et al., Eds, 1.987, Molecular Cloning, a Laboratory 
Manual, 2nª Ed. Cold Spring Harbor Press; Ausubel et al., 1.987, Current Protocols in Molecular Biology, Greene 
Publishing,). Tf para moléculas de polinucleótido mayores que aproximadamente 100 bases se puede calcular por la 15
fórmula Tf = 81,5 + 0,41% (G + C-log (Na+). (Sambrook et al., Eds, 1.987, Molecular Cloning, a Laboratory Manual, 
2ª Ed. Cold Spring Harbor Press; Bolton y McCarthy, 1.962, PNAS 84: 1.390). Las condiciones rigurosas típicas para 
polinucleótido mayor que 100 bases de longitud serían condiciones de hibridación tales como prelavado en una 
disolución de SSC X 6, SDS al 0,2%; hibridación 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 20
0,2, SDS al 0,1% a 65°C.

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

Con respecto a las imitaciones de ADN conocidas como ácidos nucleicos de péptidos (los PNA) (Nielsen et al.,25
Science. 6 de diciembre de 1.991; 254 (5.037): 1.497-500) los valores de Tf son mayores que los de los híbridos DE 
ADN-ADN o ADN-ARN y se pueden calcular usando la fórmula descrita en Giesen et al., Nucleic Acids Res. 1 de 
noviembre de 1.998; 26 (21): 5.004-6. Condiciones de hibridación rigurosas ejemplares para un híbrido ADN-PNA 
con una longitud menor que 100 bases son 5 a 10 ºC por debajo de Tf.

Los polinucleótidos de variantes de la presente invención también incluyen polinucleótidos que difieren de las 30
secuencias de la invención pero que, como consecuencia de la degeneración del código genético, codifican un 
polipéptido que tiene similar actividad a un polipéptido codificado por un polinucleótido de la presente invención. Una 
modificación de la secuencia que no cambia la secuencia de aminoácidos del polipéptido es una "variación 
silenciosa". Excepto para ATG (metionina) y TGG (triptófano), se pueden cambiar otros condones para el mismo 
aminoácido por técnicas reconocidas en la técnica, por ejemplo, para optimizar la expresión de condones en un 35
organismo huésped particular.

Las modificaciones de la secuencia de polinucleótidos que dan como resultado sustituciones conservadoras de uno 
o varios aminoácidos en la secuencia de polipéptidos codificada sin modificar de manera significativa su actividad 
biológica también se incluyen en la invención. Un experto conocerá los métodos para preparar sustituciones de 
aminoácidos fenotípicamente silenciosas (véase, por ej., Bowie et al., 1.990, Science 247,1.306).40

Los polinucleótidos 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 público o de la serie de 
programas BLAST (versión 2.2.5 [Nov 2.002]) de NCBI (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/) vía el algoritmo tblastx como se 
describió previamente.

La función de un polinucleótido de variante de la invención como una GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa se puede 45
valorar por ejemplo expresando dicha secuencia en bacterias y ensayando la actividad de la proteína codificada 
como se describe en la sección Ejemplo. La función 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 sección Ejemplos en la presente memoria.

La función de un polinucleótido de variante de la invención como una GDP-D-Manosa epimerasa se puede valorar 50
por ejemplo expresando dicha secuencia en bacterias y ensayando la actividad de la proteína codificada como se 
describe en la sección Ejemplo. La función 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 sección Ejemplos en la presente memoria.

Variantes de polipéptidos.55
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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%, más preferiblemente al menos 51%, más preferiblemente al menos 52%, más 
preferiblemente al menos 53%, más preferiblemente al menos 54%, más preferiblemente al menos 55%, más 
preferiblemente al menos 56%, más preferiblemente al menos 57%, más preferiblemente al menos 58%, más 5
preferiblemente al menos 59%, más preferiblemente al menos 60%, más preferiblemente al menos 61%, más 
preferiblemente al menos 62%, más preferiblemente al menos 63%, más preferiblemente al menos 64%, más 
preferiblemente al menos 65%, más preferiblemente al menos 66%, más preferiblemente al menos 67%, más 
preferiblemente al menos 68%, más preferiblemente al menos 69%, más preferiblemente al menos 70%, más 
preferiblemente al menos 71%, más preferiblemente al menos 72%, más preferiblemente al menos 73%, más 10
preferiblemente al menos 74%, más preferiblemente al menos 75%, más preferiblemente al menos 76%, más 
preferiblemente al menos 77%, más preferiblemente al menos 78%, más preferiblemente al menos 79%, más 
preferiblemente al menos 80%, más preferiblemente al menos 81%, más preferiblemente al menos 82%, más 
preferiblemente al menos 83%, más preferiblemente al menos 84%, más preferiblemente al menos 85%, más 
preferiblemente al menos 86%, más preferiblemente al menos 87%, más preferiblemente al menos 88%, más 15
preferiblemente al menos 89%, más preferiblemente al menos 90%, más preferiblemente al menos 91%, más 
preferiblemente al menos 92%, más preferiblemente al menos 93%, más preferiblemente al menos 94%, más 
preferiblemente al menos 95%, más preferiblemente al menos 96%, más preferiblemente al menos 97%, más 
preferiblemente al menos 98%, y lo más preferiblemente al menos 99% de identidad para secuencias de la presente 
invención. Se encuentra identidad por una ventana de comparación de al menos posiciones de 20 aminoácidos, 20
preferiblemente al menos posiciones de 50 aminoácidos, más preferiblemente al menos posiciones de 100 
aminoácidos y lo más preferiblemente por la longitud total de un polipéptido de la invención.

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, versión 2.2.5 [Nov 2.002]) en bl2seq, que está disponible al público en NCBI 25
(ftp://ffp.ncbi.nih.gov/blast/). Se utilizan los parámetros por defecto de bl2seq excepto que la filtración de las partes 
de baja complejidad se debería desactivar.

La identidad de secuencias de polinucleótidos también se puede calcular por la longitud completa de la 
superposición entre secuencias de polinucleótidos 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) 30
On Global Sequence Alignment. Computer Applications in the Biosciences 10, 227-235.) como se discutió
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.)35

Las variantes de polipéptidos de la presente invención también incluyen aquéllas que presentan una similitud con 
una o más de las secuencias identificadas específicamente que es probable que conserven la equivalencia funcional 
de esas secuencias y que se podía 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 público de 
la serie de programas BLAST (versión 2.2.5 [Nov 2.002]) de NCBI (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/). La similitud de 40
secuencias de polipéptidos se puede examinar usando los siguientes parámetros de la línea de comandos unix:

bl2seq -i nucleótidoseq1 -j nucleótidoseq2 -F F -p blastp

Las secuencias de polipéptidos de variante presentan preferiblemente un valor E menor que 1 x 10-6, más 
preferiblemente menor que 1 x 10-9, más preferiblemente menor que 1x10-12, más preferiblemente menor que 1x10-

15, más preferiblemente menor que 1 x 10-18, más preferiblemente menor que 1x10-21, más preferiblemente menor 45
que 1 x 10-30, más preferiblemente menor que 1 x 10-40, más preferiblemente menor que 1 x 10-50, más 
preferiblemente menor que 1 x 10-60, más preferiblemente menor que 1 x 10-70, más preferiblemente menor que 1 x 
10-80, más preferiblemente menor que 1 x 10-90 y lo más preferiblemente menor que 1 x 10-100, cuando se compara 
con una cualquiera de las secuencias identificadas específicamente.

El parámetro -F F desactiva la filtración de secciones de complejidad baja. El parámetro -p selecciona el algoritmo 50
apropiado para el par de secuencias. Este programa encuentra regiones de similitud entre las secuencias y para 
cada región indica un "valor E" que es el número esperado de veces que se puede esperar observar dicha 
correspondencia por azar en una base de datos de un tamaño de referencia fijado conteniendo secuencias 
aleatorias. Para valores de E pequeños, mucho menores que uno, esto es aproximadamente la probabilidad de 
dicha correspondencia aleatoria.55

Las sustituciones conservadoras de uno o varios aminoácidos de una secuencia de polipéptidos descrita sin 
modificar de manera significativa su actividad biológica también se incluyen en la invención. Un experto conocerá los 
métodos para preparar sustituciones de aminoácidos fenotípicamente silenciosas (véase, por ej., Bowie et al., 1.990, 
Science 247,1.306).
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La función de un polipéptido de variante como una GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa se puede valorar por los 
métodos descritos en la sección Ejemplo en la presente memoria.

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

Construcciones, vectores y componentes de los mismos.5

El término "construcción genética" se refiere a una molécula de polinucleótido, normalmente ADN bicatenario, que 
puede tener insertada otra molécula de polinucleótido (la molécula de polinucleótido de inserto) tal como, pero no 
limitado a, una molécula de ADNc. Una construcción genética puede contener los elementos necesarios que 
permitan transcribir la molécula de polinucleótido de inserto y, opcionalmente, traducir la transcripción a un 
polipéptido. La molécula de polinucleótido de inserto puede proceder de la célula huésped o puede proceder de una 10
célula u organismo diferente y/o puede ser un polinucleótido recombinante. Una vez en el interior de la célula 
huésped la construcción genética puede llegar a integrarse en el ADN cromosómico huésped. La construcción
genética puede estar ligada a un vector.

El término "vector" se refiere a una molécula de polinucleótido, normalmente ADN bicatenario, que se usa para 
transportar la construcción genética a una célula huésped. El vector puede ser capaz de replicación en al menos un 15
sistema huésped adicional, tal como E. coli.

El término "construcción de expresión" se refiere a una construcción genética que incluye los elementos necesarios 
que permiten transcribir la molécula de polinucleótidos de inserto y, opcionalmente, traducir la transcripción a un 
polipéptido. Una construcción de expresión comprende típicamente en una dirección 5' a 3':

a) un promotor funcional en la célula huésped en la que se transformará la construcción,20

b) el polinucleótido que se tienen que expresar y

c) un finalizador funcional en la célula huésped en que se transformará la construcción.

El término "región codificadora" o "marco de lectura abierto" (ORF, por sus siglas en inglés) se refiere a la hebra 
transcrita de una secuencia de ADN genómico o una secuencia de ADNc que es capaz de producir un producto de 
transcripción y/o un polipéptido bajo el control de secuencias reguladoras apropiadas. La secuencia codificadora se 25
identifica por la presencia de un codón de inicio de la traducción 5’ y un codón de parada de la traducción 3’. Cuando 
se inserta en una construcción 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 específicos del tejido, elementos 30
reguladores temporales, potenciadores, represores y finalizadores .

El término "región no codificadora" se refiere a secuencias no traducidas que están aguas arriba del sitio de inicio de 
la traducción y aguas abajo del sitio de parada de la traducción. Estas secuencias también se refieren 
respectivamente como la 5' UTR y la 3' UTR. Estas regiones incluyen elementos requeridos para iniciación y 
finalización de la transcripción y para regulación de la eficacia de la traducción.35

Los finalizadores son secuencias, que finalizan la transcripción, 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 región codificadora 
que regula la transcripción de genes. Los promotores comprenden elementos cis-iniciadores que especifican el sitio 40
de iniciación de la transcripción y conservan cajas tales como la caja TATA y unidades que se unen por factores de 
transcripción.

Un "transgen" es un polinucleótido que se toma de un organismo y se introduce en un organismo diferente por 
transformación. El transgen puede proceder de la misma especie o de una especie diferente como la especie del 
organismo en que se introduce el transgen.45

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

Una "repetición invertida" es una secuencia que se repite, donde la segunda mitad de la repetición está en la hebra 
complementaria, por ej.,50
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La transcripción por lectura producirá una transcripción 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 expresión de" y "expresión modificada" de un polinucleótido o polipéptido de la invención, 
se destinan a incluir la situación en que el ADN genómico que corresponde a un polinucleótido de la invención se 5
modifica conduciendo así a expresión modificada de un polinucleótido o polipéptido de la invención. La modificación 
del ADN genómico puede ser por transformación genética u otros métodos conocidos en la técnica para inducir 
mutaciones. La "expresión modificada" puede está relacionada con un aumento o disminución 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 polinucleótido y polipéptido producido.10

Los solicitantes han identificado nuevos polinucleótidos (SEC ID Nº 14 a 20) que codifican nuevos polipéptidos (SEC 
ID Nº 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 (polinucleótidos de la SEC ID Nº 21 a 24 que codifica polipéptidos de SEC ID Nº 8 a 11 
respectivamente) con actividad previamente desconocida, son también secuencias de GDP-L-Galactosa15
Guaniltransferasa.

Los solicitantes han demostrado que todas las secuencias de polipéptidos descritas (SEC ID Nº 1 a 11) muestran 
conservación de secuencias significativa y son variantes entre sí. Los solicitantes también han identificado dos 
unidades de secuencias polipeptídicas de consenso (SEC ID Nº 12 y 13) ambos de los cuales están presentes en 
todas las secuencias de la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa.20

De manera similar, los solicitantes han demostrado que todas las secuencias de polinucleótidos descritas (SEC ID 
Nº 14 a 24) muestran conservación de secuencias significativa y son variantes entre sí.

La invención proporciona construcción genéticas, vectores y plantas que contienen las secuencias de 
polinucleótidos. La invención también proporciona plantas que comprenden la construcción genética y los vectores 
de la invención.25

La invención proporciona plantas modificadas en actividad de la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa, referido a 
plantas de control adecuadas y plantas modificadas en contenido de ácido ascórbico en relación a plantas de control 
adecuadas. La invención proporciona plantas con actividad de la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa y contenido en 
ácido ascórbico aumentados. La invención también proporciona métodos para la producción de dichas plantas y 
métodos de selección de tales plantas. La invención también proporciona métodos para identificar compuestos 30
herbicidas que inhiban la actividad de los polipéptidos de la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa de la invención.

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.35

Los solicitantes también han identificado nuevos polinucleótidos (SEC ID Nº 38 a 40) que codifican nuevos 
polipéptido (SEC ID Nº 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 Nº 25
a 35) muestran conservación de secuencias significativa y son variantes entre sí. Los solicitantes también han 
identificado dos unidades de secuencias polipeptídicas de consenso (SEC ID Nº 36 y 37) ambos de los cuales están 40
presentes en todas las secuencias de la GDP-D-Manosa epimerasa.

De manera similar, los solicitantes han demostrado que todas las secuencias de polinucleótidos de epimerasa 
descritas (SEC ID Nº 38 a 48) muestran conservación de secuencias significativa y son variantes entre sí.

La invención proporciona construcción genéticas, vectores y plantas que contienen las nuevas secuencias de 
polinucleótidos (SEC ID Nº 38 a 40) o secuencias que codifican las nuevas secuencias de polipéptidos (SEC ID Nº 45
25 a 27). La invención también proporciona plantas que comprenden la construcción genética y vectores de la 
invención.

La invención proporciona plantas modificadas en actividad de la GDP-D-Manosa epimerasa, respecto a plantas de 
control adecuadas, y plantas modificadas en contenido en ácido ascórbico respecto a plantas de control adecuadas. 
La invención proporciona plantas con actividad de la GDP-D-Manosa epimerasa y contenido en ascórbico 50
aumentados.
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La invención también proporciona métodos para la producción de tales plantas y métodos de selección de dichas 
plantas. La invención también proporciona métodos para identificar compuestos herbicidas que inhiban la actividad 
de los polipéptidos de la GDP-D-Manosa epimerasa de la invención.

Las plantas de control adecuadas incluyen plantas no transformadas de la misma especie o variedad o plantas 
transformadas con construcciones de control.5

Además, los solicitantes han demostrado que la expresión de una combinación 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. Además 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 están sobreexpresadas juntas en una planta, es mayor que el10
aumento producido por la sobreexpresión de una enzima añadida al incremento en ascorbato producido por la 
sobreexpresión de otra enzima. La invención proporciona métodos para producir plantas con ascorbato aumentado, 
en relación a plantas de control, basándose en expresión de esta combinación. La invención proporciona plantas 
producidas por el método. La invención también proporciona plantas transformadas con ambas, una secuencia de 
epimerasa y una de transferasa.15

Métodos para aislar o producir polinucleótidos.

Las moléculas de polinucleótido de la invención 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 reacción 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 invención se pueden multiplicar usando cebadores, como se define en la presente 20
memoria, procedentes de las secuencias de polinucleótidos de la invención.

Métodos adicionales para aislar polinucleótidos de la invención incluyen el uso de todos, o porciones de, los 
polipéptidos con la secuencia explicada en la presente memoria como sondas de hibridación. La técnica de hibridar 
sondas de polinucleótidos etiquetados a polinucleótidos inmovilizados en soportes sólidos tales como filtros de 
nitrocelulosa o membranas de nailon, se puede usar para investigar las bibliotecas genómicas o de ADNc. Las25
condiciones de hibridación y lavado ejemplares son: hibridación durante 20 horas a 65°C en SSC X 5,0, 
dodecilsulfato de sodio al 0,5%, disolución 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 más 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.30

Los fragmentos de polinucleótidos de la invención se pueden producir por técnicas conocidas en la técnica tales 
como digestión de endonucleasa de restricción, síntesis de oligonucleótidos y multiplicación por PCR. 

Se puede usar una secuencia de polinucleótidos parcial, en métodos conocidos en la técnica para identificar la 
correspondiente secuencia de polinucleótidos 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 hibridación, métodos 35
basados en ordenador/bases de datos. Además como ejemplo, PCR inversa permite la adquisición de secuencias 
desconocidas, flanqueo de las secuencias de polinucleótidos descritas en la presente memoria,  iniciación con 
cebadores basándose en una región conocida (Triglia et al., 1.998, Nucleic Acids Res 16, 8.186. El método usa 
diversas enzimas de restricción para generar un fragmento adecuado en la región conocida de un gen. El fragmento 
se circulariza después por ligadura intramolecular y se usa como una plantilla de PCR. Se diseñan cebadores 40
divergentes de la región conocida. Para ensamblar físicamente clones de longitud completa, se pueden utilizar 
propuestas de biología molecular (Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2ª 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 45
preocupaciones del público con respecto a la transformación de especies cruzadas en la generación de organismos 
transgénicos. Adicionalmente cuando la regulación 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 expresión 
reducida. Por esta razón entre otras, es deseable poder identificar y aislar ortólogos de un gen particular en varias 
diferentes especies de plantas.50

Las variantes (incluyendo ortólogos) se pueden identificar por los métodos descritos.

Métodos para identificar variantes.

Métodos físicos.

Se pueden identificar polipéptidos de variantes usando métodos basados en PCR (Mullis et al., Eds. 1.994 The 
Polimerase Chain Reaction, Birkhauser). Típicamente, la secuencia de polinucleótidos de un cebador, útil para 55
multiplicar variantes de moléculas de polinucleótidos de la invención por PCR, puede estar basada en una secuencia 
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que codifica una región conservada de la correspondiente secuencia de aminoácidos.

Alternativamente, se pueden emplear métodos de investigación de bibliotecas, conocidos por los expertos en la 
materia (Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2ª Ed. Cold Spring Harbor Press, 1.987). Cuando 
se identifican variantes de la secuencia de la sonda, la rigurosidad de la hibridación y/o lavado se reducirá 
típicamente relativamente a cuando se buscan correspondencias de secuencias exactas.5

Las variantes de polipéptidos también se pueden identificar por métodos físicos, por ejemplo por investigación de 
bibliotecas de expresión usando anticuerpos producidos contra polipéptidos de la invención (Sambrook et al., 
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2ª Ed. Cold Spring Harbor Press, 1.987) o por identificación de polipéptidos 
de fuentes naturales con la ayuda de tales anticuerpos.

Métodos basados en ordenador.10

Las secuencias de variantes de la invención, incluyendo variantes tanto de polinucleótidos 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 público y herramientas de investigación de similitud de 
secuencias para buscar bases de datos de secuencias (las bases de datos del dominio público 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 15
recursos en línea. Las búsquedas de similitud recuperan y alinean secuencias fijadas como objetivo para 
comparación con una secuencia que se tiene que analizar (es decir, una secuencia de consulta). Los algoritmos de 
comparación de secuencias usan matrices de puntuación para asignar una puntuación total a cada una de las 
alineaciones.

Una familia ejemplar de programas útil para identificar variantes en bases de datos de secuencias es la serie de 20
programas BLAST (versión 2.2.5 [Nov 2.002]) incluyendo BLASTN, BLASTP, BLASTX, tBLASTN y tBLASTX, que 
están disponibles al público en (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/) o del Centro Nacional para la Información de 
Biotecnología (NCBI, por sus siglas en inglés), Biblioteca Nacional de Medicina, Edificio 38A, Habitación 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 público. BLASTN compara una secuencia de consulta de 25
nucleótidos frente a una base de datos de secuencias de nucleótidos. BLASTP compara una secuencia de consulta 
de aminoácidos frente a una base de datos de secuencias de proteínas. BLASTX compara una secuencia de 
consulta de nucleótidos traducida en todos los marcos de lectura frente a una base de datos de secuencias de 
proteínas. tBLASTN compara una secuencia de consulta de proteínas frente a una base de datos de secuencias de 
nucleótidos producida dinámicamente en todos los marcos de lectura. tBLASTX compara las traducciones de seis 30
marcos de una secuencia de consulta de nucleótidos frente a las traducciones de seis marcos de una base de datos 
de secuencias de nucleótidos. Los programas BLAST se pueden usar con parámetros por defecto o se pueden 
modificar los parámetros como se requiera para refinar la investigación.

El uso de la familia de algoritmos BLAST, incluyendo BLASTN, BLASTP y BLASTX, se describe en la publicación de 
Altschul et al, Nucleic Acids Res. 25: 3.389-3.402, 1.997.35

Los "éxitos" para una o más 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 superposición sobre sólo una fracción de 
la longitud de la secuencia de la secuencia consultada.40

Los algoritmos BLASTN, BLASTP, BLASTX, tBLASTN y tBLASTX también producen valores "Esperados" para las 
alineaciones. El Valor esperado (E) indica el número de éxitos que se puede “esperar" observar por azar cuando se 
busca en una base de datos del mismo tamaño conteniendo secuencias contiguas aleatorias. El Valor esperado se 
usa como un umbral de significación 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 polinucleótido se interpreta que significa que en una base de 45
datos del tamaño de la base de datos investigada, se puede esperar observar 0,1 correspondencias sobre la porción 
alineada de la secuencia con una puntuación 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.50

Las alineaciones de secuencias múltiples 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/BioInfo/ClustalW/Top.html) o 
T-COFFEE (Cedric Notredame, Desmond G. Higgins, Jaap Heringa, T-Coffee: A novel metod for fast and accurate 55
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 informáticos de reconocimiento de patrones están disponibles para buscar unidades o 
secuencias firma. Por ejemplo, MEME (Múltiple Em para Obtención de Unidades, por sus siglas en inglés) encuentra
unidades y secuencias firma en una serie de secuencias y MAST (Alineación de Unidades y Herramienta de 
Búsqueda, 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 5
estadísticos apropiados y una visión 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 proteínas no caracterizadas traducidas de secuencias genómicas o de 
secuencias de ADNc. La base de datos PROSITE (www.expasy.org/prosite) contiene patrones y perfiles 10
biológicamente significativos y se diseña de manera que se puede usar con herramientas computacionales 
apropiadas para asignar una nueva secuencia a una familia conocida de proteínas o para determinar que dominio o 
dominios conocidos están presentes en la secuencia (Falquet et 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 patrón de secuencia o 
firma determinada.15

Métodos para aislar polipéptidos.

Los polipéptidos de la invención, incluyendo polipéptidos de variantes, se pueden preparar usando métodos de 
síntesis de péptidos conocidos en la técnica tales como síntesis directa de péptidos usando técnicas de fase sólida 
(por ej., Stewart et al., 1.969, en Solid-Phase Peptide Synthesis, WH Freeman Co, San Francisco California, o
síntesis automatizada, por ejemplo usando un Sintetizador de Péptidos Applied Byosystems 431A (Foster City, 20
California). También se pueden producir formas mutadas de los polipéptidos durante tales síntesis.

Los polipéptidos y polipéptidos de variantes de la invención 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 invención se pueden expresar de manera 25
recombinante en células huésped adecuadas y separar de las células como se discute a continuación.

Métodos para producir construcciones y vectores.

Las construcciones genéticas de la presente invención comprenden una o más secuencias de polinucleótidos de la 
invención y/o polinucleótidos que codifican polipéptidos de la invención y pueden ser útiles para transformar, por 
ejemplo, bacterias, hongos, insectos, mamíferos u organismos vegetales. Las construcciones genéticas de la 30
invención se destinan a incluir construcciones de expresión 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, 2ª 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 polinucleótidos, construcciones o vectores.35

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

Las células huésped que comprenden construcciones genéticas, tales como construcciones de expresión, de la 
invención son útiles en métodos conocidos en la técnica (por ej., Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory 40
Manual, 2ª Ed. Cold Spring Harbor Press, 1.987; Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene 
Publishing, 1.987) para producción recombinante de polipéptidos de la invención. Tales métodos pueden implicar el 
cultivo de células huésped en un medio apropiado en condiciones adecuadas para o conducentes a expresión de un 
polipéptido de la invención. 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 45
técnica (por ej., 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 invención proporciona además células vegetales que comprenden una construcción genética de la invención y 
células vegetales modificadas para modificar la expresión de un polinucleótido o polipéptido de la invención. Las 
plantas que comprenden tales células también forman un aspecto de la invención. 50

La modificación de la actividad de la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa y/o GDP-D-Manosa epimerasa y/o
contenido en ácido ascórbico también se puede modificar en una planta por métodos de la invención. Tales métodos 
pueden implicar la transformación de células vegetales y plantas, con una construcción de la invención diseñada 
para modificar la expresión de un polinucleótido 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 ácido ascórbico en tales células 
vegetales y plantas. Dichos métodos también incluyen la transformación de las células vegetales y las plantas con 
una combinación de la construcción de la invención y otra u otras construcciones más diseñadas para modificar la 
expresión de uno o más polinucleótidos 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 ácido ascórbico en tales células 5
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 Expresión. A Laboratory Manual. 
Blackwell Sci. Pub. Oxford, pág. 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 10
revisión de plantas transgénicas, incluyendo técnicas de transformación, en Galun y Breiman, 1.997, Transgenic 
Plants. Imperial College Press, Londres.

Métodos para manipulación genética de plantas.

Está disponible una serie de estrategias de transformación de plantas (por ej., 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 15
ejemplo, se pueden diseñar estrategias para aumentar la expresión de un polinucleótido/polipéptido en una célula 
vegetal, órgano y/o en una fase de desarrollo particular donde/cuando se exprese normalmente o para expresar de 
manera ectópica un polinucleótido/polipéptido en una célula, tejido, órgano y/o en una fase de desarrollo particular 
que/cuando no se exprese normalmente. El polinucleótido/polipéptido expresado puede proceder de las especies 
vegetales que se tienen que transformar o puede proceder de una especie vegetal diferente.20

Se pueden diseñar estrategias de transformación para reducir la expresión de un polinucleótido/polipéptido en una 
célula vegetal, tejido, órgano o en una fase de desarrollo particular que/cuando se expresa normalmente. Tales 
estrategias son conocidas como estrategias de silenciación de genes. 

Las construcciones genéticas para expresión de genes en plantas transgénicas incluyen típicamente promotores 
para conducir la expresión de uno o más polinucleótidos clonados, finalizadores y secuencias marcadoras 25
seleccionables para detectar la presencia de la construcción genética en la planta transformada.

Los promotores adecuados para uso en las construcciones de esta invención son funcionales en una célula, tejido u 
órgano de una planta monocotiledónea o dicotiledónea e incluye promotores específicos de la célula, del tejido y del 
órgano, promotores específicos del ciclo celular, promotores temporales, promotores inducibles, promotores 
constitutivos que son activos en la mayoría de los tejidos vegetales y promotores recombinantes. La elección de 30
promotor dependerá de la expresión temporal y espacial del polinucleótido clonado, así 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 patógenos de plantas. Los expertos en la materia podrán, sin experimentación 
excesiva, seleccionar promotores que sean adecuados para uso en la modificación y modulación de rasgos de 
plantas usando construcciones genéticas que comprenden las secuencias de polinucleótidos de la invención.35
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 maíz. Los promotores de plantas que son activos en 
tejidos específicos, responden a señales de desarrollo internas o tensiones abióticas o bióticas externas se 
describen en la bibliografía científica. Se describen promotores ejemplares, por ejemplo, en la patente internacional
WO 02/00894).40

Los finalizadores  ejemplares que son usados comúnmente en construcción genética de transformación 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-II de Solanum tuberosum.

Los marcadores seleccionables usados comúnmente en transformación de plantas incluyen el gen de la neomicina45
fosfotransferasa II (NPT II) 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 50
codificadoras que expresan una actividad que es extraña para el huésped, normalmente una actividad enzimática y/o 
una señal visible (por ej., luciferasa, GUS, GFP) que se puede usar para análisis de expresión de promotor en 
plantas y tejidos vegetales. La bibliografía 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, 
págs. 325-336.55

Las estrategias de silenciación de genes se pueden centrar en el propio gen o elementos reguladores que efectúen 
la expresión del polipéptido codificado. “Elementos reguladores” se usa en la presente memoria en el sentido más 
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amplio posible e incluye otros genes que interactúan con del gen de interés.

Las construcciones genéticas diseñadas para disminuir o silenciar la expresión de un polinucleótido/polipéptido de la 
invención pueden incluir una copia antisentido de un polinucleótido de la invención. En dichas construcciones el 
polinucleótido se pone en una orientación antisentido con respecto al promotor y finalizador.

Un polinucleótido “antisentido” se obtiene invirtiendo un polinucleótido o un segmento del polinucleótido de manera 5
que la transcripción producida sea complementaria a la transcripción del ARNm del gen, por ej.,

5'GATCTA 3' (hebra codificadora) 3'CTAGAT 5' (hebra complementaria)

3'CUAGAU5' ARNm 5'GAUCUCG3' ARN antisentido

Las construcciones genéticas diseñadas para silenciar genes también pueden incluir una repetición invertida. Una 
“repetición invertida” es una secuencia que se repite donde la segunda mitad de la repetición es la hebra 10
complementaria, por ej.,

La transcripción 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 región repetida para permitir la 
formación de horquilla.15

Otra propuesta de silenciación implica el uso de un ARN antisentido pequeño fijado como objetivo para la 
transcripción equivalente a un ARNmi (Llave et al., 2.002, Science 297, 2.053). El uso de un ARN antisentido
pequeño correspondiente a polinucleótido de la invención se considera expresamente.

El término construcción genética como se usa en la presente memoria también incluye los ARN antisentido
pequeños y otros de tales polipéptidos que efectúan silenciación de genes.20

La transformación con una construcción de expresión, como se define en la presente memoria, también puede dar 
como resultado silenciación de genes a través de un procedimiento conocido como supresión de sentido (por ej.,
Napoli et al., 1.990, Plant Cell 2, 279; de Carvalho Niebel et al., 1.995, Plant Cell, 7, 347). En algunos casos la 
supresión de sentido puede implicar sobreexpresión de la secuencia codificante completa o una parcial pero también 
puede implicar expresión de región no codificante del gen, tal como un intrón o una región no traducida 5' o 3' (UTR, 25
por sus siglas en inglés). Se pueden usar construcciones de sentido parcial quiméricas para silenciar de manera 
coordinada múltiples genes, (Abbott et al., 2.002, Plant Physiol. 128 (3): 844-53; Jones et al., 1.998, Planta 204: 499-
505). El uso de tales estrategias de supresión de sentido para silenciar la expresión de un polinucleótido de la 
invención también se considera.

Los insertos de polinucleótidos en las construcciones genéticas diseñadas para silenciar genes pueden corresponder 30
a secuencias codificantes y/o secuencia no codificante, tal como promotor y/o intrón y/o secuencia 5' o 3' UTR o el 
gen correspondiente.

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

La silenciación pretranscripcional se puede producir por mutación del propio gen o sus elementos reguladores. Tales 35
mutaciones pueden incluir mutaciones puntuales, desplazamientos del marco de lectura, inserciones, supresiones y 
sustituciones.

Lo siguiente son publicaciones representativas que describen protocolos de transformación 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); maíz (Patentes de EE.UU. Nº de Serie 5.177.010 y 40
5.981.840); trigo (Ortiz et al., 1.996, Plant Cell Rep. 15, 1.996, 877); tomate (Patente de EE.UU. Nº 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); 
algodón (Patentes de EE.UU. Nº de Serie 5.846.797 y 5.004.863); pasto (Patentes de EE.UU. Nº 5.187.073 y 
6.020.539); menta (Niu et al., 1.998, Plant Cell Rep. 17, 165); plantas de cítricos (Pena et al., 1.995, Plant Sci. 104, 45
183); comino (Krens et al., 1.997, Plant Cell Rep, 17, 39); banana (Patente de EE.UU. Nº de Serie 5.792.935); soja 
(Patentes de EE.UU. Nº 5.416.011; 5.569.834; 5.824.877; 5.563.04455 y 5.968.830); piña (Patente de EE.UU. Nº de 
Serie 5.952.543); chopo (Patente de EE.UU. Nº 4.795.855); monocotiledóneas en general (Patentes de EE.UU. Nº 
5.591.616 y 6.037.522); brassica (Patentes de EE.UU. Nº 5.188.958 ; 5.463.174 y 5.750.871); cereales (Patente de 
EE.UU. Nº 6.074.877); pera (Matsuda et al., 2.005, Plant Cell Rep. 24 (1): 45-51); Prunus (Ramesh et al., 2.006 Plant 50
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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 transformación de otras especies también se 5
considera por la invención. Métodos y protocolos adecuados están disponibles en la bibliografía científica.

Se pueden emplear diversos métodos adicionales conocidos en la técnica para modificar la expresión de un 
nucleótido y/o polipéptido de la invención. Tales métodos incluyen, pero no se limitan a, Tilling (Till et al., 2.003, 
Methods Mol Biol, 2%, 205), denominados tecnología "Deletagene" (Li et al., 2.001, Plant Journal 27 (3), 235) y el 
uso de factores de transcripción artificiales tales como factores de transcripción con dedo de cinc sintéticos (por ej.,10
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 transposón. Adicionalmente, los péptidos que interactúan con un polipéptido de la invención se pueden 
identificar por tecnologías tales como indicador de fase (Dyax Corporation). Dichos péptidos que interactúan se 15
pueden expresar en o aplicar a una planta para afectar a la actividad de un polipéptido de la invención. El uso de 
cada una de las propuestas anteriores en la modificación de la expresión de un nucleótido y/o polipéptido de la 
invención se considera específicamente.

Métodos de selección de plantas.

También se proporcionan métodos para seleccionar plantas con actividad de la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa20
y/o actividad de la GDP-D-Manosa epimerasa y/o contenido en ascorbato modificados. Tales métodos implican 
ensayar en plantas alteraciones de la expresión de un polinucleótido o polipéptido de la invención. 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 fácilmente medibles necesariamente.25

La expresión de un polinucleótido, tal como un ARN mensajero, con frecuencia se usan como un indicador the 
expresión de un polipéptido correspondiente. Métodos ejemplares para medir la expresión de un polinucleótido 
incluyen, pero no se limitan A, análisis por el método Northern, RT-PCR y análisis dot-blot (Sambrook et al., 
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2ª Ed. Cold Spring Harbor Press, 1.987). Los polinucleótidos o porciones 
de los polinucleótidos de la invención son útiles así como sondas o cebadores, como se define en la presente 30
memoria, en métodos para identificación 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 polinucleótidos de la invención se 
pueden usar como sondas en experimentos de hibridación o como cebadores en experimentos basados en PCR, 
diseñados para identificar tales plantas.

Alternativamente, se pueden producir anticuerpos contra polipéptidos de la invención. Métodos para producir y usar 35
anticuerpos como estándar 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 expresión 
modificada de polipéptidos que modulan el tamaño de las flores en las plantas. Tales métodos pueden incluir análisis
ELISA (Kemeny, 1.991, A Practical Guide to ELISA, NY Pergamon Press) y Western (Towbin & Gordon, 1.994, J 
Immunol Methods, 72, 313).40

Estas propuestas para análisis de expresión de polinucleótidos o polipéptidos y la selección de plantas con actividad 
de la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa, actividad de la GDP-D-Manosa epimerasa o contenido en ascorbato, 
modificados, son útiles en los programas de reproducción convencionales para producir variedades con actividad de 
la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa, actividad de la GDP-D-Manosa epimerasa o contenido en ascorbato, 
modificados.45

Plantas

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

El término “propágulo” significa cualquier parte de una planta que se puede usar en reproducción o propagación, 
sexual o asexual, incluyendo semillas y esquejes.50

Las plantas de la invención se pueden cultivar y autosembrar o cruzar con una cepa de planta diferente y se pueden 
identificar los híbridos resultantes, con las características de fenotipo deseadas. Se pueden cultivar dos o más 
generaciones para asegurar que las características fenotípicas objeto se mantengan y se hereden de manera 
estable. Las plantas que resultan de dichas propuestas de reproducción clásicas también forman un aspecto de la 
presente invención.55

La modificación de la actividad de la GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa y/o la actividad de la GDP-D-Manosa
epimerasa y/o contenido en ácido ascórbico también se puede modificar en una planta por métodos de la invención. 
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Tales métodos pueden implicar la transformación de células vegetales y plantas, con una construcción de la 
invención diseñada para modificar la expresión de un polinucleótido 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 ácido ascórbico en 
dichas células vegetales y plantas. Tales métodos pueden incluir la transformación de células vegetales y plantas 
con una combinación de la construcción de la invención y otra u otras construcciones más diseñadas para modificar 5
la expresión de uno o más polinucleótidos 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 ácido ascórbico en dichas 
células vegetales y plantas.

Métodos para extraer medir ascorbato de plantas.

También se proporcionan métodos para la producción de ascorbato por extracción de ascorbato de una planta de la 10
invención. 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 nitrógeno líquido.
Aproximadamente 200 mg de tejido en polvo congelado se suspenden después en 4 volúmenes de HCl 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 disolución de extracción, debido a que es un agente reductor más eficaz en 15
condiciones ácidas que DTT, asegurando que toda la vitamina C está en la forma reducida de ácido ascórbico. Se 
centrífuga el extracto a 4°C y se inyectan veinte µl del sobrenadante en una columna de HPLC Aminex HPX-87H de
7,8 x 300 mm (BioRad). Se hace funcionar la columna con H2SO4 2,8 mM, a un caudal de 0,6 ml/min y se calcula la 
cantidad de ácido ascórbico a partir de la absorbancia a 245 nm (tiempo de retención 9,6 min), usando ácido 
ascórbico (Sigma St Louis) como un patrón. Si autentificada el pico como ácido ascórbico mostrando que se degrada 20
completamente por la ascorbato oxidasa a pH 5,5.

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

Métodos de detección sistemática de herbicidas.

Se puede identificar sistemáticamente cualquier compuesto con un herbicida candidato usando los métodos de la 25
invención. Ejemplos de compuestos que se podían identificar sistemáticamente incluyen compuestos inorgánicos y 
orgánico tales como, pero no limitándose a, aminoácidos, péptidos, proteínas, nucleótidos, ácidos nucleicos, 
glicoconjugados, oligosacáridos, lípidos, alcoholes, tioles, aldehídos, alquilantes, éteres carbónicos, hidrazidas, 
hidracinas, cetonas, nitrilos, aminas, sulfocloruros, triazinas, piperizinas, sulfonamidas y similares. Preferiblemente 
se identifican sistemáticamente bibliotecas de compuestos en los métodos en la presente memoria. Los métodos 30
para sintetizar y detectar sistemáticamente bibliotecas de compuestos son conocidos para los expertos en la 
materia. Véanse por ejemplo, las Patentes de EE.UU. Nº 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 invención 
se describen en los Ejemplos proporcionados en la presente memoria.35

También se puede decir ampliamente que esta invención consta de las partes, elementos y características referidos
o indicados en la memoria descriptiva de la solicitud, de manera individual o de manera colectiva, y cualquier 
combinación o todas las combinaciones de dos o más cualesquiera de dichas partes, elementos o características, y 
donde se mencionen números enteros específicos en la presente memoria que tengan equivalentes conocidos en la 
técnica a la que se refiere esta invención, se estima que dichos equivalentes conocidos se incorporan en la presente 40
memoria como si se explicara individualmente.

Breve descripción de los dibujos

La presente invención se entenderá mejor con referencia a los dibujos adjuntos en que: 

La Figura 1 muestra una alineación 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 enzima45
At5g18200 de Arabidopsis (que codifica una UDP-glucosa-hexosa-1 -fosfato uridililtransferasa putativa (EC-Número 
2.7.7.12 )) y la proteína de ratón no identificada Mm_74150758 (el número es el número 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 algún ajuste manual. La secuencia de 
tríada HIT se identifica en ~ el resto de aminoácidos 250.50

La Figura 2 muestra la respuesta de la GDP-Manosa-1-P Guaniltransferasa del kiwi, EST 319998 (SEC ID Nº 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 concentración 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 concentración de 
Manosa-1-P fue MgCl2 0,93 mM y 1,87 mM. Otras condiciones fueron como se describe en el texto. Los parados 55
representan de reacción menos el fondo producido sin manosa-1-P. Los triángulos representan los valores de fondo 
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usando extracto E coli purificados HisTrap (0,006 ug) expresando un vector PET30a vacío. (transcursos del tiempo
319998 11 10 06.xls).

La Figura 3 muestra la respuesta de la enzima, EST319998 (SEC ID Nº 1/14) a potenciales guanil-aceptores. Se 
llevaron a cabo los ensayos usando el ensayo acoplado continuo con concentraciones variables de fosfato 
inorgánico (cuadrado), pirofosfato inorgánico (círculo) o D-Manosa-1-P (triángulo) como el aceptor de guanilo. Los 5
valores vamax fueron 0,12 ± 0,03, 0,032 ± 0,002 y 0,17 ± 0,009 nmoles s-1 ug-1 de proteína 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 Nº 1) sobre 
contenido de ascorbato y actividad enzimática en hojas de tabaco. Véanse métodos para detalles. Las barras 10
blancas representan concentración 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 proteína). L1, L2 y 
L3 representan tres hojas de la parte de arriba que se inyectaron. Las barras de error son el error estándar de la 
media (n=3 a 6).

La Figura 5 muestra reacciones que convierten D-Manosa-1-Fosfato en L-Galactosa-1-Fosfato.15

La Figura 6 muestra una alineación 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 homólogo también de A. 
thaliana. BT013858_Le es una traducción de una entrada de ADN Genbank de tomate (Lycopersicon esculentum), 20
Os12g0190000 es una secuencia de Oryza sativa (arroz). Contig_St es un contig se reunió 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 árbol sin raíces de secuencias alineadas anteriormenteque muestra agrupamientos de las 
secuencias de diferentes especies.25

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

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

La Figura 11 muestra una alineación de las secuencias de polipéptidos de la GDP-D-Manosa epimerasa de SEC ID 30
Nº 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 alineación (usando ClustalX) de secuencias de polinucleótidos de epimerasa de SEC ID 
Nº 5 a 8.35

La Figura 14 muestra % de identidad entre las secuencias de polinucleótidos de epimerasa de SEC ID Nº 25 a 28.

La Figura 15 muestra ascorbato en hojas de tabaco como una función de la cantidad de la GDP-L-Glactosa
Guaniltransferasa (319998) y epimerasa (169164) inyectada en la hoja. Se transformó tabaco de manera transitoria 
con Agrobacterium que contenía uno de cualquiera de los dos genes. Se mezclaron cantidades diferentes antes de 
inyección, se añadió una cantidad constante de Agrobacterium que contenía P19 y se completó el volumen a un 40
nivel constante para todas las mezclas. Se midió el ascorbato después de ~8 días. la valoración 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-45
Glactosa Guaniltransferasa especializada.

La Figura 18 muestra segregación de resistencia a la kanamicina en líneas de Arabidopsis transformadas de GDP-L-
Glactosa Guaniltransferasa 319998. Se cultivaron semillas en placas de Kanamicina se contaron los números de 
semillas germinadas verdes y muertas. Verdadero =copia múltiple, Falso =copia única. Los números en negrita 
fueron llevados sobre la segunda generación (Tabla 3).50

La Figura 19 muestra líneas de segunda generación 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 números entre paréntesis son errores estándar de la media. Ascorbato (ASC)
en mg/100 g.

La Figura 20 muestra líneas de tercera generación 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 números entre paréntesis son errores estándar de la media. Ascorbato (ASC)5
en mg/100 g.

La Figura 21 muestra expresión de genes y concentraciones de ascorbato de hoja en líneas de Arabidopsis 
transformada de GDP-L-Glactosa Guaniltransferasa 319998. Se midió la expresión de los genes por qPCR en línea 
seleccionadas.

La Figura 22 muestra niveles de ascorbato en tabaco transformado de GDP-L-Glactosa Guaniltransferasa 319998 de 10
manera estable y expresión de genes. Se llevó a cabo PCR usando técnicas cualitativas.

La Figura 23 muestra actividades enzimáticas 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 
corrección de 0,000254517 nmoles/F para convertir unidades de fluorescencia en nmoles) o en un Victor 3 más
nuevo ("nuevo" factor de corrección 2,6565E-05 nmoles/F) a 20 C.15

Ejemplos

La invención se ilustrará ahora con referencia al siguiente ejemplo no limitante.

Ejemplo 1: Identificación de un homólogo putativo de Arabidopsis thaliana At4g 26850 de kiwi.

Las búsquedas con Blast usando At4g26850 de una base de datos EST Actinidia patentado del Instituto de 
Investigación Hortícola y Alimentaria de Nueva Zelanda reveló 120 ESTs con homología a AT4g26850 de un total de 20
más de 132.000 ESTs. Esto procedió 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 
proteínas de Arabidopsis y la proteína de kiwi mostraron 71 a 75 porciento de identidad entre sí. Las secuencias 
fueron alineadas usando ClustalX (Clustal X (Jeanmougin et al., 1.998) como se muestra en la Figura 1.

Ejemplo 2: Uso de análisis bioinformático para revelar una función putativa para At 4g 26850 como una GDP-L-25
Galactosa-Guaniltransferasa.

Similitud y búsquedas de unidades. 

PSI Blast (Altschul et al., 1.997; Schaffer et al., 2.001) fue realizado para 6+ iteraciones y se examinaron además los 
genes identificados por sus anotaciones. La búsqueda de unidades se realizó usando MEME (Bailey y Elkan, 1.994) 
usando una serie de genes como entrada seleccionada (At4g26850 y miembros de HIT incluyendo GalT).30

Por búsquedas de BLASTp para genes que codifican proteínas similares a la secuencia de proteínas prevista del 
gen de Arabidopsis At4g26850 no caracterizado, los solicitantes detectaron inicialmente sólo otros genes breath de 
plantas que también fueron anotados como similares a At4g26850. Sin embargo, adicionalmente en la lista de genes 
igualados había miembros de la familia Interpro HIT (IPR001310) de proteínas, que son caracterizados como 
proteínas de unión de nucleótidos e hidrolasas. La familia incluye diadenosina tetrafosfato (Ap4A) hidrolasa y GalT 35
(D-Galactosa-1 -fosfato uridil transferasa, clase I) (Brenner, 2.002). Por ejemplo, un gen de rata perteneciente a esta 
familia GalT mostró un valor esperado de 1E-37 con 30% de identidad y 48% de  similitud sobre 364 restos de 
At4g26850. Estas proteínas HIT se caracterizan normalmente por la unidad HXHXH (donde X es un aminoácido 
hidrófobo) 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 proteínas basado en análisis estructural (Brenner et al., 40
1.997).

Los solicitantes refinaron esta búsqueda usando PSI-BLAST (Altschul et al., 1.997; Schaffer et al., 2.001) y una 
categoría 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 45
para genes de una serie de especies de mamíferos, 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 proteínas 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, más50
AT4g26850, 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 proteínas están claramente relacionadas y pertenecen a la superfamilia HIT.

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

Acceso 
Genbank 

Descripción Valor E Longitud Unidad (en orden lineal) 

2 5 3 1 6 4

At4g26850 Arabidopsis 
thaliana VTC2

9,00E-228 442 + + + + + +

At5g55120 Arabidopsis 
thaliana

1,10E-226 431 + + + + + +

319998 Enzima de kiwi 
usada en este 
documento 

3,30E-225 450 + + + + + +

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

NP_915203 Proteína sin 
nombre de arroz

2,40E-156 352 + + + + + +

BAC85370 Proteína sin 
nombre de Homo
sapiens HIT

4,30E-140 385 + + + + +

BAE25508 Proteína sin 
nombre de Mus
musculus HIT

5,00E-139 386 + + + + +

XP_689388 Tipo VTC2 Danio
rerio

3,70E-138 343 + + + + +

AAI21599 Proteína sin 
nombre Xenopus
tropicalis 

7,60E-135 399 + + + + +

CAG03444 Proteína sin 
nombre Tetraodon 
nigroviridis 

1,80E-102 288 + + + +

La unidad 1 incluía el patrón de diagnóstico HxHxQ (de HxHxH) (véase la Figura 1). Curiosamente, la subfamilia de
GalT de la familia HIT también comparte este patrón HxHxQ, aunque no se pudieron descubrir unidades en común 5
con esta secuencia.

De estos análisis bioinformáticos, parece posible que el gen responsable del VTC2 mutante de ácido ascórbico 
(At4g26850) y su homólogo de kiwi codificaran una guaniltransferasa.

Ejemplo 3: Expresión de EST 319998 de GDP-L-Glactosa guaniltransferasa de kiwi y At4g26850 de Arabidopsis 
thaliana en E. coli y caracterización de actividad enzimática.10

Materiales y métodos

Expresión de genes en E. coli. EST 319998 de fruta joven de Actinidia chinensis y At4g26850 se clonaron cada uno 
en pET30A (Novagene, USA), se comprobó su secuencia y se expresó en E. coli. La etiqueta del N terminal His6 se 
usó para purificar la proteína. Se expresó un control de vector vacío y se purificó en paralelo. Las técnicas fueron 
esencialmente como se describió anteriormente (Laing et al., 2.004). En gran parte de este trabajo se purificó 15
además la proteína His en una columna de 5 ml HiTrap Q FF (GE Healthcare), y se tuvieron idénticos resultados con 
ambas preparaciones.

Enzimas de acoplamiento:

Se clonó 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 proteínas de unión 20
a maltosa y se ensayó como se describió previamente (Laing et al., 2.004). Se clonó L-Galactosa-1-Fosfato
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fosfatasa, de Arabidopsis thaliana (At3g02870, 3,1 ug/ensayo) y se ensayó como se describe (Laing et al., 2.004). 
Se clonó GDP-D-Manosa 3',5'-Epimerasa (198296) de yemas latentes de kiwi (A. deliciosa) tres días después de 
tratamiento con cianamida de hidrógeno y se ensayó como se describe (Wolucka et al., 2.001). Las dos enzimas 
primeras son altamente específicas 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 5
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 ácida no intentaron purificarla más. Se 
adquirieron otros productos bioquímicos de Sigma.

Ensayos de actividad:

Se realizó el ensayo para GDP-L-Galactosa-1-Fosfato Guaniltransferasa en TrisCl 20 mM, pH 8,0, GDP-L-10
Galactosa, con D-Manosa-1-Fosfato 1 mM. Se usó GDP-L-Galactosa directamente del producto Glycoteam (en cuyo 
caso se observaron altos fondos debido a L-Galactosa-1-Fosfato contaminante) o se generó GDP-L-Galactosa
usando la epimerasa. En el último caso, se incubaron 0,21 mg de epimerasa con GDP-D-Manosa en Tris CI 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 usó 
directamente en el ensayo a una dilución 1 a 20. Se terminaron los ensayos después de 10 minutos por 15
calentamiento  a 100 °C durante tres minutos o directamente acoplado a la fosfatasa y L-Galactosa deshidrogenasa 
para medir la formación de producto durante el ensayo. Los ensayos terminados con calor se enfriaron sobre hielo, 
se centrifugaron para eliminar la proteína precipitada y se ensayó 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 añadido por el intervalo medido. Se realizaron fondos usando el control de vector vacío, que 20
proporciona el mismo resultado que un control de enzima hervida.

Como un ensayo alternativo, se usó LCMS para identificar la reacción delantera descrita anteriormente así como 
medir la reacción de la pirofosforilasa inversa donde se incubaron GTP (1 mM) y L-Galactosa-1-Fosfato como 
anteriormente y siguió la formación de GDP-L-Galactosa. Se separaron GDP-D-Manosa y GDP-L-Galactosa por
HPLC antes de MS. LC-MS empleó un espectrómetro de masas de trampa de iones lineal LTQ provisto de una 25
interfase ESI (ThermoQuest, Finnigan, San Jose, CA, USA) acoplado a un EttanTM MDLC (GE Healthcare Bio-
Sciences). La separación de GDP-D-Manosa y GDP- L-Galactosa se consiguió usando una columna Hypercarb 
(Thermo Electron, USA), 100 x 2,1 mm mantenida a 40 °C. Los disolventes fueron (A) acetato de amonio 50 mM y
(B) acetonitrilo y el caudal fue 200 ul/min. La fase móvil 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, 30
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 retención 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 reacción selectivo (SRM, 
por sus siglas en inglés) SRM m/z 604 > m/z 344, 362, 424, 442 como un método de control de iones seleccionados35
(SIM, por sus siglas en inglés) SIM m/z 604. Este método SIM controla sólo el ión (M-H)- para la GDP-D-Manosa y 
GDP-L-Galactosa mientras el método SRM controla los iones producto distintivos formados por fragmentación del 
ión precursor (M-H)- para ambos compuestos. Ambos métodos maximizan la sensibilidad investigando cualquier 
ruido químico de otros compuestos presentes. El voltaje ESI, temperatura capilar, presión 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), 40
respectivamente. La separación de D-Manosa-1-Fosfato y L-Galactosa-1-Fosfato se consiguió isocráticamente 
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 móvil de 2% de B los 
tiempos de retención 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 reacción selectivo 45
(SRM) SRM m/z 259 > m/z 79, 97 y un método de control de iones seleccionados (SIM) SIM m/z 259.

Se midió la actividad de la transferasa en hojas de tabaco  por extracción de hojas molidas en nitrógeno líquido en 
aproximadamente cinco volúmenes de TrisCl pH 8,0, DTT 2 mM y AEDT 1 mM, centrifugación, desalación del 
sobrenadante usando una columna de desalación NAP equilibrada con el mismo tampón y ensayando la enzima 
usando el ensayo acoplado descrito anteriormente. Se midió la proteína en los extractos usando el ensayo Biorad 50
Bradford Coumassie (Bradford, 1.976) usando BSA como un estándar.

Resultados

Los solicitantes expresaron estos genes en E. coli en el vector pET30 y purificaron la proteína usando la etiqueta His 
y una columna de quelación de Ni. La proteína apareció en un gel SDS a 55 KD y constituyó aproximadamente 
90% de la proteína aislada. Los controles conteniendo el vector pET30 vacío también fueron tratados de la misma 55
manera.

Los solicitantes usaron dos ensayos para caracterizar la enzima, usando dos fuentes del sustrato GDP-L-Galactosa. 
El primer ensayo usó 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 específica a L-Galactosa-1-Fosfato, desfosforilando 
significativamente sólo de otro modo mio-inositol-1-P (Laing et al., 2.004). La deshidrogenasa es específica a L-
Galactosa, no reaccionando con D-Manosa o D-Galactosa o un intervalo de otros azúcares (Gatzek et al., 2.002; 
Laing et al., 2.004) excepto L-Gulosa. Con este último sustrato, la L-Galactosa deshidrogenasa, mostró 
aproximadamente 2,5 veces la velocidad máxima superior y 30 veces el KM (sustrato) dando como resultado 5
aproximadamente 8% de actividad con L-Gulosa comparado con L-Galactosa a concentraciones de sustrato 
limitantes. Por consiguiente, nuestro ensayo acoplado mediría principalmente L-Galactosa y también L-Gulosa. Los 
solicitantes miden el producto formado por adición de las enzimas de acoplamiento en el ensayo y midiendo el 
transcurso del tiempo de NADH formado o por detención de la reacción después de 10 minutos hirviendo durante 3 
minutos y centrifugando. Para este último ensayo de tiempo fijado, los solicitantes añadiendo después enzimas de 10
acoplamiento para medir la producción de L-Galactosa o usando la LCMS para medir los productos. La LCMS se 
usó sólo para confirmar los resultados de la reacción de enzima acoplada y para medir la reacción inversa.

Usando tanto la LCMS como la reacción acoplada para medir productos quedó claro que EST 319998 y At4g26 de 
kiwi expresados en E. coli podían catalizar la conversión de la GDP-L-Galactosa en L-Galactosa-1-P. Dependiendo 
de la concentración de enzima, los transcursos de tiempo fueron lineales durante hasta ~10 minutos y la velocidad 15
de la reacción fue lineal con enzima añadida durante el intervalo ensayado (datos no mostrados). No tuvo lugar 
reacción en presencia de enzima hervida o vector vacío (Figura 2). D-manosa-1-P fue un aceptor mejor para el resto 
guanilo que fosfato o pirofosfato, pero se observó reacción con estos dos últimos compuestos en concentraciones 
fisiológicas de estos sustratos (Figura 3). No se observó actividad de reducción 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-20
Galactosa-1-Fosfato adquirido comercialmente presentó grandes fondos debido a la L-Galactosa-1-Fosfato
contaminante y se ensayaron usando el procedimiento de tiempo fijado. Este sustrato mostró una velocidad 
ligeramente mayor que la observada con el sustrato generado de epimerasa. Se ensayaron otros aceptores de 
guanilo y se encontró que la enzima aceptaba un amplio intervalo de sustratos de Hexosa-1-P aunque la D-Glucosa-
6-P reaccionaba a sólo aproximadamente 25% de la velocidad de los mejores aceptores (Tabla 2). La reacción no 25
requirió Mg (datos no mostrados) aunque se incluyó Mg en el ensayo acoplado ya que la fosfatasa requería Mg.

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

Tabla 2. Efecto de diferentes fosfatos de azúcar para actuar como aceptores de guanilo para la actividad de la 
transferasa. Se ensayó enzima usando el sustrato generado de epimerasa y el ensayo acoplado continuo con otras 30
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

proteína

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 reacción se confirmaron usando LC espectrometría de masa para ser L- Galactosa-1-Fosfato
(Tabla 3). Esto implicó la separación de los productos de la reacción usando cromatografía líquida, que separó L-
Galactosa de D-Manosa y GDP-L-Galactosa de GDP-D-Manosa y confirmación de la identidad de los productos por 35
su masa medida. Se detectó poca o ninguna reacción de nuevo.

Tabla 3. Medición de la actividad de la transferasa por LCMS. Se midió actividad usando un ensayo de tiempo fijado 
a concentración de proteína alta o baja y diferentes combinaciones de aceptor y sustrato como se muestra en la 
tabla. Los ensayos se destruyeron hirviendo y se midieron alícuotas usando enzimas de acoplamiento o por LCMS. 
nm es no medido.40
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sustrato aceptor ug proteína nmoles/s/ug proteína

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 producción de ascorbato aumentados en plantas 
por expresión de polinucleótidos de transferasa de la invención.

Transformación transitoria de hojas de tabaco.  

Se transformó de manera transitoria tabaco  (Nicotiana benthamiana) con Agrobacterium que contenía el gen del 5
kiwi para GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa (EST 319998) clonado en pGreen (Hellens et al., 2.000) mezclado con 
Agrobacterium que contenía el gen para silenciar supresor P19 como se describió previamente (Hellens et al., 
2.005). Se realizaron controles usando Agrobacterium que contenía P19 en pGreen sólo. Se recogieron hojas de 
tabaco 9 días después de la transformación y se congelaron en nitrógeno líquido.

Medición de ascorbato.10

Se extrajo ascorbato como se describió previamente en ácido metafosfórico 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 contenía EST 
319998 de kiwi en el vector pGreen mezclado con P19 como supresor de silenciación, se pudo medir la actividad 
medible en el extracto de las hojas (Figura 4A). Se observó poca actividad (2% de transformado) en las hojas de 15
tabaco transformadas sólo con P19 sólo (Figura 4). El nivel bajo de enzima en los controles es típico de otras 
enzimas en la ruta de la L-Galactosa de la biosíntesis 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).20

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

La expresión de genes de genes para las etapas comprometidas en la ruta de la L-galactosa de la biosíntesis de 
ascorbato de fruta que se desarrolla de dos especies de kiwi se midió usando qPCR. Actinidia deliciosa presenta 100 
mg/100 g FW de ascorbato y A. eriantha presenta 10 veces más ascorbato. La única etapa que muestra un fuerte 25
aumento en la expresión 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 observación de que la sobreexpresión 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 expresión de miembros de la ruta biosintética del ácido L-galactosa ascórbico comparado 
con un gen doméstico (PPPRSA; expresión fijada a 1) en Hayward y fruta A. eriantha a las cuatro semanas después 30
de antesis.
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A, deliciosa A, eriantha Veces 

Enzima Sustrato (Hayward) (11-4-18a) cambio

GDP-manosa-3',5'-
epimerasa

GDP-manosa 1,8 2,4 1,3

GDP-L-

Galactosa
Guaniltransferasa

GDP-L-galactosa 4,1 31,2* 7,6

L-galactosa-1-

fosfato

fosfatasa

L-galactosa-1-fosfato 0,7 1,8 * 2,6

L-galactosa
deshidrogenasa 

L-galactosa 1,5 1,2* 0,8

L-galactono-1,4-
lactona

deshidrogenasa 

L-galactono-1,4-lactona No ensayado No ensayado -

ácido L- ascórbico

ácido L- ascórbico 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 describió 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 proteínas por Clustal X 
(Jeanmougin et al., 1.998, Trends Biochem. Sci. 23, 403-5.) como se muestra en la Figura 6.5

Las secuencias mostraron todas regiones de fuerte homología e incluyeron dos unidades completamente 
conservadas: AINVSPIEYGHVLLIP (SEC ID Nº 12) y GYNSLGAFATINHLHFQAY (SEC ID Nº 13) que se 
identificaron por inspección visual de las secuencias alineadas.

Cuando se usó la secuencia (SEC ID Nº 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) búsqueda de la base de datos 10
de proteínas traducidas de GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Proteína) 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 invención o usada en los métodos de la invención.15

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

La Figura 8, muestra el árbol sin raíces donde las secuencias de manzana y kiwi agrupadas entre sí y las secuencias 
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de arroz y tomate están más aisladas. Se identificaron las secuencias usando búsquedas Blastp de bases de datos 
Genbank y HorfResearch y alineadas usando ClustalX y visualizadas usando Treeview.

Las secuencias de ADN para la región codificadora de cada secuencia de polinucleótidos también se alinearon 
usando Clustal X como se muestra en la Figura 9. El % de identidad de secuencias entre todas las secuencias 
codificadoras de polinucleótidos se muestra en la Figura 10.5

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

Los solicitantes realizaron búsquedas de Blast de las bases de datos EST Actinidia y Malus patentadas del Instituto 
de Investigación Hortícola y Alimentaria de Nueva Zelanda para identificar ESTs con homología a At5g28840. Los 
solicitantes seleccionaron tres secuencias, dos de kiwi (169164_KUFA: SEC ID Nº 38 y 1998296_KALA: SEC ID Nº
39) y uno de manzana (108403_AAOA: SEC ID Nº 40) como secuencias codificadoras de la GDP-D-Manosa10
epimerasa potenciales. Las correspondientes secuencias de polipéptidos se muestran en SEC ID Nº 25, 26 y 27,
respectivamente. Los solicitantes también identifican otras secuencias de GDP-D-Manosa epimerasa de bases de 
datos públicas con las secuencias de polinucleótidos de SEC ID Nº 42 a 48, que codifican las secuencias de 
polipéptidos de SEC ID Nº 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 15
secuencias se muestra en la Figura 12.

Los solicitantes también identificaron dos unidades de secuencias (SEC ID Nº 36 y 37) que se conservan 
completamente en todas las secuencias alineadas.

Ejemplo 8: Expresión de secuencia de la GDP-D-Manosa epimerasa de kiwi en E. coli y caracterización de actividad 
enzimática.20

Materiales y métodos 

Se clonó la secuencia 198296_KALA (SEC ID Nº 39) de Actinidia deliciosa usando técnicas clásicas en pET30A 
(Novagene, USA) y se expresó en E. coli. Se usó la etiqueta His6 N terminal para purificar la proteína. Se expresó un 
control de vector vacío y se purificó en paralelo. Las técnicas fueron esencialmente como se describió anteriormente
(Laing et al., 2.004). Se desaló la proteína His en una columna de 5 ml HiTrap Q FF (GE Healthcare). Los métodos 25
fueron como se describe en el Ejemplo 3.

Se ensayó la actividad enzimática como se describe (Wolucka et al., 2.001).

Se incubaron 0,21 mg de epimerasa con GDP-D-Manosa en Tris CI 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 reacción por HPLC para 
identificar GDP-L-Galactosa recién sintetizada, el producto de la reacción. Típicamente se usó una columna de fase 30
inversa. 

Resultados

La proteína apareció en un gel SDS a ~50 KD y constituyó aproximadamente 90% de la proteína es nada. Los 
controles que contenían el vector pET30 vacío se trataron también de la misma manera.

Ejemplo 9: Actividad de la GDP-D-Manosa epimerasa y producción de ascorbato creciente en plantas por expresión 35
del polinucleótido epimerasa de la invención.

Transformación transitoria de hojas de tabaco.  

Se transformó 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 Nº 38) y/o GDP-L-Galactosa
Guaniltransferasa (EST 319998_Ac SEC ID Nº 14) clonados en pGreen (Hellens et al., 2.000) mezclados con 40
Agrobacterium que contiene el gen para el supresor de silenciación P19 como se describió previamente (Hellens et 
al., 2.005). Se realizaron los controles usando Agrobacterium que contenían P19 en pGreen sólo. Se recogieron 
hojas de tabaco 9 días después de la transformación y se congelaron en nitrógeno líquido.

Medición de ascorbato.

Se extrajo ascorbato como se describió previamente en ácido metafosfórico sin agente reductor (Davey et al., 2.003; 45
Rassam y Laing, 2.005).

Cuando se transformaron de manera transitoria hojas de tabaco con un clon de Agrobacterium que contenía EST 
319998 de kiwi en el vector pGreen mezclado con P19 como un supresor de silenciación, se pudo medir la actividad 
medible en el extracto de las hojas. Se observó poca actividad (~2% de la transformada) en las hojas de tabaco 
transformadas sólo con P19 solo.50

La infiltración de las hojas con Agrobacterium que contenía el vector pGreen que soportaba la epimerasa o P19, o 
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inyección con agua que contenía sólo aceto-siringinona, no tuvo efecto sobre los niveles de ascorbato en la hoja. La 
infiltración 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 demostró previamente (Laing et al., 
2.007). Sin embargo, la inyección de la hoja con una mezcla de epimerasa y transferasa elevó los niveles de 
ascorbato otras 2 veces (Tabla 2) para un total de ~6 veces, como se muestra en la Tabla 2 a continuación.5

Tabla 2. Los niveles de ascorbato en las hojas encontrados después de expresión 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 proteína supresora vírica, P19, también se expresó con los otros dos genes. Los controles 
usaron P19 solo, o el agente de infección 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 10
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 sobreexpresión de la secuencia de epimerasa de la invención puede aumentar 
la producción 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 sobreexpresión de una GDP-L-
Galactosa Guaniltransferasa.15

Ejemplo 10: Variación de la relación de las secuencias de transferasa y epimerasa de la invención expresadas en 
plantas para manipular la producción de ascorbato.

Sobreexpresión transitoria en tabaco.

El sistema de expresión transitoria (Hellens et al., 2.005) se usó para transformar Nicotiana benthamiana por 
inyección de cultivos de Agrobacterium suspendidos conteniendo el gen de interés. La GDP-Manosa epimerasa fue 20
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. Además en algunos casos, también se 
midió la actividad enzimática.

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

Se estudió la interacción y la sinergia entre las secuencias de epimerasa y transferasa de la invención mediante una 25
valoración de ambos genes inyectados en hojas de tabaco como mezclas. Los volúmenes de transferasa (EST 
319998) y epimerasa (169164) conteniendo suspensiones de Agrobacterium se variaron desde cero añadido, 0,01, 
0,1 y 1 ml, en todas las combinaciones de cada enzima con la otra. También se añadió P19 en todos los casos para 
evitar la silenciación de genes.

Los resultados (Figura 15) muestran que los niveles aumentados de la epimerasa en ausencia de la transferasa no 30
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 saturación. Estos datos muestran que los dos genes actúan de manera 
sinérgica, pero que se requieren volúmenes mayores de transferasa para alcanzar concentraciones máximas de 
ascorbato en la hoja que la epimerasa. En este experimento, los solicitantes observaron un aumento de 7,5 veces en 35
ascorbato de la hoja en las cantidades máximas de las dos enzimas usadas. Ajustando un modelo hiperbólico simple 
para los datos predice incremento de más de 9 veces de ascorbato en la hoja a transferasa y epimerasa de 
saturación.

Ejemplo 11: La expresión de una secuencia de epimerasa de la invención junto con una variedad de secuencias de
transferasa de la invención aumenta la producción de ascorbato en las plantas.40

Se midió la producción 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 realizó la transformación de 
319998 de kiwi en tres combinaciones de construcción de vector/ cepa Agrobacterium diferentes. Los resultados se 
muestran en la Figura 16. Para todas las especies mostradas, la transferasa aumentó los niveles de ascorbato en la 
hoja y añadir epimerasa aumentó más el ascorbato en un modo sinérgico. EST 319998 fue normalmente el gen más 
eficaz haciendo esto. Los tres diferentes vectores y los clones de Agrobacterium actuaron de manera similar.5

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 construcción se puede 
usar para producir plantas doblemente transformadas con tanto transferasa como epimerasa en la misma planta, 10
pero con dos marcadores seleccionables diferentes, permitiendo la selección de ambos genes. Los resultados en la 
Figura 17 muestran que esta construcción es completamente funcional. Este experimento también compara las 
epimerasas de kiwi (169164) y manzana (108403) y demostró que ambas eran eficaces en aumentar de manera 
sinérgica el ascorbato con la transferasa.

La segunda construcción incluía una etiqueta His frente al gen de la secuencia 31998 de transferasa en pGreen, 15
para facilitar la purificación de la proteína 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 expresión de la secuencia de transferasa de la invención en plantas transgénicas aumenta la 
producción de ascorbato.

Los solicitantes generaron plantas de Arabidopsis transformadas por inmersión floral con Agrobacterium que 20
contenía 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 recogió simiente y se 
seleccionaron líneas resistentes a Kanamicina. Se recuperaron 44 líneas resistentes a Kanamicina, de las cuales se 
ensayaron 19 por la relación de segregación de resistencia a la kanamicina. Estos datos se muestran en la Figura
18.25

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

En la segunda generación, hasta 12 plantas de cada línea, seleccionadas de las placas de Kanamicina, se cultivaron 
a un tamaño estándar de una roseta completa de hojas en el invernadero y se midió el ascorbato (Figura 19). En las 
11 línea seleccionadas sobre la base the resistencia Kanamicina, 9 mostraron ascorbato significativamente 30
aumentado. El ascorbato aumentado osciló hasta más 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, 
líneas 8 y 16) sugiriendo que tenía lugar silenciación de genes. Estas líneas presentaban una mezcla de plantas de 
ascorbato alto y bajo dentro de la línea.

Se llevaron plantas seleccionadas de la segunda generación a la siguiente generación. Se comprobaron plantas por 35
crecimiento en placas de Kanamicina por presencia del marcador seleccionable y se demostró que eran resistentes 
a Kanamicina. De nuevo los solicitantes observaron plantas con ascorbato en la hoja más de 4 veces el nivel del 
control (Figura 20), pero de nuevo dentro de una línea con progenie de ascorbato alto, siempre había plantas con 
ascorbato alto y bajo a pesar de que todas las plantas venían de un precursor resistente a kanamicina de ascorbato 
alto. De nuevo esto sugiere que está teniendo lugar silenciación de genes. Éste es especialmente el caso cuando los 40
niveles de ascorbato caen por debajo del ascorbato de la hoja en plantas no transformadas que también sugiere que 
también se silenciaban los genes endógenos. Se encontraron regiones de identidad de secuencias completa, 
cuando la secuencia de 319998 y Arabidopsis se alinean (datos no mostrados). Esto podía justificar la silenciación 
aparente observada.

Los solicitantes comprobaron la tercera generación de plantas para expresión de genes del 319998 (Figura 21). En 45
cada caso, las plantas con alto ascorbato relativo a los controles también mostraron expresión aumentada de 
319998. En un caso, una planta con bajo ascorbato (no había plantas en esta línea con alto ascorbato) también 
demostró alta expresión de 319998. Esto se puede interpretar que significa que durante la silenciación de genes en 
esta línea, alguna expresión de genes ocurría, cuando se mide por nuestro método qPCR.

Ejemplo 13: La expresión del gen de la transferasa de la invención en tabaco transgénico da como resultado 50
contenido en ascorbato aumentado.

Se transformó tabaco con 319998 y se seleccionaron líneas resistentes a Kanamicina. Estas plantas se transfirieron 
al suelo y crecieron hasta que se expandieron varias hojas. Se midió el ascorbato y la expresión de genes en estas 
hojas (Figura 22). Muchas líneas mostraron expresión de genes y dos líneas también mostraron un aumento 
significativo en ascorbato en la hoja de 60%.55

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

Ejemplo 14: Expresión de secuencias de transferasa y epimerasa de la invención en E. coli y demostración de 
actividad enzimática.

Se clonaron varios genes de transferasa en el vector pET30 y se transformaron en E. coli. Se expresó proteína con 5
una etiqueta His-Trap, se extrajo, se purificó mediante cromatografía de ión de metal y se desaló usando una 
columna G25, se midió 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 proteína GDP-Manosa epimerasa expresada de EST 
198296 con GDP-manosa) como el sustrato. Esta mezcla de sustrato se incubó con la transferasa que se estaba 
ensayando, con un exceso de enzimas de acoplamiento (más epimerasa, L-Galactosa fosfatasa, L-Galactosa10
deshidrogenasa) y Bis tris propano 50 mM, pH 7,5, NAD 0,5 mM y MgCl2 2,5 mM. Los ensayos fueron lineales con el 
tiempo y la cantidad transferasa añadida.

La actividad medida estaba en el intervalo de 0,1 a 0,7 nmoles/mg de proteína/s (Figura 23). Todos los genes 
expresados ensayados mostraron actividad de transferasa. Además, E coli expresó ESTs 198296 y 108403 también 
mostraron actividad de epimerasa (datos no mostrados) cuando se mide por HPLC y ensayo de acoplamiento 15
directo.

No se tiene la intención de limitar el alcance de la invención a los ejemplos mencionados solo. Como apreciaría un 
experto en la materia, son posibles muchas variaciones sin apartarse del alcance de la invención.
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Sumario de secuencias

Transferasa = GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa

Epimerasa = GDP-D-Manosa Epimerasa

SEC ID Nº 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 polinucleótido Actinidia chinensis EST319998_Ac

15 transferasa polinucleótido Malus x domesticus EST 82552_Md

16 transferasa polinucleótido Actinidia chinensis EST 244893_Ac

17 transferasa polinucleótido Actinidia eriantha EST 24547_Ae

18 transferasa polinucleótido Actinidia eriantha EST 276582_Ae

19 transferasa polinucleótido Malus sieboldii EST315905_Ms
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SEC ID Nº Comentario Tipo molécula Especies Referencia

20 transferasa polinucleótido Solanum tuberosum contig_st

21 transferasa polinucleótido Arabidopsis thaliana At4g26850

22 transferasa polinucleótido Arabidopsis thaliana At5g55120

23 transferasa polinucleótido Lycopersicon esculentum BT013858_Le

24 transferasa polinucleótido 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 polinucleótido Actinidia eriantha 169164_KUFA

39 Epimerasa polinucleótido Actinidia deliciosa 198296_KALA

40 Epimerasa polinucleótido Malus x domesticus 108403_AAOA

41 Epimerasa polinucleótido Arabidopsis thaliana At5g28840

42 Epimerasa polinucleótido Malpighia glabra DQ229167
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SEC ID Nº Comentario Tipo molécula Especies Referencia

43 Epimerasa polinucleótido Oryza sativa AB193582

44 Epimerasa polinucleótido Oryza sativa AB235855 .

45 Epimerasa polinucleótido Ostreococcus lucimarinus XM_001422193

46 Epimerasa polinucleótido Solanum tuberosum DQ268848

47 Epimerasa polinucleótido Vitis vinifera EF554358

48 Epimerasa polinucleótido Lycopersicon esculentum BT013590
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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 mutación quede como resultado ascorbato disminuido, comprendiendo 
el método transformación de una célula vegetal o planta con un polinucleótido que codifica que un polipéptido con la 
secuencia de aminoácidos según una cualquiera de SEC ID Nº 1 a 11, o una variante del polipéptido, en el que la 5
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 aminoácidos: AINVSPIEYGHVLLIP (SEC ID Nº 12),

b) la secuencia de aminoácidos: GYNSLGAFATINHLHFQAY (SEC ID Nº 13) y

c) una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para la secuencia de aminoácidos según una 10
cualquiera de la SEC ID Nº 1 a 11.

2. El método según la reivindicación 1, en el que la célula vegetal o planta se transforma con un polinucleótido que 
codifica un polipéptido con la secuencia de aminoácidos según una cualquiera de SEC ID Nº 1 a 11.

3. El método según la reivindicación 1 ó 2, en el que la célula vegetal o planta se transforma también con 
polinucleótido que codifica una GDP-D-Manosa epimerasa.15

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

a) un polinucleótido que codifica una GDP-D-Manosa epimerasa que comprende al menos uno de:

i) la secuencia de aminoácidos : AADMGGMGFIQSNHSVI (SEC ID Nº 36),

ii) la secuencia de aminoácidos: GTWKGGREKAPAAFCRK (SEC ID Nº 37),20

iii) una secuencia con al menos 70% de identidad de secuencias para un polipéptido con la secuencia de 
aminoácidos según una cualquiera de SEC ID Nº 25 a 35 y

iv) la secuencia de aminoácidos según una cualquiera de SEC ID Nº 25 a 35 y

b) un polinucleótido que codifica una GDP-L-Galactosa Guaniltransferasa que comprende al menos uno de:

i) la secuencia de aminoácidos: AINVSPIEYGHVLLIP (SEC ID Nº 12),25

ii) la secuencia de aminoácidos: GYNSLGAFATINHLHFQAY (SEC ID Nº 13),

iii) una secuencia con al menos 60% de identidad de secuencias para un polipéptido con la secuencia de 
aminoácidos según una cualquiera de la SEC ID Nº 1 a 11 y

iv) la secuencia de aminoácidos según una cualquiera de la SEC ID Nº 1 a 11.

5. Un polinucleótido aislado que codifica un polipéptido que comprende una secuencia con al menos 78% de 30
identidad para la secuencia según una cualquiera de la SEC ID Nº 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 aminoácidos seleccionada de una 
cualquiera de la SEC ID Nº 1 a 7.35

7. Una construcción genética que comprende al menos un polinucleótido según la reivindicación 5.

8. Una célula huésped modificada para comprender al menos un polinucleótido según la reivindicación 5 o la 
construcción según la reivindicación 7.

9. La célula huésped según la reivindicación 8 modificada genéticamente adicionalmente para expresar una GDP-D-
Manosa epimerasa.40

10. La célula huésped según la reivindicación 8 ó 9 que es una célula vegetal.

11. Una planta, progenie o propágulo de la misma, que comprende la célula vegetal según la reivindicación 10.
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FIGURA 19

media media
Línea # ASC si      # 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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