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DESCRIPCIÓN

Enzimas que codifican polinucleótidos de la senda biosintética de lignina del yute

Campo de la invención5

La invención se relaciona con la identificación y caracterización de varias porciones de la senda biosintética de 
lignina del yute. Más específicamente, la invención se relaciona con poli nucleótidos de las plantas de yute que 
codifican las enzimas responsables por la síntesis de lignina, y métodos para utilizar estos polinucleótidos y enzimas 
para la regulación de genes y la manipulación de la producción de lignina para dar fibras con un contenido de lignina10
deseado y otras características 

Antecedentes de la invención

La lignina es un nombre colectivo para un heteropolímero aromático complejo de monolignoles (alcohol 15
hidroxicinámilo), usualmente derivado de la fenilalanina en un proceso multietapa. (Whetten, R. y Sederoff, R., 
(1995) Lignin Biosynthesis, Plant Cell, 7, pp. 1001-1013). Estos polímeros, depositados primariamente en las 
paredes celulares, aseguran la necesaria resistencia mecánica de los tallos de las plantas y, más importante, la 
hidrofobicidad de los tejidos vasculares de la planta. (Vanholme, R. et al. (2010) Lignin biosynthesis and structure, 
Plant Physiol, 153, pp. 895-905). Debido a su naturaleza hidrófoba, la lignina sirve como un componente principal de 20
los tejidos vasculares y juega un papel esencial en el transporte de agua. Además de su papel estructural y 
orientado al transporte, la lignina es un componente clave del sistema de defensa de una planta. (Goujon, T. et al. 
(2003) Genes involved in the biosynthesis of lignin precursors in Arabidopsis thaliana, Plant Physiology and 
Biochemistry, 41, pp. 677-687). De manera no sorprendente, las condiciones ambientales influencian la cantidad de 
la lignina depositada. (Boerjan, W. et al. (2003) Lignin biosynthesis, Annu Rev Plant Biol, 54, pp. 519-546). Por 25
ejemplo, la biosíntesis de lignina se induce en respuesta a diversas condiciones de estrés tal como heridas, tensión 
biótica, e infección por patógenos. La lignina limita la invasión de patógenos y protege los polisacáridos de la pared 
celular contra la degradación microbiana. (Vanholme et al., 2010).

Una gran parte de nuestro actual entendimiento de la biosíntesis de lignina viene del entendimiento completo de esta 30
senda de A. thaliana y P. trichocarpa. (Goujon, et al., 2003; Shi, et al. (2010) Towards a systems approach for lignin 
biosynthesis in Populus trichocarpa: transcript abundance and specificity of the monolignol biosynthetic genes, Plant 
Cell Physiol, 51, pp. 144-163). Estos son tres monómeros básicos de monolignol: p-cumarilo, coniferilo, y alcoholes 
sinapilo. Estos monolignoles se incorporan en las tres unidades de lignina, o bloques de construcción: p-hidroxifenilo 
(H), guaiacilo (G), y siringilo (S). Ver la figura 1. Estos monolignoles difieren en el número de grupos metoxi. El P-35
hidroxifenilo (H) no tiene grupo metoxi, el guaiacilo (G) tiene un grupo metoxi, y el siringilo (S) tiene dos grupos 
metoxi. (Goujon et al., 2003). Sin embargo, además de estos tres monolignoles, algunos otros fenilpropanoides, 
tales como los aldehídos de hidroxicinamilo, los ésteres de hidroxicinamilo, y los acetatos de hidroxicinamilo también
se pueden incorporar. (Boerjan et al., 2003).

40
Después de la biosíntesis de estos bloques de construcción de lignina básicos, ellos se transportan a zonas 
lignificantes. En las zonas lignificantes, ocurre la polimerización mediante acoplamiento basado en radicales libres 
oxidativos mediante peroxidasas o lacasas y se forma una estructura similar a malla al reticular la concelulosa y 
hemicelulosa. (Boerjan et al., 2003; Vanholme, R. y otros (2008) Lignin engineering, Curr Opin Plant Biol, 11, págs. 
278-285). La lignificación ocurre en diferentes fases durante el engrosamiento secundario de la pared celular cuando 45
se completa la formación de la matriz de polisacáridos. La deposición de lignina está influenciada por la naturaleza 
de la matriz de polisacáridos. En la pared celular primaria, esta se encuentra como estructuras esféricas; mientras 
que, en la pared celular secundaria, esta forma lamelas. (Boerjan et al., 2003).

Sin importar el papel indispensable de la lignina en la vida de una planta, este es un factor limitante principal en el 50
uso efectivo/eficiente de costos del material vegetal en la pulpa e industrias de biocombustibles. La lignina también 
limita el uso de biomasa para la producción de fibras, química, y de energía. La remoción de la lignina es un proceso 
muy costoso y estas industrias se beneficiarían del acceso a la biomasa que tiene menos lignina, o una lignina que 
sea fácil de degradar. En las últimas pocas décadas, se ha logrado algún entendimiento de la senda biosintética de 
la lignina, aunque porciones del proceso no se han entendido completamente.55

A pesar de la importancia de la síntesis de lignina en el bienestar total de la planta de yute, así como también su 
impacto en varios aspectos de la calidad de la fibra, actualmente no existe información disponible que detalle la 
biosíntesis de lignina en yute. Por lo tanto, existe la necesidad de identificar, aislar y utilizar genes y enzimas 
provenientes de la planta de yute que estén involucrados en la biosíntesis de la lignina. La presente invención se 60
dirige esta necesidad.

Resumen de la invención
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Un aspecto de la invención es una molécula de ácido nucleico aislada que tiene al menos un 90% de identidad de 
secuencia con una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste de: SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9 y 
15.

En ciertas realizaciones, la presente invención se relaciona con una cualquiera de las secuencias de polinucleótido5
anteriormente mencionadas o las secuencias de polipéptido, en donde dicha secuencia tiene al menos 91%, 92%, 
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad de secuencia con cualquiera de las secuencias 
identificadas por una SEQ ID NO.

Un aspecto de la invención es un vector de expresión que comprende una molécula de ácido nucleico aislada de la 10
presente invención.

Un aspecto de la invención es un anticuerpo aislado o fragmento de unión de antígeno del mismo que se une 
específicamente a una molécula de polipéptido de la presente invención.

15
Un aspecto de la invención es una célula vegetal transfectada por un vector de la presente invención.

Un aspecto de la invención es un material derivado de una planta transgénica de la presente invención.

Un aspecto de la invención es una semilla de una planta transfectada por un vector de la presente invención.20

Un aspecto de la invención es un método para hacer una planta transgénica, que comprende las etapas de 
transfectar al menos una célula vegetal con un vector de la presente invención, y hacer crecer al menos una célula 
vegetal en una planta.

25
Un aspecto de la invención es un método para mejorar el crecimiento, la producción de fibra, la resistencia de la 
fibra, la resistencia a enfermedades, o la utilización de agua en una planta de yute, que comprende incorporar en
una planta de yute una secuencia de ácido nucleico no nativa de la presente invención

Breve descripción de los dibujos30

Figura 1: Senda Propuesta de biosíntesis de monolignol del yute.

Figuras 2a y 2b: alineamiento de la secuencia de proteínas de ColCAD1, ColCAD2, ColCAD3, ColCAD4, ColCAD5, 
ColCAD6, y ColCAD7 con secuencias de proteínas vegetales CAD.35

Figura 3: Alineamiento de la secuencia de proteínas de ColCCoAOMT1, ColCCoAOMT2 y ColCCoAOMT3 con las 
secuencias de proteína CCoAOMT vegetal.

Figura 4: alineamiento de la secuencia de proteínas de Col4CL1, Col4CL4 y Col4CL6 con las secuencias de 40
proteínas 4CL vegetales.

Figura 5: alineamiento de la secuencia de proteínas de Col6HCT1 con las secuencias de la proteína 6HCT 
vegetales.

45
Figura 6: alineamiento de la secuencia de proteínas de ColC3H con las secuencias de la proteína C3H vegetales. 

Figura 7: alineamiento de la secuencia de proteínas de ColC4H1 y ColC4H2 con las secuencias de la proteína C4H 
de los vegetales.

50
Figura 8: alineamiento de la secuencia de proteína del ColPAL1 y ColPAL2 con las secuencias de la proteína PAL 
de vegetal.

Figura 9: alineamiento de la secuencia de proteína de ColCCR2 con las secuencias de proteína CCR vegetal.
55

Figura 10: alineamiento de la secuencia de proteína de ColCCR3 con las secuencias de proteína CCR vegetal.

Figura 11: alineamiento de la secuencia de proteína de ColF5H con las secuencias de la proteína F5H vegetal.

Figura 12: alineamiento de la secuencia de proteína de ColCOMT con las secuencias de proteína COMT.60

Figura 13: gel de ADN de ColCAD2.

Figura 14: gel de ADN de ColCCoAOMT1.
65

Figura 15: gel de ADN de Col4CL1.
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Figura 16: gel de ADN de ColCCR3.

Figura 17: gel de ADN de ColF5H.
5

Descripción detallada de la invención

Diez de las familias de enzimas conocidas están asociadas con la biosíntesis de monolignol. (Goujon et al., 2003). 
Las familias son la PAL (fenilalanina amonia-liasa), C4H (cinamato-4-hidroxilasa), 4CL (4-cumarato: CoA ligasa), 
HCT (p-hidroxicinamoil-CoA: shikimato/quinato p-hidroxicinamoil transferasa), C3H (4 -cumarato 3-hidroxilasa), 10
CCoAOMT (cafeoil-CoA O-metiltransferasa), CCR (cinamoil-CoA reductasa), F5H (ferulato 5-hidroxilasa), COMT 
(ácido cafeico O-metiltransferasa) y CAD (cinamil alcohol deshidrogenasa). Un esquema propuesto de la senda de 
biosíntesis del monolignol en el yute se muestra en la Figura 1.

La senda de biosíntesis de lignina en el yute debe su complejidad, en parte, a la presencia de varias enzimas 15
multifuncionales, y a las enzimas constituyentes que abarcan varias familias de genes diferentes. La primera enzima 
de la senda fenilpropanoide es PAL (fenilalanina amonia-liasa), que origina la desaminación de la fenilalanina, 
produciendo ácido cinámico. La segunda enzima de la senda, C4H (cinamato 4-hidroxilasa), convierte el ácido 
cinámico en ácido 4-hidroxicinámico, que es seguido por las subsecuentes etapas de hidroxilación y metilación en la 
medida en que la senda se ramifica. La enzima 4CL cataliza la ligación CoA de ácidos hidroxicinámicos, generando 20
precursores fenólicos activados de la biosíntesis de lignina. (Hu et al. (1999) Repression of lignin biosynthesis 
promotes cellulose accumulation and growth in transgenic trees, Nat Biotech, 17, pp. 808-812). 

La siguiente enzima en la senda de monolignol (HCT) cataliza la producción de ésteres de p-cumaroilo-
shikimato/quinato, que son los sustratos para C3H. Se demostró que HCT transfiere el grupo acilo de p-cumaroil-25
CoA a shikimato o quinato. (Hoffman et al. (2005) Plant Biosystems, v. 139, No. 1, pp. 50-53). Las etapas de 
hidroxilación en C3 y C5 se realizan mediante dos enzimas P450 de citocromo, 4-cumarato 3-hidroxilasa (C3H) y 
ferulato 5-hidroxilasa (F5H), respectivamente. Las etapas de metilación se realizan mediante CCoAOMT (cafeoil-
coenzima A (CoA) O-metiltransferasa) y COMT (cafeico-O-metiltransferasa). El CCoAOMT es una enzima 
bifuncional que convierte la cafeoil-CoA a feruloil-CoA y 5-hidroxiferuloil-CoA a sinapoil-CoA y juega un papel en la 30
síntesis de polisacáridos feruloilatados. (Inoue et al., 1998). Se ha demostrado que CCoAOMT está involucrado en la 
biosíntesis de lignina en los elementos traqueales diferenciales de la Zinnia elegans (Ye, Z. H. and Varner J. E. 
(1995) Differential expression of two O-methyltransferases in lignin biosynthesis in Zinnia elegans, Plant Physiol. 108, 
pp. 459-467). La CCoAOMT está involucrada en el refuerzo de la pared celular vegetal, y también está involucrada 
en la respuesta a heridas o la infestación de patógenos mediante la formación creciente de polímeros de ácido 35
ferúlico unidos a la pared celular. 

Las enzimas adicionales involucradas en la senda de biosíntesis de monolignol son la cinamoil coenzima A 
reductasa (CCR) y la cinamoil alcohol deshidrogenasa (CAD). El CCR cataliza la reducción de hidroxicinamoil CoA 
ésteres para producir cinamaldehidos, mientras que el CAD cataliza su reducción a alcoholes cinamilo. (Goujon et 40
al., 2003).

Una de las últimas enzimas involucradas en la senda del monolignol es la cinamil alcohol deshidrogenasa (CAD), 
que cataliza la NADPH dependiente de la conversión de coniferaldehído, 5-hidroxi-coniferaldehído, y sinapaldehído 
a los alcoholes correspondientes (Kim, S. J. et al. (2004) Functional reclassification of the putative cinnamyl alcohol 45
dehydrogenase multigene family in Arabidopsis, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 101, pp. 1455-60). En Arabidopsis, los 
mutantes únicos de los genes CAD AtCAD-C y AtCAD-D se encontraron que tenían actividades de CAD inferiores, y 
el doble mutante, obtenido mediante el cruce de dos mutantes, tenía 40% de disminución en el contenido de lignina 
en el tallo, lo que demuestra que estos son los genes CAD principales involucrados en la síntesis de lignina del tallo. 
(Sibout, R. et al. (2005) Cinnamyl Alcohol Dehydrogenase-C and -D are the primary genes involved in lignin 50
biosynthesis in the floral stem of Arabidopsis, Plant Cell, 17, pp. 2059-76).

Dos enzimas son específicas para la senda de biosíntesis de monolignol. Ellas son el ácido cafeico O-
metiltransferasa (COMT) y el cinamoil coenzima A reductasa (CCR). El COMT se identificó primero en 
angiospermas. El COMT es capaz de convertir el ácido cafeico en ácido ferúlico, así como tambien convertir el ácido 55
5-hidroxiferùlico a ácido sinápico. (Dixon, R. A., et al. (2001) The biosynthesis of monolignols: a “metabolic grid,” or 
independent pathways to guaiacyl and syringyl units? Phytochemistry, 57, pp. 1069-1084). La regulación hacia abajo 
del gen COMT en maíz (Zea mays) ha mostrado que origina una reducción significativa de la actividad COMT (una 
caída del 70 al 85%), dando como resultado la modificación sin el contenido de lignina y la composición, indicando 
que esta enzima es una enzima clave para la síntesis de lignina.60

El ácido ferúlico generado por el COMT se puede hidroxilar mediante ferulato 5 hidroxilasa (F5H), que es un 
citocromo monooxigenasa dependiente de P450, para formar ácido 5-hidroxi-ferúlico. El F5H también es capaz de 
hidroxilar coniferaldehído y alcohol coniferílo para formar 5-hidroxi-coniferaldehído y alcohol 5-hidroxi-coniferílo, 
respectivamente. (Meyer, K. et al. (1996) Ferulate-5-hydroxylase from Arabidopsis thaliana defines a new family of 65
cytochrome P450-dependent monooxygenases, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93, pp. 6869-74). El F5H se cree que es 
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una etapa limitante de la velocidad en la biosíntesis de lignina de siringilo, una propuesta soportada por la 
observación de que el mutante de Arabidopsis deficiente en la expresión F5H también está afectado en el nivel de la 
acumulación de ésteres de sinapato en silícuas y semillas. (Ruegger, M. et al. (1999) Regulation of ferulate-5-
hydroxylase expression in Arabidopsis in the context of sinapate ester biosynthesis, Plant Physiol., 119, pp. 101-10).

5
La segunda enzima específicamente involucrada en la biosíntesis de lignol, CCR, cataliza la conversión de feruloil 
CoA y 5-hidroxi-feruloil CoA en coniferaldehído y 5-hidroxi-coniferaldehído, respectivamente. Esta etapa conduce 
directamente a la biosíntesis de unidades de lignina G (coniferaldehído) y S (5-hidroxi-coniferaldehído). (Ma et al., 
2005). En tabaco, la regulación hacia abajo del gen CCR que utiliza construcciones contrasentido, produjo plantas 
con desarrollo anormal y crecimiento reducido, así como tambien morfología anormal de la hoja y vasos colapsados. 10
También hubo una reducción asociada en el nivel de los compuestos de lignina G. (Ralph, J. et al. (1998) NMR 
characterization of altered lignins extracted from tobacco plants down-regulated for lignification enzymes 
cinnamylalcohol dehydrogenase and cinnamoyl-CoA reductase, Proc. Natl. Acad. Sci USA, 95, pp. 12803-8).

Identificación computacional de los genes y transcriptos15

De manera notoria, hemos determinado las secuencias de las enzimas de yute involucradas en la biosíntesis de 
lignina. La senda de la biosíntesis de lignina ha sido bien caracterizada en cada enzima y cada enzima se codificada 
por una familia de genes en la mayoría de las especies de plantas. Un total de 106 secuencias de genes de A. 
thaliana y P. trichocarpa fueron recuperadas del NCBI y la base de datos del genoma de P-trichocarpa20
(http://genome.jgi-psfz.org/Poptr1_1/). (Goujon et al., 2003; Shi et al., 2010). Los genes de la biosíntesis de 
monolignol de yute se identificaron de los modelos de gen del montaje del genoma de Corchorus olitorius y los datos 
de transcriptoma de C. olitorius y C. capsularis utilizando el programa BLASTN con el corte evalue en 1e-20. ( 
Altschul, S.F., et al. (1990) Basic local alignment search tool, J Mol Biol, 215, pp. 403-410). Los cóntigos gADN
resultantes fueron sometidos a una predicción de modelo de gen que utiliza el software AUGUSTUS (Stanke, M. et 25
al. (2004) AUGUSTUS: a web server for gene finding in eukaryotes, Nucleic Acids Research, 32, W309-W312). Los 
modelos del gen y los isotigos de los datos de transcriptoma de C. olitorius y C. capsularis fueron buscados contra el 
NCBI nr base de datos (no redundante) para confirmación adicional. Para el C. olitorius, los isotigos fueron 
mapeados sobre los modelos de gen predicho utilizando GMAP (con un 95% de valor de corte). (Wu, T.D. and 
Watanabe, C.K. (2005) GMAP: a genomic mapping and alignment program for mRNA and EST sequences, 30
Bioinformatics, 21, pp. 1859-1875).

Un alineamiento de la secuencia de aminoácido de proteínas putativas codificadas por los genes ColCAD con otras 
proteínas CAD disponibles en la base de datos NCBI, utilizando el programa CLUSTAL W, se muestra en las Figuras 
2a y 2b. La siguiente es una lista de las proteínas alineadas con las proteínas ColCAD putativas, con los números de 35
acceso del GeneBank en paréntesis: PtcCADL4 (proteína similar a deshidrogenasa de alcohol cinamilo de Populus
tricocarpa, CADL4, gi224138226); RcoCAD (alcohol deshidrogenasa de Ricinus communis, putativa, gi25558709); 
FraCAD (Fragaria x ananassa, cinamil alcohol deshidrogenasa, gi13507210) (Chandler et al. (2002) Cloning, 
expression and immunolocalization pattern of a cinnamyl alcohol dehydrogenase gene from strawberry (Fragaria x 
ananassa), J. Exp. Bot., 53 (375), pp. 1723-1734); GhiCAD5 (Gossypium hirsatum, cinnamyl alcohol 40
deshydrogenasa 5, gi268528129); PtcCAD (Populus tricocarpa, gi183585165) (( 2010) Towards a systems approach 
for lignin biosynthesis in Populus trichocarpa: transcript abundance and specificity of the monolignol biosynthetic 
genes, Plant Cell Physiol., 51 (1), pp. 144-163); GhiCAD3 (Gossypium hirsatum, GhiCAD3 (Gossypium hirsatum,
gi229368450) (Genes of phenylpropanoid pathway cloning and expression in developing cotton fibre); y and GhiCAD 
(Gossypium hirsatum, gi166865124) (( 2009) Molecular and biochemical evidence for phenylpropanoid synthesis and 45
presence of wall-linked phenolics in cotton fibers, J Integr Plant Biol, 51 (7), pp. 626-637).

Un alineamiento de la secuencia de aminoácido de las proteínas putativas codificadas por los genes ColCCoAOMT 
con otras proteínas CCoAOMT disponibles de la base de datos NCBI, que utilizan el programa CLUSTAL W, se 
muestra en la Figura 3. La siguiente es una lista de las proteínas alineadas con las proteínas ColCCoAOMT 50
putativas, con los números de acceso de GeneBank en paréntesis: PtrCCoAOMT (Populus tremuloides, gi3023436); 
GhiCCoAOMT2 (Gossypium hirsatum, gi229368460); y GhiCCoAOMT1 (Gossypium hirsatum, gi253509567).

Un alineamiento de la secuencia de aminoácido de las proteínas putativas codificadas por los genes Col4CL con 
otras proteínas 4CL disponibles en la base de datos NCBI, que utilizan el programa CLUSTAL W, se muestra en la 55
Figura 4. La siguiente es una lista de las proteínas alineadas con las proteínas Col4CL putativas, con los números 
de acceso de GeneBank en paréntesis: Ccap4CL1 (Corchorus capsularis, gi294514718); Rco4CL (Ricinus 
communis, gi255565415); y Ptc4CL (Populus tricocarpa, gi224074401).

Un alineamiento de la secuencia de aminoácido de las proteínas putativas codificadas por los genes Col6HCT con 60
otras proteínas Col6HCT disponibles en la base de datos NCBI, que utilizan el programa CLUSTAL W, se muestra
en la Figura 5. La siguiente es una lista de las proteínas alineadas con las proteínas Col6HCT putativas, con los 
números de acceso de GeneBank en paréntesis: CycarHCT (Cynara cardunculus, gi: 73671233) (2007) Isolation and 
functional characterization of a cDNA coding a hydroxycinnamoyltransferase involved in phenylpropanoid 
biosynthesis in Cynara cardunculus, BMC Plant Biol. 7, 14); and PtcHCT (Poplus tricocarpa, gi183585181).65
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Un alineamiento de la secuencia de aminoácido de las proteínas putativas codificadas por los genes ColC3H con 
otras proteínas C3H disponibles en la base de datos NCBI, que utilizan el programa CLUSTAL W, se muestran en la 
Figura 6. La siguiente es una lista de las proteínas alineadas con las proteínas ColC3H putativas, con los números 
de acceso de GeneBank en paréntesis: EglC3H (Eucalyptus globulus, gi: 295413824); PtcC3H (Poplus tricocarpa, gi: 
224139664); y PalxPgrC3H (Poplus alba X Populus grandidentata, gi166209291).5

Un alineamiento de la secuencia de aminoácidos de las proteínas putativas codificadas por los genes ColC4H con 
otras proteínas C4H disponibles en la base de datos NCBI, que utilizan el programa CLUSTAL W, se muestran en la 
Figura 7. La siguiente es una lista de las proteínas alineadas con las proteínas ColC4H putativas, con el número de 
acceso de GeneBank en paréntesis: GarC4H (Gossypium arborium, gi9965897) y GarC4H (Gossypium arborium, 10
gi9965899).

Un alineamiento de la secuencia de aminoácido de las proteínas putativas codificadas por los genes ColPAL y otras 
proteínas PAL disponibles en la base de datos NCBI, que utilizan el programa CLUSTAL W, se muestra en la Figura 
8. La siguiente es una lista de las proteínas putativas alineadas con las proteínas ColPAL putativas, con los números 15
de acceso de GeneBank en paréntesis: JcoPAL (Jatropha curcas, gi113203757) y PtrPAL (Populus trichocarpa, gi: 
183585195).

Un alineamiento a la secuencia de aminoácido de las proteínas putativas codificadas por los genes ColCCR2 con 
otras proteínas CCR disponibles en la base de datos NCBI, que utilizan el programa CLUSTAL W, se muestra en la 20
Figura 9. La siguiente es una lista de las proteínas alineadas con las proteínas ColCCR2 putativas, con los números 
de acceso de GeneBank en paréntesis: AthCCR (Arabidopsis thaliana, gi: 15237678); CofCCR (Camellia oleífera 
gi228480464); y AlyCCR (Arabidopsis lyrata, gi: 297793385).

Un alineamiento de secuencia de aminoácido de las proteínas putativas codificadas por los genes ColCCR3 con 25
otras proteínas CCR disponibles en la base de datos NCBI, que utiliza el programa CLUSTAL W. La siguiente es una 
lista de las proteínas alineadas con las supuestas proteínas ColCCR3 putativas, con los números de acceso de 
GeneBank en paréntesis: RcoCCR (Ricinus communis, gi: 255556687) y AthCCR (Arabidopsis thaliana, gi: 
15226955).

30
Una alineación de la secuencia de aminoácidos de las proteínas putativas codificadas por los genes ColF5H con 
otras proteínas F5H disponibles en la base de datos NCBI, que utilizan el programa CLUSTAL W, se muestra en la 
Figura 11. La siguiente es una lista de las proteínas alineadas con las proteínas ColF5H putativas, con los números 
de acceso de GeneBank en paréntesis: EglF5H (Eucalyptus globules, gi: 255970299) y PtcF5H (Poplus tricocarpa, 
gi: 6688937).35

Un alineamiento de la secuencia de aminoácido de las proteínas putativas codificadas por los genes ColCOMT con 
otras proteínas COMT disponibles en la base de datos NCBI, que utiliza el programa CLUSTAL W, se muestra en la 
Figura 12. La siguiente es una lista de las proteínas alineadas con las proteínas ColCOMT putativas, con los 
números de acceso de GeneBank en paréntesis: GhiCOMT (Gossypium hirsutum, gi: 253509569) y EcaCOMT 40
(Eucalyptus camaldulensis, gi: 262474806).

Análisis del motivo de las regiones promotoras

Para cada uno de los modelos de gen predichos, ambas cadenas de las regiones corriente arriba de 2000 bp fueron 45
extraídas e investigadas para secuencias de motivos cis contra la base de datos PlantCARE 
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) (Lescot, M., et al. (2002) PlantCARE, a database of plant 
cis-acting regulatory elements and a portal to tools for in silico analysis of promoter sequences, Nucleic Acids Res, 
30, pp. 325-327). Si cualquier porción de las secuencias seleccionadas se encontrará como traslapando un gen 
cercano, la parte de la región corriente arriba se excluye de análisis adicional. Se compiló una lista de motivos 50
importantes que son conocidos por estar involucrados en la respuesta a varios procesos y tensiones de desarrollo 
Tabla 1. 
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Tabla 1: Lista de motivos encontrados en la región promotora de los genes biosintéticos de monolignol de yute 
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PAL Contig_310473
_g31

*

Contig_301819
_g4

*

Contig_302040
_g24

* * * *

Contig_309920
_g2

* * *

C4H Contig_311419
_g56
Contig_307848
_g46

* *

Contig_384302
_g42

4CL Contig_331398
_g112
Contig_299467
_g73

* *

Contig_337813
_g88

*

Contig_306165
_g86

* *

Contig_309926
_g132

* *

Contig_304308
_g125

* * * *

Contig_305998
_g57

* *

HCT Contig_308231
_g128

*

C3H Contig_597141
_g180

*

CCoAO
MT

Contig_306979
_g168

* *

Contig_308402
_g160
Contig_296218
_g172

* * * *

Contig_311951
_g178

*

CCR Contig_310406
_g194

*

Contig_297048
_g201

*

Contig_294439
_g187

*

Contig_309320
_g191

*

FSH Contig_304192
_g207

*

Contig_595270
_g204

*

COMT Contig_299952
_g235

*

CAD Contig_335778
_g278

*
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Contig_95812_
g280
Contig_321021
_g281

*

Contig_808760
_g282

*

Contig_808760
_g284

*

Contig_356907
_g287

*

Contig_356907
_g288

* *

Contig_355903
_g289

*

Contig_306706
_g300

* * *

Contig_304576
_g307

* * * *

Los polinucleótidos de la presente invención fueron aislados por secuenciamiento de alto rendimiento de las
bibliotecas de cADN que comprenden tejido de plantas de yute recolectados de Corchorus olitorius L. Algunos de los 
polinucleótidos de la presente invención pueden ser secuencias parciales, porque, ellas no representan un gen de 5
longitud completa que codifique un polinucleótido de longitud completa. Tales secuencias parciales se pueden 
extender al analizar y secuenciar varias bibliotecas de ADN que utilizan cebadores y / o sondas y técnicas de 
hibridizacion y / o PCR bien conocidas. Las secuencias parciales se pueden extender hasta un marco de lectura 
abierto que codifica un polipéptido, un polinucleótido de longitud completa, un gen capaz de expresar un polipéptido,
o se identifica otra porción útil del genoma.10

La identificación del ADN genómico y el ADN de especies heterólogas se puede lograr mediante técnicas de 
hibridación de ADN/ADN estándar, bajo condiciones apropiadamente estrictas, utilizando todo o parte de una
secuencia de polinucleótidos como una sonda para seleccionar una biblioteca apropiada. Alternativamente, las 
técnicas PCR que utilizan cebadores de oligonucleótidos que son diseñados con base en el ADN genómico 15
conocido, cADN, o secuencias de proteínas se pueden utilizar para amplificar e identificar las secuencias genómicas 
y de cADN.

Los polipéptidos de la presente invención se pueden producir al insertar una secuencia de polinucleótido de la 
presente invención que codifica un polipéptido deseado en un vector de expresión y expresar el polipéptido en un 20
huésped apropiado. Cualquiera de una variedad de vectores de expresión conocidos por aquellos expertos en la 
técnica se podría emplear. La expresión se puede lograr en cualquier célula huésped apropiada que se ha
transformado o transfectado con un vector de expresión que contiene una molécula de polinucleótido que codifica un 
polipéptido recombinante. Las células huéspedes adecuadas incluyen procariotas, levaduras y células eucariotas 
superiores.25

Los polipéptidos que comprenden las sendas biosintéticas de lignina purificados de yute, o producidas mediante
métodos recombinantes, se pueden utilizar para generar anticuerpos monoclonales, fragmentos de anticuerpos o 
derivados como se define aquí, de acuerdo con métodos conocidos. Los anticuerpos que reconocen y unen 
fragmentos de los polipéptidos que comprenden las sendas biosintéticas de la lignina de la invención, también se 30
contemplan, siempre y cuando los anticuerpos sean específicos para los polipéptidos que comprenden la senda
biosintética de la lignina.

Las construcciones genéticas de la presente invención también pueden contener un marcador de selección que sea 
efectivo en las células vegetales, para permitir la detección de las células transformadas que contienen la 35
construcción inventiva. Tales marcadores, que son bien conocidos en la técnica, típicamente confieren resistencia a 
una o más toxinas o crean señales visuales por su presencia bajo microscopio fluorescente. Alternativamente, la 
presencia de la construcción deseada en las células transformadas se puede determinar por medio de otras técnicas 
bien conocidas en el arte, tales como el Southern y los Western blots. La construcción genética de la presente 
invención se puede enlazar a un vector que tiene al menos un sistema de replicación, por ejemplo, E. Coli o levadura40
(Saccharomyces cerevisiae), por medio de la cual después de cada manipulación, la construcción resultante se 
puede clonar y secuenciar.

Las construcciones genéticas de la presente invención se pueden utilizar para transformar una variedad de plantas, 
tales como monocotiledóneas (por ejemplo, arroz) y dicotiledóneas (por ejemplo, yute, Arabidopsis). En una 45
realización preferida, las construcciones genéticas inventivas se emplean para transformar el yute. Como se discutió 
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anteriormente, la transformación de una planta con una construcción genética de la presente invención se puede 
utilizar para producir contenido de lignina modificado en la planta.

Las técnicas para incorporar establemente construcciones genéticas en el genoma de plantas objetivo son bien 
conocidas en el arte e incluyen introducción mediada por Agrobacterium tumefaciens, electroporación, inyección en 5
el tejido meristemático u órganos reproductivos, inyección en embriones inmaduros, y similares. La selección de la 
técnica dependerá de la planta/tejido/huésped objetivo a ser transformado.

El término “planta” incluye plantas completas, órganos/estructuras vegetativas de brotes (por ejemplo, hojas, tallos, y 
tubérculos), raíces, flores, y órganos/estructuras florales (por ejemplo, brácteas, sépalos, pétalos, estambres, 10
carpelos, anteras y óvulos), semillas (incluyendo embriones, endospermas y recubrimiento de las semillas) y fruta (el 
ovario maduro), tejido vegetal (por ejemplo, tejido vascular, tejido del suelo, y similares) y células (por ejemplo, 
células de guarda, células de huevo, tricomas y similares) y progenia de las mismas. La clase de plantas que se 
puede utilizar en el método de la invención es generalmente amplio como la clase de plantas superiores e inferiores 
susceptibles a técnicas de transformación, que incluyen angiospermas (plantas monocotiledóneas y dicotiledóneas), 15
gimnospermas, helechos, briofitas y algas multicelulares. Esta Incluye plantas de una variedad de niveles ploides, 
que incluyen aneuploide, poliploide, diploide, haploide y hemicigoto.

Los geles de ADN de las reacciones de PCR que utilizan cebadores delanteros e inversos para varias enzimas de 
yute se muestran en las Figuras 13-17. En la Figura 13, el gel de ADN es de CAD2 de Corchorus olitorius. El carril 1 20
es el producto de PCR de CAD2 que utiliza el cADN como una plantilla. El cebador delantero y el cebador inverso 
son las SEQ ID NO. 53 y 54, respectivamente. El carril 2 es 1 Kb + escalera. En la Figura 14, el gel de ADN es de 
CCoAOMT1 de Corchorus olitorius. El carril 1 es el 1 Kb + escalera, y el Carril 2 es el producto de PCR de
CCoAOMT1 que utiliza cADN como una plantilla. El cebador delantero y el cebador inverso son la SEQ ID NO. 55 y 
56, respectivamente. En la Figura 15, el gel de ADN de 4CL1 de Corchorus olitorius. El carril 1 es un 1 Kb +25
escalera, y el carril 2 es el producto PCR de 4CL1 utilizando cADN como plantilla. El cebador delantero y el cebador 
inverso son la SEQ ID NO. 57 y 58, respectivamente. En la Figura 16, el gel de ADN es de CCR3 de Corchorus 
olitorius. El carril 1 es el 1 Kb + escalera, y el Carril 2 es el producto de PCR de CCR3 utilizando cADN como una 
plantilla. El cebador delantero y el cebador inverso son las SEQ ID NO. 59 y 60, respectivamente. En la Figura 17, el 
gel de ADN es de F5H de Corchorus olitorius. El carril 1 es el 1 Kb + escalera, y el Carril 2 es el producto de PCR de 30
F5H que utiliza el cADN como una plantilla. El cebador delantero y el cebador inverso son las SEQ ID NO. 61 y 62, 
respectivamente.

Definiciones
35

Una célula que ha sido “transformada” o “transfectada” por ADN exógeno o heterólogo cuando dicho ADN se ha 
introducido dentro de la célula. El ADN de transformación puede o no estar integrado (legado covalentemente) al 
genoma de la célula. En procariotes, levaduras y células de mamíferos, por ejemplo, el ADN que se transforma 
puede ser mantenido en un elemento episomal tal como un plásmido. Con respecto a las células eucarióticas, una 
célula establemente transformada es aquella en la cual el ADN de transformación se ha integrado en el cromosoma 40
de tal manera que este es heredado por las células de la hija a través de la replicación del cromosoma. En la 
práctica de la presente invención contempla una amplia variedad de células vegetales establemente transformadas.

Un “casete de expresión” se refiere a una construcción de ácido nucleico, que cuando se introduce en una célula 
huésped, da como resultado la transcripción y/o traducción de un ARN y/o el polipéptido, respectivamente. El casete 45
de expresión puede incluir un ácido nucleico que comprende una secuencia promotora, con o sin una secuencia que 
contiene señales de poliadenilación de mARN, y uno o más sitios de enzimas de restricción ubicados corriente abajo 
del promotor que permiten la inserción de las secuencias de gen heterólogo. El casete de expresión es capaz de 
dirigir la expresión de una proteína heteróloga cuando el gen que codifica la proteína heteróloga está operablemente 
ligado al promotor mediante la inserción en uno de los sitios de restricción. El casete de expresión recombinante 50
permite la expresión de la proteína heteróloga en una célula huésped cuando el casete de expresión que contiene la 
proteína heteróloga se introduce en la célula huésped. Los casetes de expresión se pueden derivar de una variedad 
de fuentes que dependen de la célula huésped a ser utilizada para expresión. Por ejemplo, un casete de expresión 
puede contener componentes derivados de fuentes virales, bacterianas, de insectos, de plantas o de mamíferos. En 
el caso de ambas expresiones de transgenes e inhibición de genes endógenos (por ejemplo, mediante contra 55
sentido, o supresión de sentido), la secuencia de polinucleótido insertada requiere ser idéntica y puede ser 
“sustancialmente idéntica” a una secuencia del gen de la cual esta se deriva. Preferiblemente, el casete de 
expresión recombinante permite la expresión en una etapa temprana de infección y/o permite la expresión en 
sustancialmente todas las células de un organismo, tal como una planta. Ejemplos de los casetes de expresión 
adecuados para la transformación de plantas se pueden encontrar en las Patentes US Nos. 5,880,333 y 6,002,072; 60
las Publicaciones de Patentes Internacionales Nos. WO/1990/002189 y WO/2000/026388; Ainley and Key (1990) 
Plant Mol. Biol., 14, pp. 949-967; and Birch (1997) Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol., 48, pp. 297-326, todas 
las cuales se incorporan aquí mediante referencia.

El término “célula huésped” se refiere a una célula de cualquier organismo. Las células huéspedes preferidas se 65
derivan de las plantas, bacterias, levaduras, hongos, insectos, u otros animales. El término “célula huésped
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recombinante” (o simplemente “célula huésped”) se refiere a una célula en la cual se ha introducido un vector de 
expresión recombinante. Se debe entender que el término “célula huésped” pretende referirse no solo a la célula 
objeto particular a la progenie de tal célula. Ya que ciertas modificaciones pueden ocurrir en las generaciones 
exitosas debido a la mutación o influencias ambientales, tal progenie puede, de hecho, no ser idéntica a la célula 
parental, pero están aún incluidas dentro del alcance del término “célula huésped” como se utiliza aquí. Los métodos 5
para introducir las secuencias de polinucleótidos en varios tipos de células huésped son bien conocidos en la 
técnica. Se suministran células huésped o progenie de células huéspedes transformadas con los casetes de 
expresión recombinantes de la presente invención. Las células huésped pueden ser células vegetales. 
Preferiblemente, las células vegetales son células de yute.

10
El término “operablemente ligado” o “operablemente insertado” significa que las secuencias regulatorias necesarias 
para la expresión de las secuencias codificantes son colocadas en una molécula de ácido nucleico en las posiciones 
apropiadas con relación a la secuencia codificante con el fin de posibilitar la expresión de la secuencia codificante.
Esta misma definición es algunas veces aplicada a la disposición de otros elementos de control de la transcripción 
(por ejemplo, mejoradores) en un casete de expresión. Las secuencias de control transcripcional y traduccional son 15
secuencias regulatorias del ADN, tales como promotores, mejoradores, señales de poliadenilación, terminadores, y 
similares, que suministran la expresión de la secuencia codificante en una célula huésped.

Los términos “promotor”, “región promotora” o “secuencia promotora” se refieren de manera general a las regiones 
regulatorias transcripcionales de un gen, que se pueden encontrar en el lado 5' o 3' de la región codificante, o dentro 20
de la región codificante, o dentro de los intrones. Típicamente, un promotor es una región regulatoria de ADN capaz 
de unir ARN polimerasa en una célula e iniciar la transcripción de una secuencia codificante corriente abajo 
(dirección 3'). La secuencia promotora 5' típica se une a su terminal 3' mediante el sitio de iniciación de transcripción 
y se extiende corriente arriba (dirección 5') para incluir el número mínimo de bases o elementos necesarios para 
iniciar la transcripción a niveles detectables por encima del transfondo. Dentro de la secuencia promotora está un 25
sitio de iniciación de la transcripción (convenientemente definido por el mapeo con nucleasa S1), así como también 
dominios de unión de proteína (secuencias de consenso) responsables por la unión de la ARN polimerasa.

El término “construcción de ácido nucleico” o “construcción de ADN” es algunas veces utilizado para referirse a una 
secuencia codificante o a secuencias operablemente ligadas a secuencias regulatorias apropiadas e insertadas en 30
un casete de expresión para transformar una célula. Este término se puede utilizar intercambiablemente con el 
término “ADN transformante” o “transgén”. Tal construcción de ácido nucleico puede contener una secuencia 
codificante para un producto de gen de interés, junto con un gen marcador seleccionable y/o un gen reportero. El 
término “gen marcador seleccionable” se refiere a un gen que codifica un producto que, cuando se expresa, confiere 
un fenotipo seleccionable tal como resistencia a antibióticos sobre una célula transformada. El término “gen 35
reportero” se refiere a un gen que codifica un producto que es fácilmente detectable por métodos estándar, directa o 
indirectamente.

Una región “heteróloga” de una construcción de ácido nucleico es un segmento identificable (o segmentos) de la 
molécula de ácido nucleico dentro de una molécula mayor que no se encuentra en asocio con la molécula mayor en 40
la naturaleza. Cuando la región heteróloga codifica un gen vegetal, el gen usualmente estará flanqueado por el ADN 
que no flanquea el ADN genómico vegetal en el genoma del organismo fuente. En otro ejemplo, la región heteróloga 
es una construcción donde la secuencia codificante misma no se encuentra en la naturaleza (por ejemplo, un cADN
donde la secuencia codificante genómica contiene intrones, o secuencias sintéticas que tienen codones diferentes 
del gen nativo). Las variaciones alélicas o los eventos mutacionales de ocurrencia natural no dan origen a una región 45
heteróloga de ADN como se definió aquí. El término “construcción de ADN” también se utiliza para referirse a una 
región heteróloga, particularmente una construida para el uso en la transformación de una célula.

El término “vector” pretende referirse a una molécula de ácido nucleico capaz de transportar otro ácido nucleico al 
cual este se ha ligado. Un tipo de vector es un “plásmido”, que se refiere a un bucle de ADN de doble cadena 50
circular en el cual segmentos de ADN adicionales se pueden ligar. Otro tipo de vector es un vector viral, donde los 
segmentos de ADN adicionales se pueden ligar en el genoma viral. Ciertos vectores son capaces de replicación 
autónoma en una célula huésped en la cual ellos se introducen (por ejemplo, vectores bacterianos que tienen un 
origen bacteriano de replicación y vectores mamíferos episomales). Otros vectores se pueden integrar en el genoma 
de una célula huésped a la introducción en la célula huésped, y de esta manera se replican a lo largo del genoma 55
huésped. Más aún, ciertos vectores son capaces de dirigir la expresión de los genes a los cuales ellos están 
operablemente ligados. Dichos vectores se denominan aquí como “vectores de expresión recombinantes” (o 
simplemente, “vectores de expresión”). En general, los vectores de expresión de utilidad en las técnicas de ADN 
recombinantes están a menudo en la forma de plásmidos. En la presente especificación, “plásmido” y “vector” se 
pueden utilizar intercambiablemente como el plásmido está en la mayoría de las formas del vector comúnmente60
utilizadas. Sin embargo, la invención pretende incluir tales otras formas de vectores de expresión, tales como 
vectores virales (por ejemplo, retrovirus defectuoso de replicación, adenovirus y virus adenoasociados), que cumplen 
funciones equivalentes.

El “Porcentaje de identidad de secuencia” se determina al comparar dos secuencias alineadas óptimamente sobre65
una ventana de comparación, donde la porción de la secuencia de polinucleótido en la ventana de comparación 
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puede comprender adiciones o supresiones (por ejemplo, espacios) en comparación con la secuencia de referencia 
(que no comprende adiciones o supresiones) para el alineamiento óptimo de las dos secuencias. El porcentaje se 
calcula al determinar el número de posiciones en la cual la base de ácido nucleico idéntica o el residuo de 
aminoácido ocurre en ambas secuencias para producir el número de posiciones coincidentes, dividiendo el número 
de posiciones coincidentes por el número total de posiciones en la ventana de comparación, y multiplicando el 5
resultado por 100 para producir el porcentaje de la identidad de secuencia.

El término “identidad sustancial” de las secuencias de polinucleótido significa que un polinucleótido comprende una 
secuencia que tiene al menos 25% de identidad de secuencia comparado con una secuencia de referencia 
determinada utilizando los programas descritos aquí; preferiblemente BLAST utilizando parámetros estándar, como 10
se describió. Alternativamente, la identidad porcentual puede ser cualquier entero del 25% al 100%. Las 
realizaciones más preferidas incluyen secuencias de polinucleótidos que tienen al menos: 25%, 30%, 35%, 40%, 
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 
97%, 98% o 99% de identidad de secuencia comparado con la secuencia de referencia. Estos valores se pueden 
ajustar apropiadamente para determinar la identidad correspondiente de las proteínas codificadas por las dos 15
secuencias de nucleótidos al tener en cuenta la degeneración del codón, la similitud del aminoácido, el 
posicionamiento del marco de lectura, y similares.

El término “identidad sustancial” de las secuencias de aminoácido (y de los polipéptidos que tienen estas secuencias 
de aminoácidos) normalmente significa identidad de secuencia de al menos el 40% comparado con la secuencia de 20
referencia como se determinó utilizando los programas descritos aquí; preferiblemente BLAST utilizando parámetros 
estándar, como se describió. La identidad porcentual preferida de los aminoácidos puede ser cualquier entero de 
40% a 100%. Las realizaciones más preferidas incluyen secuencias de aminoácidos que tienen al menos 40%, 45%, 
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 
98% o 99% de identidad de secuencia comparado con la secuencia de referencia. Los polipéptidos que son 25
“sustancialmente idénticos” comparten secuencias de aminoácidos como se anotó anteriormente, excepto las 
posiciones de residuo que no son idénticas pueden diferir mediante los cambios de aminoácidos conservadores. Las 
sustituciones conservadoras de aminoácidos se refieren a la intercambiabilidad de residuos que tienen cadenas 
laterales similares. Por ejemplo, un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales alifáticas es la glicina, 
alanina, valina, leucina e isoleucina; un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales de hidroxilo alifáticas es30
la serina y la treonina; un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales que contienen amida es la asparagina 
y la glutamina; un grupo de aminoácidos que tiene cadenas laterales aromáticas es la fenilalanina, tirosina y 
triptófano; un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales básicas es la lisina, arginina y la histidina; y un 
grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales que contienen azufre es la cisteína y la metionina. Los grupos 
de sustitución de aminoácidos conservadores preferidos son: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-35
arginina, alanina-valina, ácido aspártico-ácido glutámico y asparagina-glutamina.

Listado de secuencias

40

SEQ ID NO: 1
Nombre del Organismo: Corchorus olitorius

45

Tipo: ADN50
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Longitud: 1089
Nombre de la Secuencia: cADN completo CAD1 completo
SEQ ID NO: 2
Nombre del Organismo: Corchorus olitorius

5

TIPO: PRT
Longitud: 36210
Nombre de la secuencia: péptido CAD1 
SEQ ID NO: 3
Nombre del Organismo: Corchorus olitorius

15

Tipo: ADN
Longitud: 1086
Nombre de la secuencia: cADN completo CAD220
SEQ ID NO: 4
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

Tipo: PRT25
Longitud: 361
Nombre de la secuencia: péptido CAD2 
SEQ ID NO: 5
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

30
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Tipo: ADN
Longitud: 921
Nombre de la secuencia: cADN completo CAD35
SEQ ID NO: 6
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

10

Tipo: PRT
Longitud: 306
Nombre de la secuencia: péptido CAD3 
SEQ ID NO: 715
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

20
Tipo: ADN
Longitud: 1065
Nombre de la secuencia: cADN completo CAD4
SEQ ID NO: 8
Nombre del organismo: Corchorus olitorius25
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Tipo: PRT
Longitud: 354
Nombre de la secuencia: péptido CAD4 5
SEQ ID NO: 9
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

10

Tipo: ADN
Longitud: 1092
Nombre de la secuencia: cADN completo CAD5
SEQ ID NO: 1015
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

20
Tipo: PRT
Longitud: 363
Nombre de la secuencia: péptido CAD5 
SEQ ID NO: 11
Nombre del organismo: Corchorus olitorius25
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Tipo: ADN
Longitud: 1080
Nombre de la secuencia: cADN completo CAD65
SEQ ID NO: 12
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

10

Tipo: PRT
Longitud: 359
Nombre de la secuencia: péptido CAD6 
SEQ ID NO: 1315
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

20
Tipo: ADN
Longitud: 1071
Nombre de la secuencia: cADN completo CAD7
SEQ ID NO: 14
Nombre del organismo: Corchorus olitorius25
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Tipo: PRT
Longitud: 3565
Nombre de la secuencia: péptido CAD7 
SEQ ID NO: 15
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

10

15

Tipo: ADN
Longitud: 249220
Nombre de la secuencia: cADN parcial CAD8
SEQ ID NO: 16
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Nombre del organismo: Corchorus olitorius

5
Tipo: ADN
Longitud: 744
Nombre de la secuencia: cADN completo CCoAOMT1
SEQ ID NO: 17
Nombre del organismo: Corchorus olitorius10

Tipo: PRT15
Longitud: 247
Nombre de la secuencia: péptido CCoAOMT1
SEQ ID NO: 18
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

20

Tipo: ADN
Longitud: 74425
Nombre de la secuencia: cADN completo CCoAOMT2
SEQ ID NO: 19
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

30
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Tipo: PRT
Longitud: 247
Nombre de la secuencia: péptido CCoAOMT2
SEQ ID NO: 20
Nombre del organismo: Corchorus olitorius5

Tipo: ADN10
Longitud: 1098
Nombre de la secuencia: cADN completo CCoAOMT3
SEQ ID NO: 21
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

15

Tipo: PRT
Longitud: 36520
Nombre de la secuencia: péptido CCoAOMT3
SEQ ID NO: 22
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

25
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Tipo: ADN5
Longitud: 1635
Nombre de la secuencia: cADN completo 4CL1
SEQ ID NO: 23
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

10

Tipo: PRT
Longitud: 54415
Nombre de la secuencia: péptido 4CL1
SEQ ID NO: 24
Nombre del organismo: Corchorus olitorius
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Tipo: ADN
Longitud: 964
Nombre de la secuencia: cADN parcial 4CL25
SEQ ID NO: 25
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

10

Tipo: ADN
Longitud: 1154
Nombre de la secuencia: cADN parcial 4CL3
SEQ ID NO: 2615
Nombre del organismo: Corchorus olitorius
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Tipo: ADN5
Longitud: 1644
Nombre de la secuencia: cADN completo 4CL4
SEQ ID NO: 27
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

10

Tipo: PRT
Longitud: 54715
Nombre de la secuencia: péptido 4CL4
SEQ ID NO: 28
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

20
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Tipo: ADN
Longitud: 1089
Nombre de la secuencia: cADN parcial 4CL55
SEQ ID NO: 29
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

10

Tipo: ADN
Longitud: 168915
Nombre de la secuencia: cADN completo 4CL6
SEQ ID NO: 30
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

20

Tipo: PRT
Longitud: 562
Nombre de la secuencia: péptido 4CL6
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SEQ ID NO: 31
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

5

Tipo: ADN
Longitud: 129910
Nombre de la secuencia: cADN completo 6HCT1
SEQ ID NO: 32
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

15

Tipo: PRT
Longitud: 432
Nombre de la secuencia: péptido 6HCT1 20
SEQ ID NO: 33
Nombre del organismo: Corchorus olitorius
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Tipo: ADN
Longitud: 1062
Nombre de la secuencia: cADN completo C3H5
SEQ ID NO: 34
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

10

Tipo: PRT
Longitud: 35315
Nombre de la secuencia: péptido C3H 
SEQ ID NO: 35
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

20
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Tipo: ADN
Longitud: 1446
Nombre de la secuencia: cADN completo C4H15
SEQ ID NO: 36
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

10

Tipo: PRT
Longitud: 481
Nombre de la secuencia: péptido C4H1
SEQ ID NO: 3715
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

20

Tipo: ADN
Longitud: 1518
Nombre de la secuencia: cADN completo C4H225
SEQ ID NO: 38
Nombre del organismo: Corchorus olitorius
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Tipo: PRT5
Longitud: 505
Nombre de la secuencia: péptido C4H2 
SEQ ID NO: 39
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

10

15
Tipo: ADN
Longitud: 1580
Nombre de la secuencia: cADN parcial C4H3
SEQ ID NO: 40
Nombre del organismo: Corchorus olitorius20
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Tipo: ADN5
Longitud: 1677
Nombre de la secuencia: cADN completo PAL1
SEQ ID NO: 41
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

10

Tipo: PRT
Longitud: 558
Nombre de la secuencia: péptido PAL1 15
SEQ ID NO: 42
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

20
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Tipo: ADN5
Longitud: 1743
Nombre de la secuencia: cADN complete PAL2
SEQ ID NO: 43
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

10

15
Tipo: PRT
Longitud: 580
Nombre de la secuencia: péptido PAL2
SEQ ID NO: 44
Nombre del organismo: Corchorus olitorius20
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5

Tipo: ADN
Longitud: 345510
Nombre de la secuencia: cADN parcial CCR1
SEQ ID NO: 45
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

15
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Tipo: ADN
Longitud: 969
Nombre de la secuencia: cADN completo CCR25
SEQ ID NO: 46
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

10

Tipo: PRT
Longitud: 322
Nombre de la secuencia: péptido CCR2 
SEQ ID NO: 4715
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

20
Tipo: ADN
Longitud: 787
Nombre de la secuencia: cADN parcial CCR3
SEQ ID NO: 48
Nombre del organismo: Corchorus olitorius25
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Tipo: PRT
Longitud: 202
Nombre de la secuencia: péptido CCR35
SEQ ID NO: 49
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

10

Tipo: ADN
Longitud: 1161
Nombre de la secuencia: cADN parcial F5H
SEQ ID NO: 5015
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

20
Tipo: PRT
Longitud: 387
Nombre de la secuencia: péptido F5H
SEQ ID NO: 51
Nombre del organismo: Corchorus olitorius25
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Tipo: ADN
Longitud: 10985
Nombre de la secuencia: CaffeateO -metiltransferasa (COMT), cADN completo
SEQ ID NO: 52
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

10
Tipo: PRT
Longitud: 365
Nombre de la secuencia: péptido COMT 
SEQ ID NO: 53
Nombre del organismo: Corchorus olitorius15

GAATGGGGCGTTTCCATCTA

Tipo: ADN
Longitud: 2020
Nombre de la secuencia: cebador delantero CAD2 
SEQ ID NO: 54
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

TTGGCAACACATTGAAACCA25

Tipo: ADN
Longitud: 20
Nombre de la secuencia: cebador inverso CAD2 

30
SEQ ID NO: 55
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

AAGAGCTCAGGGAGCTTACT
35

Tipo: ADN
Longitud: 20
Nombre de la secuencia: cebador delantero CCoAOMT1
SEQ ID NO: 56
Nombre del organismo: Corchorus olitorius40
TCTGCCGTCGGATTAAGTGA
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Tipo: ADN
Longitud: 20
Nombre de la secuencia: cebador inverso CCoAOMT1
SEQ ID NO: 57
Nombre del organismo: Corchorus olitorius5

CTTCCAACGCCAGGATCATA

Tipo: ADN
Longitud: 2010
Nombre de la secuencia: cebador delantero 4CL1 
SEQ ID NO: 58
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

CTATGCTTATTGCCCACCCT15

Tipo: ADN
Longitud: 20
Nombre de la secuencia: cebador inverso 4CL1 
SEQ ID NO: 5920
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

AATACCATTGGTTGGGAGCTG

Tipo: ADN25
Longitud: 20
Nombre de la secuencia: cebador delantero CCR3 
SEQ ID NO: 60
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

30
GGATTCAATCAGAAGTTTTGTGCCT

Tipo: ADN
Longitud: 20
Nombre de la secuencia: cebador inverso CCR335
SEQ ID NO: 61
Nombre del organismo: Corchorus olitorius

CCAGCCACCATAGCCATAAG
40

Tipo: ADN
Longitud: 20
Nombre de la secuencia: cebador delantero F5H 
SEQ ID NO: 62
Nombre del organismo: Corchorus olitorius45

ACAGAATCCCCGCCAAGT

Tipo: ADN
Longitud: 2050
Nombre de la secuencia: cebador inverso F5H 

E12776946
30-10-2017ES 2 645 742 T3

 



34

REIVINDICACIONES

1. Una molécula de ácido nucleico aislada que tiene:
5

(a) Al menos 90% de identidad de secuencia con una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo 
que consiste de: SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, y 15; o

(b) Al menos 95% de identidad de secuencia con la secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que 
consiste de: SEQ ID NO: 11 y 13.10

2. La molécula de ácido nucleico aislada de la reivindicación 1, en donde dicha molécula tiene:

(a) al menos un 95% de identidad de secuencia con dicha secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que 
consiste de SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9 y 15;15

(b) al menos 98% de identidad de secuencia con dicha secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que 
consiste de: SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 y 15; 

(c) al menos 99% de identidad de secuencia con dicha secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que 20
consiste de: SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 y 15, o

(d) 100% de identidad de secuencia con la secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste de SEQ 
ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, y 15.

25
3. La molécula de ácido nucleico aislada de la reivindicación 1 o 2 donde dicha molécula se selecciona del grupo 
que consiste de la SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9,11, 13 y 15.

4. Una molécula de polipéptido aislada que tiene:
30

(a) al menos 90% de identidad de secuencia con una secuencia de aminoácido seleccionada del grupo que consiste 
de la SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, y 10; o

(b) al menos 95% de identidad con una secuencia de aminoácido seleccionada del grupo que consiste de la SEQ ID 
NO: 12 y 14.35

5. La molécula de polipéptido aislada de la reivindicación 4, en donde dicha molécula tiene: 

(a) al menos 95% de identidad de secuencia con dicha secuencia de aminoácido seleccionada del grupo que 
consiste de la SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, y 10;40

(b) al menos 98% de identidad de secuencia con dicha secuencia de aminoácido seleccionado del grupo que 
consiste de la SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10,12, y 14

(c) al menos 99% de identidad de secuencia con dicha secuencia de aminoácido seleccionada del grupo que 45
consiste de la SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, y 14; o

(d) 100% de identidad de secuencia con dicha secuencia de aminoácido seleccionado del grupo que consiste de la 
SEQ ID NO. 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 14.

50
6. Un par de cebadores delantero e inverso útil para la amplificación de un cADN seleccionado del grupo que 
consiste de la SEQ ID NO. 53 y la SEQ ID NO: 54

7. Un vector de expresión que comprende una molécula de ácido nucleico aislada de la reivindicación 1.
55

8. Un anticuerpo aislado o un fragmento de unión de antígeno del mismo que se une específicamente a una 
molécula de polipéptido de la reivindicación 4.

9. Una planta transfectada que comprende el vector de expresión de la reivindicación 7.
60

10. Un material derivado de la planta transfectada de la reivindicación 9, en donde dicho material comprende el 
vector de expresión de la reivindicación 7.

11. Una semilla de la planta transfectada en la reivindicación 9 en donde dicha semilla comprende el vector de 
expresión de la reivindicación 7. 65
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12. Un método para elaborar una planta transgénica, que comprende las etapas de:

transfectar al menos una célula vegetal con un vector de la reivindicación 7; y

hacer crecer dicha al menos una célula vegetal en una planta.5

13. Un método para mejorar el crecimiento, el rendimiento de fibra, la resistencia de la fibra. La resistencia a la 
enfermedad, o la utilización de agua en una planta de yute, que comprende incorporar en una planta de yute una 
secuencia de ácido nucleico no nativa de la reivindicación 1. 

10
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