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DESCRIPCIÓN 

Población de plantas transgénicas, material derivado de las mismas, colección de plásmido correspondiente y 
población de organismos huéspedes transformados,  así como su uso y métodos para su generación 

La presente invención se refiere a poblaciones de plantas transgénicas que comprenden una parte esencial de todos 
los segmentos codogénicos del gen de un organismo donante, así como al material biológico transgénico de las 
mismos, a colecciones de plásmidos y poblaciones de organismos huéspedes transformados, con los cuales pueden 
transformarse plantas de una manera correspondiente. También se describen métodos para la generación de las 
plantas y del material, así como al uso de las plantas y del material para investigaciones funcionales. 

Debido al aumento de la población mundial y a las áreas de cultivo decrecientes existe una necesidad de producción 
sostenible. Aquí pueden aprovecharse informaciones genómicas para optimizar procesos de producción, en 
particular en la química, la producción de alimentos y en la agricultura. Ya ahora se encuentran disponibles enormes 
cantidades de información genómica. Aunque de manera preponderante se trata de información de secuencias sin 
asignación funcional o solo con indirecta asignación funcional. 

Ya hubo ensayos para expresar genes individuales de organismos de tipos diferentes en plantas con propósitos 
diferentes. El objetivo de estos ensayos fue investigar la función de un gen determinado en la planta  y su efecto en 
la fisiología vegetal. 

En WO 01/26459 y WO 01/35725 se describen investigaciones de la empresa Mendel Biotechnology, Inc. para 
introducir factores de transcripción en Arabidopsis. En Lazo G., et al., BioTechnology 9, 1991, 963-967, se describe 
un banco que se compone de 21.600 clones. Los clones son agrobacterias que se han transferido, clonados en un 
vector de cósmido, con fragmentos de ADN genómico del genoma de arabidopsis. En tal caso cada fragmento 
codogénico de gen se produce en promedio cuatro veces en el banco. 

A manera de ejemplo, en WO 99/36516 y WO 01/07600 se describe un enfoque sobre expresión transitoria de varios 
genes de un organismo donante determinado en una planta modelo. Allí se inserta un banco de ADNc derivado del 
organismo donante en un vector adecuado de un virus vegetal, por lo cual puede lograrse una expresión rápida y 
fuerte del ADNc después de la infección de la planta huésped con el vector dicho. Aunque en tal caso solo se 
expresan en los vegetales aquellos ADNcs que están presentes en la biblioteca original. Sin embargo, si se 
expresan, las porciones significativas del gen de un genoma lo hacen solo muy débilmente o solo en condiciones 
muy específicas y, por lo tanto, no está comprendido en tal enfoque. La desventaja en este procedimiento también 
es que por la infección aparecen efectos. Estos pueden influenciar los resultados de investigaciones fisiológicas en 
las plantas infectadas. Una debilidad que también es inherente a la expresión transitoria  es que la disponibilidad del 
material transfectado es solo temporal. Así, en las investigaciones analíticas sólo pueden considerarse lapsos de 
tiempo relativamente cortos. No se reconocen las influencias relevantes al desarrollo que actúen por tiempos largos. 
Además, al usar vectores virales el tamaño de las secuencias que pueden incorporarse se limita debido al 
empacamiento indispensable de las secuencias en la envoltura viral. 

Por lo tanto era un objetivo de la presente invención suministrar plantas en las que pudieran llevarse a cabo 
investigaciones funcionales de manera sistemática mediante la función de genes ajenos por todo el ciclo de 
desarrollo de los vegetales y deseablemente incluso por varias generaciones. 

Este problema se resuelve gracias al objeto de la presente invención, a saber, gracias a una población de plantas 
transgénicas que comprende un grupo de plantas transgénicas, donde al genoma de cada planta transgénica del 
grupo se integra un segmento de gen codogénico de un organismo donante, pero no otro segmento de gen 
codogénico del organismo donante; la población puede obtenerse: 

a) suministrando un segmento de gen codogénico del organismo donante; 

b) integrando este segmento de gen codogénico en el genoma de una planta; y 

c) llevando a cabo los pasos a) y b) para al menos el 50% de todos los segmentos codogénicos de gen del 
organismo donante en un número correspondiente de plantas, de modo que cada uno de estas plantas tiene un 
segmento codogénico de gen, pero no otro, y el organismo donante se selecciona entre Acetobacter (subgen. 
Acetobacter) aceti; Acidithiobacillus ferrooxidans; Acinetobacter sp.; Actinobacillus sp; Aeromonas salmonicida; 
Agrobacterium tumefaciens; Aquifex aeolicus; Arcanobacterium pyogenes; Aster yellows phytoplasma; Bacillus sp.; 
Bifidobacterium sp.; Borrelia burgdorferi; Brevibacterium linens; Brucella melitensis; Buchnera sp.; Butyrivibrio 
fibrisolvens; Campylobacter jejuni; Caulobacter crescentus; Chlamydia sp.; Chlamydophila sp.; Chlorobium limicola; 
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Citrobacter rodentium; Clostridium sp.; Comamonas testosteroni; Corynebacterium sp.; Coxiella burnetii; 
Deinococcus radiodurans; Dichelobacter nodosus; Edwardsiella ictaluri; Enterobacter sp.; Erysipelothrix 
rhusiopathiae; Escherichia coli; Flavobacterium sp.; Francisella tularensis; Frankia sp. Cpl1; Fusobacterium 
nucleatum; Geobacillus stearothermophilus; Gluconobacter oxydans; Haemophilus sp.; Helicobacter pylori; Klebsiella 
pneumoniae; Lactobacillus sp.; Lactococcus lactis; Listeria sp.; Mannheimia haemolytica; Mesorhizobium loti; 
Methylophaga thalassica; Microcystis aeruginosa; Microscilla sp. PRE1; Moraxella sp. TA144;   

Mycobacterium sp.; Mycoplasma sp.; Neisseria sp.; Nitrosomonas sp.; Nostoc sp. PCC 7120; Novosphingobium 
aromaticivorans; Oenococcus oeni; Pantoea citrea; Pasteurella multocida; Pediococcus pentosaceus; Phormidium 
foveolarum; Phytoplasma sp.; Plectonema boryanum; Prevotella ruminicola; Propionibacterium sp.; Proteus vulgaris; 
Pseudomonas sp.; Ralstonia sp.; Rhizobium sp.; Rhodococcus equi; Rhodothermus marinus; Rickettsia sp.; 
Riemerella anatipestifer; Ruminococcus flavefaciens; Saccharomyces cerevisiae; Salmonella sp.; Selenomonas 
ruminantium; Serratia entomophila; Shigella sp.; Sinorhizobium meliloti; Staphylococcus sp.; Streptococcus sp.; 
Streptomyces sp.; Synechococcus sp.; Synechocystis sp. PCC 6803; Thermotoga maritima; Treponema sp.; 
Ureaplasma urealyticum; Vibrio cholerae; Vibrio parahaemolyticus; Xylella fastidiosa; Yersinia sp.; Zymomonas 
mobilis. 

El término "segmento de gen codogénico" se refiere a un ácido nucleico. Los ácidos nucleicos se forman de 
monómeros (nucleótidos) y contienen azúcares, fosfato y o bien una purina o una pirimidina o derivados de éstas. 
Estos incluyen secuencias de ADN y ARN que pueden ser mono- o bicatenarias y pueden tener opcionalmente 
bases de nucleótidos sintéticas, no naturales o modificadas, que pueden incorporarse al ADN o ARN. 

En particular, la expresión "segmento de gen codogénico" se refiere a la secuencia codificante, es decir a la parte de 
un gen que codifica una proteína, polipéptido o una parte de éstos. 

El término "gen" se refiere a una secuencia de ADN que comprende tanto el segmento de gen codogénico, es decir 
en particular la secuencia codificante, como también elementos regulatorios. 

El gen estructural que comprende el segmento de gen codogénico puede tener una secuencia codificante continua 
(marco de lectura abierto, abreviado ORF) o puede contener uno o más intrones que están enlazados con los 
exones mediante enlaces de empalme adecuados. 

Los segmentos codogénicos de gen de acuerdo con la invención pueden encontrarse normalmente en las células 
del organismo donante. Con respecto al organismo donante se trata, por lo tanto, de secuencias autólogas. En 
contraste, estos segmentos codogénicos de gen no pueden encontrarse en los vegetales en los que se basan las 
poblaciones de acuerdo con la invención (vegetales receptores). Con respecto al vegetal receptor se trata, por lo 
tanto, de secuencias heterólogas. 

Para la presente invención es crítica la integración de segmentos codogénicos de gen en el genoma de los 
vegetales. En tal caso puede integrarse un determinado segmento codogénico de gen como secuencia codificante 
continua (ORF) o contener uno o más intrones. Si es este último el caso, como consecuencia de la expresión por el 
vegetal regularmente se empalman secuencias de este tipo, en cuyo caso el patrón de empalme puede, aunque no 
tiene que, corresponder al del organismo donante. 

Fundamentalmente los segmentos codogénicos de gen pueden integrarse al genoma extranuclear, por ejemplo al 
genoma de plástido, a una planta. De acuerdo con la invención se prefiere sin embargo la integración al genoma 
nuclear. 

De acuerdo con la invención se prefiere integrar establemente las secuencias que comprenden al genoma de las 
plantas. Esto está conectado con uno o varios de los siguientes aspectos: 

- el número de copias por célula de un determinado segmento codogénico de gen es esencialmente constante 
durante el ciclo de vida de una planta; 

- el número de copias por célula de un determinado segmento codogénico de gen es determinable, 

- el segmento codogénico del gen es hereditario como rasgo de la planta, y en caso de integración nuclear se rige 
por las reglas de Mendel. 

Regularmente el número por célula de copias integradas de un determinado segmento codogénico del gen es de 
menos de 20 y, en la mayoría de los casos, de menos de 10. Según la invención se prefieren plantas con células 
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que comprenden aproximadamente 1 a 5 copias y, en particular, 1 copia de un determinado segmento codogénico 
del gen. El número de copias por célula puede determinarse de una manera conocida de por sí mediante análisis de 
"Southern-Blot" (extracción del ADN genómico, digestión enzimática de restricción, separación electroforética, 
transferencia de membrana, hibridación con sonda marcada específica de ADN o PCR cuantitativa. 

De acuerdo con la invención, el ciclo de vida de una planta comprende de manera ventajosa todas las etapas de 
desarrollo desde la germinación hasta la maduración de las semillas. A manera de ejemplo, el ciclo de vida de 
Arabidopsis thaliana comprende la germinación epigeal, el desarrollo de la plántula hasta la roseta, la formación del 
vástago principal a partir de la roseta, su ramificación, el desarrollo de flores en los vástagos, el proceso de 
florecimiento y la maduración de semillas. En condiciones favorables, la Arabidopsis thaliana puede propagarse en 
el transcurso de 6 semanas de semilla a semilla. 

Según una forma particular de realización de la presente invención, los segmentos codogénicos heterólogos del gen 
de las plantas transgénicas de secuencias de ADN-T, en particular de secuencias de plásmidos de agrobacteria Ti, 
se flanquean unilateral o bilateralmente. Esto también es una expresión de la integración estable según la invención 
de los segmentos codogénicos del gen en el genoma de las plantas. 

Las poblaciones de acuerdo con la invención de las plantas transgénicas comprenden al menos 50% de todos los 
segmentos codogénicos del gen de un determinado organismo donante. Se prefieren poblaciones de plantas 
transgénicas con al menos 70 % en particular con al menos 90 % de todos los segmentos codogénicos del gen de 
un determinado organismo donante. 

Además, los segmentos codogénicos del gen de un organismo donante regularmente pueden distinguirse por la 
función de sus productos de expresión. Esto incluye en particular funciones en los aspectos de metabolismo, 
energía, transcripción, síntesis de proteína, procesamiento de proteínas, transporte celular y mecanismos de 
transporte, comunicación celular y transducción de señales, rescate de células, defensa de células y virulencia de 
células, regulación del ambiente celular e interacción de las células con su ambiente, destino de células, elementos 
capaces de transponerse, proteínas virales y proteínas de plásmidos, control de organización celular, localización 
subcelular, regulación de la actividad proteínica, proteínas con función de enlace o requisito de cofactor y facilitación 
del transporte. Segmentos codogénicos del gen de igual función se combinan con las así llamadas familias de gen 
funcionales.  

Las funciones metabólicas se refieren ante todo al metabolismo de aminoácido, al metabolismo de nitrógeno y de 
azufre, al metabolismo de nucleótido, al metabolismo de fosfato, al metabolismo de carbono y de carbohidrato, al 
metabolismo de grasa, de ácido graso y de isoprenoide, al metabolismo de vitaminas, cofactores y grupos 
prostéticos y al metabolismo secundario. 

Las funciones energéticas se refieren ante todo a la glicólisis y gliconeogénesis, al metabolismo de pentosa-fosfato, 
al ciclo de citrato, al transporte de electrones y al almacenamiento de energía asociado a la membrana, a la 
respiración, a la fotosíntesis, a la fermentación, al metabolismo de reservas de energía, al ciclo de glioxilato y a la 
oxidación de ácido graso. Las funciones en el campo de la transcripción se refieren ante todo a la transcripción de 
ARNr, ARNt y ARNm, al transporte de ARN y al procesamiento de la transcripción. 

Las funciones en el campo de la síntesis de proteína se refieren ante todo a la biogénesis de ribosomas, la 
translación, el control de translación y a las sintetasas de aminoacilo-ARNt. 

Las funciones en el campo del procesamiento de proteína se refieren ante todo al doblez y a la estabilización de la 
diana (targeting), clasificación (sorting) y translocación, así como a la modificación de proteínas, al ensamblaje de 
complejos proteínicos y a la degradación proteolítica de proteínas. 

Las funciones en el campo del transporte celular y de los mecanismos de transporte se refieren ante todo al 
transporte nuclear, mitocondrial, vesicular, peroxisomal, vacuolar y extracelular, a la exocitosis y la secreción, la 
endocitosis, la importación celular y el transporte dependiente del citoesqueleto. 

Las funciones en el campo de la comunicación celular y la transducción de señales se refieren ante todo a 
señalización intracelular y recepción de señal, y a la transducción de señal de transmembrana. 

Las funciones en el campo del rescate de células, de la defensa de células y de la virulencia de células se refieren 
ante todo a la respuesta ante el estrés, la desintoxicación y la degradación de sustancias extrañas (exógenas). 
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Las funciones en el campo de la regulación del ambiente celular y de la interacción de las células con su ambiente 
se refieren ante todo a la homeostasis iónica y a la percepción celular y a la respuesta. 

Las funciones en el campo de destino de células se refieren ante todo al ciclo de la célula y al crecimiento de la 
célula, a la morfogénesis de la célula, la diferenciación de la célula, la muerte de la célula y al envejecimiento de la 
célula. 

Las funciones en el campo del control de organización celular se refieren ante todo a la pared de la célula, la 
membrana de plasma, el citoplasma, el citoesquéleto, el retículo endoplasmático, el aparato de golgi, los plástidos, 
las vesículas de transporte intracelular, el núcleo, las mitocondrias, las peroxisomas, las endosomas y a las vacuolas 
o los lisosomas. Las funciones en el campo de la localización subcelular se refieren en particular a la pared de la 
célula, la membrana de plasma, el citoplasma, el citoesqueleto, los centrosomas, el retículo endoplasmático, el 
aparato de golgi, las vesículas de transporte intracelular, al núcleo de la célula, a las mitocondrias, a peroxisomas, 
endosomas, vacuolas o lisomas, proteínas extracelulares o secretadas y a la membrana procariótida de la célula. 

Las funciones en el campo de la regulación de la actividad de la proteína se refieren ante todo a las dianas 
respectivas a regular. 

Las funciones en el campo de las proteínas con función de enlace o requisito de cofactor se refieren ante todo al 
enlace de proteína y al enlace de lípido. 

Las funciones en el campo de la facilitación de transporte se refieren ante todo a transportadores del tipo 
canal/poros, transportadores de iones, transportadores de carbono y carbohidrato, transportadores de aminoácido, 
transportadores de péptidos, transportadores de lípidos, transportadores de nucleótidos, transportadores de 
alantoina y alantoato, transportadores de sustancias activas y mecanismos de transporte. 

De acuerdo con la invención son de particular importancia las funciones en los campos del metabolismo y de la 
energía, en especial enzimas del metabolismo primario y secundario, por ejemplo enzimas P450, en el campo de la 
transcripción, en particular los factores de transcripción, y en el campo del transporte celular y mecanismos de 
transporte, en particular canales y transportadores. 

De esta manera se prefieren en particular poblaciones de vegetales transgénicos que tienen al menos una 
subpoblación que se caracteriza porque la subpoblación comprende al menos 55 % y en particular al menos 80 % 
de todos los segmentos codogénicos del gen que pueden atribuirse a una familia funcional de gen. 

Los segmentos codogénicos de gen de un determinado organismo donante regularmente se encuentran disponibles 
de manera general. En particular aquí pueden nombrarse bancos de datos de genes públicos como el banco de 
datos EMBL (Stoesser G. et al., Nucleic Acids Res 2001, Vol. 29, 17-21), el banco de datos GenBank (Benson D.A. 
et al., Nucleic Acids Res 2000, Vol. 28,15-18), o el banco de datos PIR (Barker W. C. et al., Nucleic Acids Res. 1999, 
Vol. 27, 39-43). 

Además, pueden usarse bancos de datos de genes, específicos por organismos, así, por ejemplo, para levaduras el 
banco de datos SGD (Cherry J. M. et al., Nucleic Acids Res. 1998, Vol. 26, 73-80) o el banco de datos MIPS (Mewes 
H.W. et al., Nucleic Acids Res. 1999, Vol. 27, 44-48), para el E. coli el banco de datos GenProtEC (http: 
//web.bham.ac.uk/bcm4ght6/res.html), para Arabidopsis el banco de datos TAIR (Huala, E. et al., Nucleic Acids Res. 
2001 Vol. 29(1). 102-5) o el banco de datos MIPS. 

Por medio de estas informaciones de bancos de datos de una manera conocida de por sí, a partir de fuentes 
adecuadas pueden obtenerse ácidos nucleicos conocidos que comprenden los segmentos codogénicos del gen y 
proveerse para la integración posterior al genoma de la planta. 

Los organismos donantes incluyen organismos tanto procariota como también eucariota. 

Los organismos donantes de acuerdo con la invención son microorganismos cuyos genomas se secuencian, por 
ejemplo Acetobacter (subgen. Acetobacter) aceti; Acidithiobacillus ferrooxidans; Acinetobacter sp.; Actinobacillus sp; 
Aeromonas salmonicida; Agrobacterium tumefaciens; Aquifex aeolicus; Arcanobacterium pyogenes; Aster yellows 
phytoplasma; Bacillus sp.; Bifidobacterium sp.; Borrelia burgdorferi; Brevibacterium linens; Brucella melitensis; 
Buchnera sp.; Butyrivibrio fibrisolvens; Campylobacter jejuni; Caulobacter crescentus; Chlamydia sp.; Chlamydophila 
sp.; Chlorobium limicola; Citrobacter rodentium; Clostridium sp.; Comamonas testosteroni; Corynebacterium sp.; 
Coxiella burnetii; Deinococcus radiodurans; Dichelobacter nodosus; Edwardsiella ictaluri; Enterobacter sp.; 
Erysipelothrix rhusiopathiae; Escherichia coli; Flavobacterium sp.; Francisella tularensis; Frankia sp. CpI1; 
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Fusobacterium nucleatum; Geobacillus stearothermophilus; Gluconobacter oxydans; Haemophilus sp.; Helicobacter 
pylori; Klebsiella pneumoniae; Lactobacillus sp.; Lactococcus lactis; Listeria sp.; Mannheimia haemolytica; 
Mesorhizobium loti; Methylophaga thalassica; Microcystis aeruginosa; Microscilla sp. PRE1; Moraxella sp. TA144; 
Mycobacterium sp.; Mycoplasma sp.; Neisseria sp.; Nitrosomonas sp.; Nostoc sp. PCC 7120; Novosphingobium 
aromaticivorans; Oenococcus oeni; Pantoea citrea; Pasteurella multocida; Pediococcus pentosaceus; Phormidium 
foveolarum; Phytoplasma sp.; Plectonema boryanum; Prevotella ruminicola; Propionibacterium sp.; Proteus vulgaris; 
Pseudomonas sp.; Ralstonia sp.; Rhizobium sp.; Rhodococcus equi; Rhodothermus marinus; Rickettsia sp.; 
Riemerella anatipestifer, Ruminococcus flavefaciens; Salmonella sp.; Selenomonas ruminantium; Serratia 
entomophila; Shigella sp.; Sinorhizobium meliloti; Staphylococcus sp.; Streptococcus sp.; Streptomyces sp.; 
Synechococcus sp.; Synechocystis sp. PCC 6803; Thermotoga maritima; Treponema sp.; Ureaplasma urealyticum; 
Vibrio cholerae; Vibrio parahaemolyticus; Xylella fastidiosa;  Yersinia sp.; Zymomonas mobilis. 

Según una forma particular de realización de la presente invención, el organismo donante es una levadura, 
preferiblemente del género Saccharomyces, en particular Saccharomyces cerevisiae. 

Por lo tanto, la presente invención se refiere, según una forma muy particular de realización, a poblaciones de 
plantas transgénicas que comprenden al menos aproximadamente 3000, preferiblemente alrededor de 4500 y 
ventajosamente al menos cerca de 5500 de segmentos codogénicos del gen de Saccharomyces cerevisiae, en cuyo 
caso se parte de un número total aproximado de segmentos codogénicos del gen de 6300 (Mewes et al., Nature 387 
(Suppl) Jul 65, 1997). En particular los segmentos codogénicos del gen se seleccionan entre los segmentos 
codogénicos del gen indicados en la figura 1. 

Según otra forma particular de realización, el organismo donante es una bacteria del género Escherichia 
preferiblemente E. coli. 

De acuerdo con esto, según otra forma muy particular de realización la presente invención se refiere a poblaciones 
de plantas transgénicas que comprenden al menos cerca de 2000, preferiblemente al menos cerca de 3000 y 
ventajosamente al menos cerca de 3500 segmentos codogénicos del gen de E. coli, en cuyo caso se parte de un 
número total aproximado de segmentos codogénicos de gen de 4300. En particular los segmentos codogénicos del 
gen se seleccionan entre los segmentos codogénicos del gen indicados en la figura 2. 

Las poblaciones de plantas transgénicas de la invención se componen por lo tanto de varios individuos de planta. 
Los individuos de planta son distinguibles al menos a nivel molecular. De esta manera, para cada segmento 
codogénico de gen de la totalidad de los segmentos codogénicos del gen comprendidos por la población de las 
plantas transgénicas de acuerdo con la invención existe un individuo de la población que presenta este segmento 
codogénico del gen. Por consiguiente, una población de plantas transgénicas, según la invención, que comprende 
una cantidad determinada de distintos segmentos codogénicos del gen de un organismo donante, contiene al menos 
la misma cantidad de individuos vegetales de los cuales cada uno se caracteriza porque tiene un dicho determinado 
segmento codogénico del gen aunque no tenga el resto de los dichos segmentos codogénicos de gen. 

Además las poblaciones según la invención pueden comprender otro individuo de planta en cuyo genoma se 
encuentre integrado un determinado segmento codogénico del gen de un organismo donante en combinación con 
otro segmento codogénico de gen o varios otros segmentos codogénicos de gen del organismo donante. 

Regularmente, los segmentos codogénicos  del gen se conectan funcionalmente con secuencias regulatorias en el 
genoma de las plantas. Dentro de una población de plantas transgénicas se prefiere usar secuencias regulatorias 
análogas para la totalidad de los segmentos codogénicos heterólogos de gen. 

Una conexión funcional de un determinado segmento codogénico de gen con una o varias secuencias regulatorias 
comprende regularmente una fusión química de dos o más fragmentos de ADN en orientación adecuada, por 
ejemplo en orientación sense o antisense para que se mantenga o se cree un marco de lectura adecuado mediante 
las secuencias fusionadas y se garantice una regulación apropiada de la expresión de las secuencias de ADN en la 
célula vegetal. 

El término "expresión" significa la transcripción y/o translación de un segmento codogénico de gen. Regularmente el 
producto resultante es una proteína. Sin embargo, la expresión también incluye la transcripción de un ADN que se 
inserta en orientación antisense con referencia a los elementos regulatorios, creando así un ARNm antisense. Los 
productos también incluyen ribozomas. La expresión puede efectuarse sistémica o localmente, limitarse a tipos 
determinados de células, a tejidos o a órganos, por ejemplo. 
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Fundamentalmente, las secuencias regulatorias son secuencias de las plantas receptoras de la invención, 
secuencias del organismo donante, secuencias de otro organismo o secuencias sintéticas, siempre que se garantice 
la función de estas secuencias en las plantas de acuerdo con la invención. 

Las secuencias regulatorias se disponen regularmente corriente arriba (5’), en el intervalo y/o corriente abajo (3’) en 
referencia a un determinado segmento codogénico de gen. En particular controlan la transcripción y/o translación así 
como la capacidad de transcribirse que tiene el segmento codogénico de gen, opcionalmente de manera conjunta 
con otros sistemas funcionales propios de la célula, como el aparato de biosíntesis de proteínas de la célula. 

Las secuencias regulatorias incluyen ante todo secuencias dispuestas corriente arriba (5’) las cuales se refieren en 
particular a la regulación de la iniciación de la transcripción, como los promotores, y secuencias dispuestas corriente 
abajo (3’), las cuales se refieren ante todo a la regulación de la terminación de la transcripción, como señales de 
poliadenilación. Los promotores controlan de manera principal la expresión del segmento codogénico del gen 
componiendo el sitio de conexión para polimerasas de ARN y/u otros factores necesarios para una adecuada 
iniciación de la transcripción. 

Fundamentalmente pueden emplearse todos los promotores que pueden estimular la transcripción de genes en las 
plantas. En general son conocidos promotores capaces de tener una función, que son adecuados en las plantas. 
Puede tratarse de promotores constitutivos o inducibles. Promotores adecuados pueden ser  también específicos del 
desarrollo y/o del tejido, como promotores específicos de hoja, raíz, semillas y fruta. 

En particular, han demostrado ser útiles los promotores de bacterias y virus patógenos para las plantas. Ejemplos de 
esto son: el promotor 35S de CaMV, el promotor  34S de FMV o un promotor del virus Cassava Vein Mosaic Virus 
(CsVMV), así como, por ejemplo, distintos promotores de Agrobacterium tumefaciens, como el promotor de sintasa 
octopina (ocs), el promotor de sintasa nopalina (nos), o el promotor sintasa mannopina. Además, se encuentra a 
disposición una gran cantidad de promotores vegetales para la expresión de genes en determinados tejidos, como 
raíces, flores o células de guarda y, ante todo, semillas como, por ejemplo, el promotor arc5 de frijol, el promotor 
LeB4 y el promotor USP de Vicia faba así como el promotor DcG3 de zanahoria. Ante todo, para la expresión en 
semillas también se encuentran disponibles distintos promotores. Otros promotores específicos de semillas son: el 
promotor de proteína que enlaza sacarosa (WO 00/26388), el promotor de faseolina y el promotor napina. Para la 
expresión fuerte de las secuencias heterólogas en la mayor cantidad posible de tejidos, en particular también en 
hojas, se prefiere usar promotores vegetales de genes de actina y ubiquitina, tales como por ejemplo el promotor V-
ATPasa de remolacha de azúcar (WO 01/14572). A manera de ejemplo de promotores constitutivos sintéticos 
pueden mencionarse super-promotor (WO 95/14098) y promotores derivados de cajas G (G-boxes) (WO 94/12015). 
Además, en circunstancias también pueden utilizarse promotores inducibles químicamente, compárese EP-A 
388186, EP-A 335528, WO 97/06268. Para la expresión de genes en plantas también se encuentran disponibles 
promotores específicos de hojas tales como están descritos en DE-A 19644478, o promotores regulados por la luz, 
como por ejemplo el promotor petE de guisante. 

De las señales de poliadenilación puede nombrarse en particular la secuencia de de poli-A-adición a partir del ocs
gen o del nos-gen de Agrobacterium tumefaciens. 

Otras secuencias regulatorias opcionalmente convenientes también incluyen secuencias que controlan el transporte 
y/o la localización de los productos de expresión (targeting). Aquí pueden nombrarse en particular las secuencias 
que codifican péptido de señal o péptido de tránsito que se conocen de por sí. A manera de ejemplo, con ayuda de 
secuencias que codifican plástido-péptido de tránsito se consigue conducir el producto de expresión al plástido de 
una célula vegetal. 

Como plantas receptoras se prefieren en particular plantas que pueden transformarse de manera conveniente. Esto 
incluye plantas mono- y dicotiledóneas. En particular pueden nombrarse plantas útiles como cereales y gramíneas, 
por ejemplo Triticum spp., Zea mais, Hordeum vulgare, avena, Secale cereale, Oryza sativa, Pennisetum glaucum, 
Sorghum bicolor, triticale, Agrostis spp., Cenchrus ciliaris, Dactylis glomerata, Festuca arundinacea, Lolium spp., 
Medicago spp. y Saccharum spp., leguminosas y oleaginosas, por ejemplo Brassica juncea, Brassica napus, Glycine 
max, Arachis hypogaea, Gossypium hirsutum, Cicer arietinum, Helianthus annuus, Lens culinaris, Linum 
usitatissimum, Sinapisalba, Trifolium repens y Vicia narbonensis, hortalizas y frutas, por ejemplo banano, uva, 
Lycopersicon esculentum, espárragos, col, sandía, kiwis, Solanum tuberosum, Beta vulgaris, yuca y  achicoria, 
árboles como, por ejemplo especies de café, Citrus spp., Eucalyptus spp., Picea spp., Pinus spp. y Populus spp., 
plantas medicinales y árboles y flores. 

Según una forma particular de realización, la presente invención se refiere a plantas transgénicas del género 
Gattung Arabidopsis, por ejemplo Arabidopsis thaliana y del género Oryza, por ejemplo Oryza sativa. 
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Poblaciones de plantas transgénicas particularmente preferidas de acuerdo con la invención se basan en una 
población de plantas receptoras, la cual es esencialmente homogénea. Por consiguiente el rasgo distintivo esencial 
de cada uno de los individuos de estas poblaciones es la integración de uno o más segmentos codogénicos del gen 
de un organismo donante. Sin embargo, de una transformación in planta que se ha realizado con uno o más 
segmentos codogénicos de gen, regularmente se obtienen varias plantas transgénicas que luego forman con la 
progenie directa respectiva líneas de uno o varios segmentos codogénicos del gen (conjunto de líneas). En tal caso 
entre dos líneas, es decir plantas transgénicas individuales y sus descendientes, en cuyo genoma se integra el 
mismo o los mismos segmentos codogénicos del gen de un organismo donante, resulta cierta variabilidad que puede 
atribuirse esencialmente a diferencias en el proceso de transformación. A manera de ejemplo los diferentes sitios de 
integración y/o diferentes números de copias entre las líneas pueden conducir a una expresión cuantitativamente 
diferente del o de los segmentos codogénicos del gen. 

Según una forma particular de realización, las poblaciones de la invención comprenden al menos 5, al menos 10 o al 
menos 20 líneas por segmento codogénico. 

En particular para una determinada población de plantas transgénicas se prefiere seleccionar de manera uniforme 
secuencias regulatorias y otras secuencias condicionadas por el proceso de transformación para diferentes sectores 
codogénicos del gen, de modo que las diferencias dentro de la población pueden atribuirse esencialmente a los 
diferentes segmentos codogénicos del gen. 

Por consiguiente, las plantas transgénicas de la invención se caracterizan por al menos una célula transgénica que 
tiene uno o varios segmentos codogénicos de gen de un organismo donante y está en capacidad de expresar este 
segmento de manera ventajosa. Preferiblemente todas las células de una planta transgénica según la invención son 
esencialmente transgénicas. 

El término "planta transgénica", empleado según la invención, se refiere también a la descendencia de una planta 
transgénica, por ejemplo las generaciones de plantas T1, T2, T3 y subsecuentes o las generaciones de plantas BC1, 
BC2, BC3 y subsecuentes. Así, las plantas transgénicas según la invención pueden cultivarse y cruzarse consigo 
mismas o con otros individuos para obtener otras plantas transgénicas según la invención. También pueden 
obtenerse plantas transgénicas por propagación vegetativa de las células de plantas transgénicas. 

También es objeto de la presente invención el material vegetal transgénico derivable de una población de plantas 
transgénicas según la invención, el cual comprende al menos el 50 % de todos los segmentos codogénicos del gen 
del organismo donante. Este incluye células vegetales y determinados tejidos, órganos y partes de las plantas en 
todas sus manifestaciones como semillas, hojas, anteras, fibras, raíces, pelo de raíz, tallos, embriones, callos de 
células, cotiledones, peciolos, material de cosecha, tejido vegetal, tejido reproductivo y cultivos celulares que se 
deriva de las propias plantas transgénicas y/o puede usarse para producir las plantas transgénicas. El material de 
este tipo también comprende al menos 50 % de todos los segmentos codogénicos de gen del organismo donante 
correspondiente. 

Otro objeto de la presente invención es un método para la generación de una población de plantas transgénicas, en 
cuyo caso 

a) se proporciona un segmento codogénicos de gen de un organismo donante; 

b) se integra este segmento codogénico del gen en el genoma de una planta; y 

c) se realizan los pasos a) y b) para al menos 50 % de todos los segmentos codogénicos del gen del organismo 
donante en una cantidad correspondiente de plantas, de modo que cada una de estas plantas tiene uno, pero no 
otro de los segmentos codogénicos del gen, en cuyo caso el organismo donante se selecciona entre Acetobacter 
(subgen. Acetobacter) aceti; Acidithiobacillus ferrooxidans; Acinetobacter sp.; Actinobacillus sp; Aeromonas 
salmonicida; Agrobacterium tumefaciens; Aquifex aeolicus; Arcanobacterium pyogenes; Aster yellows phytoplasma; 
Bacillus sp.; Bifidobacterium sp.; Borrelia burgdorferi; Brevibacterium linens; Brucella melitensis; Buchnera sp.; 
Butyrivibrio fibrisolvens; Campylobacter jejuni; Caulobacter crescentus; Chlamydia sp.; Chlamydophila sp.; 
Chlorobium limicola; Citrobacter rodentium; Clostridium sp.; Comamonas testosteroni; Corynebacterium sp.; Coxiella 
burnetii; Deinococcus radiodurans; Dichelobacter nodosus; Edwardsiella ictaluri; Enterobacter sp.; Erysipelothrix 
rhusiopathiae; Escherichia coli; Flavobacterium sp.; Francisella tularensis; Frankia sp. Cpl1; Fusobacterium 
nucleatum; Geobacillus stearothermophilus; Gluconobacter oxydans; Haemophilus sp.; Helicobacter pylori; Klebsiella 
pneumoniae; Lactobacillus sp.; Lactococcus lactis; Listeria sp.; Mannheimia haemolytica; Mesorhizobium loti; 
Methylophaga thalassica; Microcystis aeruginosa; Microscilla sp. PRE1: Moraxella sp. TA144; Mycobacterium sp.; 
Mycoplasma sp.; Neisseria sp.; Nitrosomonas sp.; Nostoc sp. PCC 7120; Novosphingobium aromaticivorans; 
Oenococcus oeni; Pantoea citrea; Pasteurella multocida; Pediococcus pentosaceus; Phormidium foveolarum; 
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Phytoplasma sp.; Plectonema boryanum; Prevotella ruminicola; Propionibacterium sp.; Proteus vulgaris; 
Pseudomonas sp.; Ralstonia sp.; Rhizobium sp.; Rhodococcus equi; Rhodothermus marinus; Rickettsia sp.; 
Riemerella anatipestifer, Ruminococcus flavefaciens; Saccharomyces cerevisiae; Salmonella sp.; Selenomonas 
ruminantium; Serratia entomophila; Shigella sp.; Sinorhizobium meliloti; Staphylococcus sp.; Streptococcus sp.; 
Streptomyces sp.; Synechococcus sp.; Synechocystis sp. PCC 6803; Thermotoga maritima; Treponema sp.; 
Ureaplasma urealyticum; Vibrio cholerae; Vibrio parahaemolyticus; Xylella fastidiosa; Yersinia sp.; Zymomonas 
mobilis. 

La provisión conveniente de un segmento codogénico de gen puede efectuarse de manera conocida, por ejemplo 
por clonación usual. En particular, el ADN o el ARNm genómicos puede amplificarse por medio de ADNc del 
organismo donante. El procedimiento mencionado primero se propone en el caso de organismos donantes cuyo 
genoma no tienen intrones. El procedimiento mencionado de último es conveniente cuando el genoma del 
organismo donante tiene intrones y estos intrones no vayan a integrarse juntos con el segmento codogénico de gen 
en el genoma de la planta. Se obtiene una secuencia de ácido nucleico que contiene el segmento codogénico de 
gen. 

Para seguir clonando, la secuencia que contiene el segmento codogénico del gen obtenida de esta manera se 
inserta regularmente en un vector adecuado de clonación. Ante todo son adecuados los vectores que pueden 
replicarse en huéspedes intermedios como las células bacterianas huésped, por ejemplo Bacillus, Streptomyces, 
Salmonella y ante todo Escherichia coli. La persona técnica en la materia conoce una gran cantidad de vectores 
adecuados y también manipulaciones como restricción, inserción, ligación, deleción, etc. pertenecen a las 
habilidades del experto técnico, de tal modo que regularmente se logra preparar la secuencia deseada que contiene 
el segmento codogénico del gen, opcionalmente junto con los elementos regulatorios y/u otros necesarios para la 
transformación y la expresión. 

Según una forma preferida de realización, para la provisión de un segmento codogénico del gen éste puede clonarse 
independientemente de ligación. Esto tiene la ventaja de que los segmentos codogénicos del gen no se cortan por el 
uso previo de endonucleasas de restricción ni se clonan de manera no dirigida por los extremos romos o pegajosos 
(blunt-ends o stickyends) y el vector mismo no tiene potencial de religación por lo cual se logra una eficiencia alta en 
la clonación. 

En particular, para esto es posible 

a1) amplificar el segmento codogénico de gen con incorporación aleatoria de una cantidad de tio-dNTPs; 

a2) permitir que sobre el amplificado actúe una 3’-5’-exonucleasa de tal modo que se formen fragmentos con 
extremos monocatenarios; y 

a3) incubar en condiciones de adhesión  los fragmentos resultantes en el paso a2)  con un vector cuyos extremos 
monocatenarios son complementarios, al menos parcialmente, a los extremos monocatenarios de los fragmentos 

La amplificación misma puede realizarse de una manera conocida de por sí. 

Preferiblemente se procede de conformidad con el protocolo de la polimerasa Pfu-ADN o una mezcla polimerasa 
Pfu/Taq-ADN. 

Los primers o cebadores se seleccionan de manera similar a la secuencia a amplificar. De manera conveniente 
deben seleccionarse los primers (cebadores) de tal manera que el amplificado comprenda toda la secuencia 
codogénica del codón de inicio (start codon) y codón de detención (stop codon). Preferiblemente se emplean 
quimeras cuyos extremos 5’ se forman en cada caso por una secuencia adaptadora universal y cuyos extremos 3’ se 
forman en cada caso por una secuencia específica del segmento codogénico del gen.  Si las secuencias 
adaptadoras universales para primers (cebadores) forward (adelante) y reverse (reversas) son diferentes, es posible 
una clonación dirigida al vector de expresión.  

A continuación de la amplificación, los amplificados se analizan de manera conveniente. Por ejemplo, la separación 
mediante electroforesis en gel puede seguirse por análisis cualitativo y cuantitativo. 

Si se emplean dNTPs en mezcla con tio-dNTPs para la amplificación, una proporción de 125:1 ha probado ser 
ventajosa, es decir que en teoría se incorpora una tio-dNTP  en lugar de una dNTP en cada posición 125 del 
amplificado. 
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La incorporación de tio-dNTPs ofrece la posibilidad de modificar los amplificados con la ayuda de exonucleasas. En 
particular, los amplificados que como regla tengan extremos bicatenarios pueden incubarse con la enzima 
exonucleasa III. La enzima posee una actividad 3’-5’ exonucleasa, de modo que los extremos de ADN bicatenarios 
de los amplificados se degradan iniciando en el extremo 3’ como una función de cantidad de amplificado, 
temperatura, tiempo y cantidad de enzima. Queda la hebra complementaria con el extremo 5’ resistente. Puesto qe 
esta enzima no es capaz de degradar tio-dNTPs, la degradación se detiene en el primer tionucleótido que se ha 
incorporado. Debido a la incorporación de las tio-dNTPs los amplificados se degradan solo de manera limitada 
independientemente de su tamaño y concentración de ADN. 

A continuación los amplificados modificados pueden purificarse según un protocolo estándar (por ejemplo Qiagen). 
Una alícuota de los amplificados purificados está disponible luego para la clonación subsiguiente lo cual, según las 
descripciones de arriba, puede realizarse en particular de una manera independiente de la ligación. 

Vectores de clonación adecuados son conocidos generalmente por el experto en la materia. Estos incluyen en 
particular vectores que son replicables en sistemas bacterianos que garantizan una clonación eficiente en E. coli y 
hacen posible la transformación estable de plantas. En particular pueden nombrarse diferentes sistemas de vectores 
adecuados para la transformación mediada de T-ADN, binarios y co-integrados. Sistemas de vectores de este tipo 
se caracterizan regularmente porque contienen al menos los genes vir necesarios para la transformación mediada 
por agrobacterium así como las secuencias que delimitan el T-ADN (TADN- border). Estos sistemas de vectores 
también comprenden preferiblemente otras regiones regulatorias – cis tales como promotores y terminadores y/o 
marcadores de selección, con los cuales pueden identificarse de manera correspondiente los organismos 
transformados. Mientras que genes vir y secuencias de T-ADN se disponen en el mismo vector en el caso de 
sistemas de vector cointegrados, los sistemas binarios se basan en al menos dos vectores de los cuales uno alberga 
genes vir pero no T-ADN, mientras que un segundo vector alberga T-ADN pero no genes vir. A causa de esto estos 
vectores son relativamente pequeños, fáciles de manipular y pueden replicarse tanto en E-coli como también en 
agrobacterium. Estos vectores binarios incluyen vectores de las series pBIB-HYG, pPZP, pBecks, pGreen. De 
acuerdo con la invención se prefiere usar Bin19, pB1101, pBinAR, pGPTV y pCAMBIA. Una sinopsis sobre vectores 
binarios y su utilización se da en Hellens et al, Trends in Plant Science (2000) 5, 446-451. 

Para la preparación de vector, los vectores pueden linealizarse primero con endonucleasa(s) de restricción y luego 
modificarse de manera enzimática de una manera adecuada. Otra enzima que es adecuada para este propósito y 
que tiene actividad 3’-5’ exonucleasa es la polimerasa T4 ADN, la cual degrada los extremos de ADN bicatenarios 
del vector linealizado hacia una hebra individual dependiendo de la cantidad de vector, la temperatura, el tiempo y la 
cantidad de enzima. A continuación se purifica el vector y se emplea respectivamente una alícuota para la clonación 
independiente de la ligación. 

En el caso de la clonación independiente de ligación se clonan los amplificados modificados enzimáticamente y, en 
caso de requerirse purificados, con fragmentos de vector preparados similarmente sin emplear ligasa. En lugar de 
esta enzima usada habitualmente se aprovecha el potencial de apareamiento (annealing) de los extremos 
monocatenarios de los amplificados modificados y de los extremos monocatenarios del vector, cuyas secuencias de 
adaptador son compatibles. De esta manera se obtienen vectores que comprenden el o los segmentos codogénicos 
deseados del gen (constructos de plásmido). 

Por lo tanto, también son objeto de la presente invención colecciones de constructos de plásmido que comprenden 
un grupo de constructos de plásmidos, donde se integra en cada constructo del grupo un segmento codogénico del 
gen de un organismo donante, la colección puede obtenerse:  

a) proveyendo un segmento codogénico del gen del organismo donante; 

b) integrando este segmento codogénico de gen a un constructo de plásmido; y 

c) realizando los pasos a) y b) para al menos 50 % de todos los segmentos codogénicos del gen del organismo 
donante en un número correspondiente de constructos de plásmido de modo que cada uno de estos constructos 
tiene un segmento codogénico del gen pero no otro de éstos, y el organismo donante se selecciona entre 
Acetobacter (subgen. Acetobacter) aceti; Acidithiobacillus ferrooxidans; Acinetobacter sp.; Actinobacillus sp; 
Aeromonas salmonicida; Agrobacterium tumefaciens; Aquifex aeolicus; Arcanobacterium pyogenes; Aster yellows 
phytoplasma; Bacillus sp.; Bifidobacterium sp.; Borrelia burgdorferi; Brevibacterium linens; Brucella melitensis; 
Buchnera sp.; Butyrivibrio fibrisolvens; Campylobacter jejuni; Caulobacter crescentus; Chlamydia sp.; Chlamydophila 
sp.; Chlorobium limicola; Citrobacter rodentium; Clostridium sp.; Comamonas testosteroni; Corynebacterium sp.; 
Coxiella burnetii; Deinococcus radiodurans; Dichelobacter nodosus; Edwardsiella ictaluri; Enterobacter sp.; 
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Erysipelothrix rhusiopathiae; Escherichia coli, Flavobacterium sp.; Francisella tularensis; Frankia sp. Cpl1; 
Fusobacterium nucleatum; Geobacillus stearothermophilus; Gluconobacter oxydans; Haemophilus sp.; Helicobacter 
pylori; Klebsiella pneumoniae; Lactobacillus sp.; Lactococcus lactis; Listeria sp.; Mannheimia haemolytica; 
Mesorhizobium loti; Methylophaga thalassica; Microcystis aeruginosa; Microscilla sp. PRE1; Moraxella sp. TA144; 
Mycobacterium sp.; Mycoplasma sp.; Neisseria sp.; Nitrosomonas sp.; Nostoc sp. PCC 7120; Novosphingobium 
aromaticivorans; Oenococcus oeni; Pantoea citrea; Pasteurella multocida; Pediococcus pentosaceus; Phormidium 
foveolarum; Phytoplasma sp.; Plectonema boryanum; Prevotella ruminicola; Propionibacterium sp.; Proteus vulgaris; 
Pseudomonas sp.; Ralstonia sp.; Rhizobium sp.; Rhodococcus equi; Rhodothermus marinus; Rickettsia sp.; 
Riemerella anatipestifer; Ruminococcus flavefaciens; Saccharomyces cerevisiae; Salmonella sp.; Selenomonas 
ruminantium; Serratia entomophila; Shigella sp.; Sinorhizobium meliloti; Staphylococcus sp.; Streptococcus sp.; 
Streptomyces sp.; Synechococcus sp.; Synechocystis sp. PCC 6803; Thermotoga maritima; Treponema sp.; 
Ureaplasma urealyticum; Vibrio cholerae; Vibrio parahaemolyticus; Xylella fastidiosa; Yersinia sp.; Zymomonas 
mobilis. En tal caso, un determinado constructo de plásmidos puede tener uno o también varios segmentos 
codogénicos del gen. Preferiblemente en estos constructos de plásmido se conectan de manera funcional los 
segmentos codogénicos del gen con secuencias regulatorias. 

Las secuencias regulatorias incluyen en particular secuencias vegetales como los promotores y terminadores arriba 
descritos. Los constructos de plásmido pueden propagarse en condiciones selectivas de manera estable, 
ventajosamente, en microorganismos, en particular Escherichia coli y Agrobacterium turnefaciens y hacen posible 
una transferencia de ADN heterólogo en plantas. 

Según una forma particular de realización los constructos de plásmido según la invención se basan en vectores 
binarios (compendio sobre vectores binarios en Hellens et al., 2000). Estos contienen regularmente secuencias 
regulatorias procariotas como origen de replicación, para la reproducción en microorganismos como Escherichia coli 
und Agrobacterium turnefaciens, y secuencias de ADN – T – agrobacteria con el propósito de transferir de ADN al 
genoma de las plantas. De la secuencia completa de ADN-T de la agrobacteria se necesita al menos la secuencia 
del límite derecho que comprende aproximadamente 25 pares de base. Los constructos de vector de acuerdo con la 
invención habitualmente contienen secuencias de ADN-T tanto de  la región limítrofe derecha como también de la 
izquierda, las cuales contienen sitios de reconocimiento convenientes para enzimas que actúan de manera 
específica para el sitio, las cuales a su vez se codifican po una parte de los genes vir. 

Aparte de esto también son objeto de la presente invención colecciones de organismos huéspedes que contienen 
las colecciones de la invención de los constructos de plásmido. En este sentido los organismos huésped se 
transforman con los constructos de plásmido de acuerdo con la invención. Organismos huésped adecuados son 
conocidos para la persona experta en la materia. Aquí se incluyen, ante todo, huéspedes bacterianos de los cuales 
ya se han nombrado arriba algunos en el contexto de los microorganismos donantes, por ejemplo bacterias del 
género Bacillus Streptomyces, Salmonella, y similares. De acuerdo con la invención se prefieren organismos 
huésped del género Escherichia, en particular Escherichia coli, y agrobacteria, en particular Agrobacterium 
turnefaciens. 

Por lo demás, son válidas las descripciones para la población de las plantas de manera análoga para las 
colecciones de constructos de plásmido de acuerdo con la invención. 

Los constructos de plásmido resultantes pueden transferirse a continuación a un huésped intermedio adecuado, por 
ejemplo una bacteria, para propósitos de verificación. Aquí ha demostrado ser conveniente la transformación en E. 
coli que puede realizarse de una manera conocida de por sí, por ejemplo mediante choque de calor o 
electroporación.  

Así pueden estudiarse las colonias transformadas de E. coli respecto de la eficiencia de clonación. Esto puede 
efectuarse con ayuda de una PCR. En tal caso tanto la identidad como también la integridad del constructo de 
plásmido pueden verificarse por medio de un número definido de colonias sometiendo una alícuota de las colonias a 
la dicha PCR. Para esto se emplean primers (cebadores) regularmente universales, derivados de las secuencias de 
vector, en cuyo caso el cebador forward se dispone corriente arriba del Start-ATG y el cebador reversa se dispone 
corriente abajo del codon de detención (stop-codon) del segmento codogénico del gen. Los amplificados se separan 
por electroforesis y se valoran respecto de la cantidad y calidad. Si se detecta un fragmento en la cantidad 
correspondiente se efectúa una valoración positiva. 

Los constructos de plásmido verificados opcionalmente se usan a continuación para la transformación de las 
plantas. Para esto primero es necesario obtener los constructos del huésped intermedio. A manera de ejemplo 
pueden obtenerse los constructos como plásmidos de huésédes bacterianos de manera similar a un aislamiento 
convencional de plásmidos. 

11

ES 2 358 643 T3



5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

Se conocen numerosos métodos para la transformación de plantas. Puesto que de acuerdo con la invención es 
ventajosa una integración estable de ADN heterólogo al genoma de las plantas, ha demostrado ser conveniente en 
particular la transformación mediada por DNA-T. 

Para esto es necesario primero transformar vehículos adecuados, en particular agrobacterias, con el segmento 
codogénico de gen o el constructo de plásmido  correspondiente. Esto puede realizarse de manera conocida de por 
sí. Por ejemplo, el constructo de plásmido que se ha generado de acuerdo con la descripción de arriba puede 
transformarse en agrobacterias competentes por medio de electroporación o choque de calor. 

En principio, de esta manera pueden distinguirse entre la formación de vectores co-integrados, por una parte, y la 
transformación con vectores binarios. En la primera alternativa los constructos de vector que comprenden el 
segmento codogénico del gen no tienen secuencias ADN-T, sino que la formación de los vectores cointegrados se 
efectúa  en las agrobacterias por recombinaición homóloga del constructo de vector con ADN-T. El ADN-T se 
encuentra presente en las agrobacterias en forma de plásmidos Ti o Ri, en los que los oncógenos se han 
reemplazados de manera conveniente por ADN exógeno. Si se usan vectores binarios entonces estos pueden 
transferirse a agrobacterias por conjugación bacteriana o transferencia directa. Si estas agrobacterias de manera 
conveniente contienen ya el vector que alberga los genes –vir (frecuentemente denominados  como auxiliares de 
plásmido - Ti(Ri)). 

Junto con el constructo de plásmido y el ADN-T también pueden usarse convenientemente uno o varios marcadores 
por medio de los cuales es posible la selección de agrobacterias transformadas y células vegetales transformadas. 
Para este propósito se desarrolló una cantidad grande de marcadores. Estos incluyen, por ejemplo, aquellos que 
confieren una resistencia contra cloranfenicol, canamicina, el aminoglicósido G418, higromicina y similares.  

En caso de desearse, los constructos de plásmido pueden verificarse de nuevo con respecto a su identidad y/o 
integridad antes de su transformación en agrobacterias. Esto puede hacerse por ejemplo en analogía a la PCR de 
arriba para verificar la eficacia de la clonación.  

Regularmente se desea que los constructos de plásmidos estén flanqueados por ADN-T de manera unilateral o 
bilateral del segmento codogénico del gen. Esto es de particular provecho cuando para la transformación se usan 
bacterias de los tipos Agrobacterium turnefaciens o Agrobacterium rhizogenes. 

De acuerdo con la invención se prefiere la transformación con la ayuda de Agrobacterium turnefaciens. 

Las agrobacterias transformadas pueden cultivarse de una manera conocida de por sí y así se encuentran 
disponibles para una conveniente transformación de las plantas.  

Las plantas, o partes de las plantas, a transformarse se cultivan o se proveen de la manera convencional. A 
continuación se deja actuar a las agrobacterias transformadas sobre las plantas o las partes de las plantas hasta 
que se haya logrado una velocidad de transformación suficientemente alta. 

Las agrobacterias pueden actuar sobre las plantas o partes de las plantas de diferentes modos y maneras.  

Por ejemplo, puede usarse un cultivo de células o tejidos vegetales morfogénicos. A continuación de la transferencia 
de ADN-T, las bacterias se eliminan, regularmente por medio de antibióticos, y se induce la regeneración de los 
tejidos de la planta. Esto se hace en particular usando hormonas vegetales adecuadas para promover el desarrollo 
de vástagos después de la formación inicial de callo. 

De acuerdo con la invención, la transformación se efectúa preferiblemente in planta. Para esto pueden dejarse 
actuar las agrobacterias sobe las semillas de la planta, por ejemplo, o inocular meristemo de las plantas con 
agrobacterias. 

De acuerdo con la invención ha demostrado ser particularmente conveniente dejar actuar una suspensión de 
agrobacterias transformadas sobre toda la planta o al menos los primordios de las flores. Estos se siguen cultivando 
a continuación hasta que se obtienen semillas de las plantas tratadas (Clough y Bent, Plant J. (1998) 16, 735-743). 

Para seleccionar plantas transformadas se somete regularmente el material vegetal obtenido de la transformación a 
condiciones selectivas de modo que las plantas transformadas puedan  diferenciarse de las plantas no 
transformadas. Por ejemplo, las semillas obtenidas de la manera y modo obtenidos previamente pueden plantarse 
de nuevo y, después del cultivo, someterse a selección adecuada mediante aspersión. Otra posibilidad consiste en 
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cultivar las semillas, si se requiere después de esterilizar, sobre placas de agar usando un agente de selección 
adecuado tal que solo las semillas transformadas pueden crecer a ser plantas.  

También es objeto de la presente invención el uso de una población de plantas transgénicas de acuerdo con la 
invención y/o de un material biológico derivado de estas para estudios funcionales. 

Según una forma de realización los análisis funcionales se refieren al metabolismo de las plantas transgénicas. Así 
pueden analizarse en particular parámetros bioquímicos como la acumulación de determinados sustratos o 
productos de reacciones enzimáticas o la expresión de genes endógenos de las plantas receptoras, por ejemplo por 
medio del ARN o del perfil de proteína de la planta. 

Según otra forma de realización los estudios funcionales se refieren a los rasgos fenotípicos de las plantas 
transgénicas. Los rasgos fenotípicos de interés incluyen, por ejemplo, el crecimiento, el color, la morfología, la 
conducta de florecer de las plantas y otros rasgos que caracterizan el fenotipo de la planta. Estudios de este tipo 
pueden realizarse evaluando células individuales de las plantas transgénicas. Regularmente tales estudios se 
emprenden, sin embargo, a nivel multicelular por evaluación de estructuras organizadas, es decir particularmente de 
la planta entera o de las partes de la planta como hojas, raíces y similares. Por lo tanto los estudios pueden ser 
macroscópicos o microscópicos. 

Según una forma particular de realización se investiga al menos un rasgo que se selecciona entre el comportamiento 
de germinación, el número de cotiledóneos, área de los cotiledóneos, el número de las hojas de roseta, área de las 
hojas de roseta, número de la estoma sobre las hojas de roseta, forma de las hojas de roseta, peso seco de las 
hojas de roseta, velocidad de crecimiento de las plantas, momento de la formación de vástagos, ramificación del 
vástago, longitud del vástago número de los vástagos laterales, números de las flores, tamalo de las flores, duración 
de las flores, forma de la inflorescencia, tamaño del polen, color y cantidad de polen, tamaño de semillas, color de 
semillas, forma de semillas, peso relativo (respecto del volumen de semillas) y absoluto de las semillas, número total 
de semillas, cantidad de semillas por vaina, largo de la vaina, cantidad de vainas por planta, duración de la 
maduración de las semillas, longitud de las raíces, peso total de las raíces, ramificación de las raíces, cantidad y 
longitud de los pelos de la raíz, momento del inicio de la senescencia, duración de la senescencia y pigmentación de 
la planta (contenido de la clorofila). 

Según un aspecto particular de la presente invención los estudios funcionales se realizan en plantas que se exponen 
a condiciones ambientales particulares. A estos pertenecen factores de estrés abióticos tales como estrés al frío, 
estrés a la helada, estrés a la sequía, estrés a la sal, estrés al ozono, estrés al CO2, estrés a la luz, estrés oxidativo, 
est´res al calor, estrés anóxico, metales pesados, radiación ionizante / UV, deficiencia de nutrientes (por ejemplo, N, 
P, K, microelementos y similares), agentes de estrés bióticos, como patógenos vegetales, por ejemplo hongos, 
plasmodios, bacterias y virus, patógenos vegetales como nematodos, protozoos, caracoles e insectos, además 
plantas superiores parasitarias e interacciones biológicas, como simbiosis. 

De particular importancia es la determinación de función de los segmentos codogénicos del gen del organismo 
donante en la planta receptora. Esta aplicación es válida tanto para segmentos codogénicos del gen cuya función 
en el organismo donante se conoce, como también para segmentos codogénicos del gen cuya función en el 
organismo donante no se ha aclarado o no se ha aclarado de manera suficiente. En tal caso la función puede 
ejercerse ya por el ARN transcrito, por ejemplo en el sentido de una supresión antisense o co-supresión, o por un 
ARN regulatorio. En la mayoría de los casos la función sin embargo se refiere a la proteína traducida. 

La determinación de función puede realizarse, por ejemplo, por medio de las modificaciones metabólicas o 
fenotípicas descritas arriba. 

El uso de acuerdo con la invención para los estudios funcionales incluye regularmente un método en donde  

a) se provee la población de plantas transgénicas de acuerdo con la invención; 

b) se realiza el estudio funcional deseado; 

y 

c) el resultado del estudio se compara con un resultado de estudio obtenido de manera análoga en al menos una 
planta de referencia.  
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La planta de referencia se caracteriza porque ninguno de los segmentos codogénicos del gen comprendidos por la 
población según la invención se integra a su genoma o al  menos no se expresa allí. En este sentido, la planta de 
referencia debe referirse como del tipo silvestre del cual difieren las plantas transgénicas de la población de acuerdo 
con la invención mediante la integración y en particular la expresión de al menos un segmento codogénico del gen. 

Si de la comparación resulta una desviación puede concluirse sobre una modificación funcional de la planta 
receptora que se correlaciona con la expresión de uno o más determinados segmentos codogénicos de un 
organismo donante. 

La presente invención se describe en más detalle en lo sucesivo por medio de ejemplos. 

Ejemplo 1: Generación de la población de plantas transgénicas  

Figura 1 muestra un listado de 5393 segmentos codogénicos del gen a partir de Saccharomyces cerevisiae. 

Figura 2 muestra un listado de segmentos codogénicos del gen a partir de E. coli. 

La generación de una población de plantas transgénicas de acuerdo con la invención se describe en el ejemplo de 
Arabidopsis thaliana, en cuyo genoma se integran los segmentos codogénicos del gen de Saccharomyces 
cerevisiae. A manera de ejemplo se da información específica para el gen YKL174C y el gen YKR009C. La 
integración del resto de los segmentos codogénicos del gen se efectúa regularmente de manera análoga o según 
requisitos en forma modificada de manera correspondiente. 

1. Generación de agrobacterias transformadas  

Para generar la población de plantas transgénicas de acuerdo con la invención, primero se transfieren a 
agrobacterias los segmentos codogénicos del gen a integrarse. La cadena de proceso empleada para este 
propósito, la cual comprende ocho pasos, permite una amplificación eficaz y una clonación dirigida de los 
amplificados a los vectores de expresión constitutivos con marcadores de selección de plantas así como su 
transformación en agrobacterias en el método de alto rendimiento. 

La cadena de proceso se divide en los siguientes ocho pasos de proceso: amplificación (1), modificación de 
amplilficado (2), preparación de vector (3), clonación independiente de ligación (4), transformación de E.coli (5), PCR 
para verificar la eficiencia de la clonación (6), preparación de plásmido (7) y transformación de agrobacterias (8). A 
menos que se indique algo diferente se usan métodos estándar según Sambrook et al., Molecular Cloning: A 
Laboratory manual, Cold Spring Harbor 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press. 

1.1. Amplificación 

La amplificación se efectúa en una termoplaca de 96 pozos de manera correspondiente al protocolo de la Pfu Turbo 
o polimerasa - ADN Herculase (empresa Stratagene). La composición es como sigue: búfer 1x PCR [Tris-HCl de 20 
mM (pH 8,8), MgSO4 de 2 mM, KCI de 10 mM, (NH4)SO4 de 10mM, Triton X-100 de 0,1 %, 0,1 mg/ml de BSA], α-tio
dNTP de 0,2 mM y dNTP (1:125), 100 ng de ADN genómico de Saccharomyces cerevisiae (cepa S288C; empresa 
Research Genetics, Inc., ahora Invitrogen), cebador forward de 50 pmol, cebador reverse de 50 pmol, 2,5 u de Pfu o 
polimerasa - ADN Herculase. Los ciclos de amplificación son como sigue: 1 ciclo por 3’ a 94 °C, seguido de 25-30 
ciclos respectivamente con 30" a 94 °C, 30" a 55 °C y 5-6’ a 72 °C, seguido de 1 ciclo por 7-10’ a 72 °C, luego 4 °C 
∞. Los productos de amplificación se separan por electroforesis y se evalúan con respecto a la cantidad y la calidad. 
Si se detecta un fragmento en la medida correspondiente, tiene lugar una evaluación positiva. 

Se seleccionan las siguientes secuencias de cebador para el gen YKL174C: 

1) cebador forward (SEQ ID NO:1) 

5’-GGAATTCCAGCTGACCACCATGCCAGAGTATACGCTACTGGC 

2) cebador reverse (SEQ ID NO:2) 

5’-ATCCCCGGGAATTGCCATGTCATATATCATATCTACGATCATGG 

Gen YKR009C: 
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1) cebador forward (SEQ ID NO:3) 

5’-GGAATTCCAGCTGACCACCATGCCTGGAAATTTATCCTTCAAAG 

2) cebador reverse (SEQ ID NO:4) 

5’-ATCCCCGGGAATTGCCATGTTATAGTTTAGATTTTGCCTGCGATA 

1.2. Modificación de amplificado 

El tratamiento de exonucleasa III se efectúa en la misma termoplaca de 96 pozos como previamente la 
amplificación, mediante la adición de 10 u de exonucleasa III (empresa MBI-Fermentas). Se incuba en el ciclador por 
10’ a 20 °C y se detiene mediante adición de búfer alto en sal del kit Qiaquick Purification (empresa Qiagen). La 
purificación se efectúa según el protocolo estándar Qiaquick (empresa Qiagen). 

1.3. Preparación de vector 

La restricción con Ncol y su inhibición se realizan con 30 μg de ADN-vector según el protocolo Ncol (empresa MBI-
Fermentas). Se usa un vector binario que contiene entre las secuencias limítrofes ADN-T un casete de selección 
(promotor, marcador de selección, terminador), así como un casete de expresión con promotor, casete de clonación 
y secuencia de terminador. Además, en el casete de clonación el vector binario no posee un sitio de escisión NcoI. 
El casete de clonación se compone de la siguiente secuencia: 5’
GGAATTCCAGCTGACCACCATGGCAATTCCCGGGGATC-3’. La reacción de nucleasa se detiene después de la 
adición de 1 u de polimerasa ADN-T4, se incuba por 2’ a 37°C y se detiene por adición de búfer alto en sal. La 
purificación de los fragmentos de vector linealizados y modificados se efectúa por columnas Nucleobond según 
protocolo estándar (Machery-Nagel). 

1.4. Clonación independiente de ligación 

Se mezclan cerca de 30 ng de vector preparado (según 1.3.) y una cantidad definida de amplificado modificado 
(cerca de 80 ng, según 1.2) en una termoplaca de 96 pozos. 

El annealing (apareamiento) se efectúa en el ciclador tal como sigue: 1 ciclo por 15’ a 65°C, enfriar a 37°C (0,1 
°C/1"), 1 ciclo por 10’ a 37°C, enfriar a 4°C (0,1 °C/1"), luego a 4 °C ∞. 

1.5. Transformación de Escherichia coli 

La transformación se efectúa en la misma termoplaca de 96 pozos como previamente la clonación independiente de 
ligación, mediante adición de células E. coli competentes (cepa DH5α) e incubación en el ciclador por 20’ a 1°C, 
seguido de un choque de calor por 90" a 42 °C y enfriamiento a 4°C. Luego se efectúa la adición de medio completo 
(SOC) y su transferencia a una placa Deepwell de 96 pozos con incubación por 45’ a 37°C. A continuación se se 
cultiva la mezcla completa sobre placas de agar con canamicina y se incuba por una noche a 37°C. 

1.6. PCR para la verificación de la eficiencia de clonación 

La amplificación se efectúa en una termoplaca de 96 pozos de manera correspondiente al protocolo de la 
polimerasa- ADN Taq (empresa Gibco-BRL). La composición es como sigue: búfer 1x PCR [Tris-HCL de 20 mM (pH 
8,4), MgCl2 de 1,5 mM, KCI de 50 mM, dNTP de 0,2 mM, cebador forward de 5 pmol, cebador reverse de 5 pmol, 
0,625 u de polimerasa - ADN Taq. Se selecciona una cantidad definida de constructos de plásmido de cada placa de 
agar y se transfiere una alícuota respectivamente a un pozo (de la termoplaca de 96 pozos) lleno con la mezcla 
maestra PCR. Los ciclos de amplificación son como sigue: 1 ciclo por 5’ a 94°C, seguido de 35 ciclos 
respectivamente con 15" a 94 °C, 15" a  66 °C y 5’ a 72 °C, seguido de 1 ciclo por 10’ a 72 °C. Luego 4 °C ∞. 

Regularmente se analizan cuatro colonias diferentes por constructo codogénico de plásmido. Para esto se toman las 
colonias correspondientes con una punta de pipeta y se transfieren a la solución para la PCR. 

Se utilizan cebadores de control que enlazan corriente arriba y corriente abajo del casete de clonación y de esta 
manera hacen posible la amplificación de la inserción. 
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Los productos de amplificación se separan por electroforesis y se evalúan respecto de su calidad. Si se detecta un 
fragmento PCR en la medida correspondiente, tiene lugar una valoración positiva. De cada 4º grupo se transfiere 
respectivamente la colonia del primer fragmento PCR positivo a la preparación subsiguiente de plásmido.  

1.7. Preparación de plásmido 

Se transfiere una alícuota de colonias positivas a un pozo de una placa Deepwell lleno de medio completo (LB) y 
canamicina y se incuba por una noche a 37 °C. 

La preparación de plásmido se efectúa según las prescripciones del protocolo estándar Qiaprep (empresa Qiagen). 

1.8. Transformación de agrobacterias 

1 ng del ADN – plásmido aislado se transforma por medio de electroporación en células competentes de 
Agrobacterium tumefaciens, cepa GV 3101 pMP90 (Koncz and Schell, Mol. Gen. Gent. 204, 383-396, 1986) en una 
termoplaca de 96 pozos. Luego se efectúa la adición de medio completo (YEP) y su trannsferencia a una placa 
Deepwell de 96 pozos con incubación por 3 h a 28 °C. A continuación toda la mezcla se cultiva sobre placas de agar 
EP con canamicina y se incuba 48 h a 28 °C. 

2. Transformación de plantas y selección 

Los constructos de plásmidos presentes en las agrobacterias generadas según 1. se encuentran disponibles para la 
transformación de plantas 

2.1. Cultivo de bacterias  

Con ayuda de la punta de una pipeta se recoge una colonia desde la plca de agar y se lleva a 3 ml de medio TB 
líquido que también contiene canamicina, rifampicina y gentamicina. Elprecultivo crece 48 h a 28 °C y 120 rpm. 

Para el cultivo principal se usan 400 ml de medio LB que también contiene canamicina y gentamicina. El precultivo 
se transfiere al cultivo principal. Este crece 18 h a 28 °C y 120 rpm. Después de centrifugar a 4000 rpm el 
comprimido se resuspende en medio de infiltración (medio MS, sacarosa de 10 %). 

2.2. Cultivo de plantas 

Los platos (Piki Saat 80, verdes con fondo de tamiz, 30 x 20 x 4,5 cm, empresa Wiesauplast, Kunststofftechnik, 
Alemania) se llenan hasta la mitad con un sustrato GS 90 (tierra estándar, Werkverband E.V., Alemania). Los platos 
se remojan por una noche con solución de Previcur de 0,05 % (Previcur N, Aventis CropScience). Semillas de 
Arabidopsis thaliana C24 se dispersan sobre los platos, aproximadamente 1000 semillas por plato. Los platos se 
cubren con una cubierta y se ponen en la cámara de estratificación (8 h, 110 μE, 22 °C; 16 h, oscuro, 6 °C). Después 
de 5 días se ponen los platos el fitotrón de día corto ( 8h 130 μE, 22 °C; 16 h, oscuro, 20 °C). Aquí se quedan 
aproximadamente 10 días hasta que se forman las primeras hojas vegetativas. 

Las plántulas se transfieren a las macetas que contienen el mismo sustrato (macetas Teku, 10 cm Ø, serie LC, 
fabricante Pöppelmann GmbH&Co, Alemania). Se pican nueve plantas en una maceta. Las macetas se ponen de 
nuevo en el fitotrón de día corto para que sigan creciendo. 

Después de 10 días las plantas van a la cabina de invernadero (iluminación adicional, 16 h, 340 μE, 22 °C; 8 h, 
oscuro, 20 °C). Aquí siguen creciendo aún por 17 días. 

2.3. Transformación 

Plantas de Arabidopsis de 6 semanas de edad, ya florecientes, se sumergen por 10 segundos a la suspensión de 
agrobacterias arriba descrita. Esta se había mezclado previamente con 10 μl de Silwett L77 (Crompton S.A., Osi 
Specialties, Suiza). El método correspondiente se describe en Clough y Bent, 1998. 

A continuación las plantas se colocan en una cámara húmeda por 18 h. Después para seguir el crecimiento se 
ponen las macetas de nuevo en el invernadero. Aquí las plantas permanecen 10 semanas más hasta que pueden 
cosecharse las semillas. 
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2.4. Selección 

Dependiendo del marcador de resistencia usado para la selección de las plantas transformadas se plantan en el 
invernadero las semillas cosechadas y se someten a selección por aspersión o se cultivan después de la 
esterilización sobre placas de agar con el respectivo agente de selección. Después de cerca de 10-14 días se 

5 distinguen claramente las plantas resistentes transformadas de las plántulas de tipo silvestre muertas y pueden 
picarse en macetas de 6 cm. Para la selección en el invernadero se aspergen plántulas por 3 días después de la 
estratificación con una solución acuosa de 4 mg/l de Pursuit. Esta selección se repite después de 3 días y de 5 días. 
Después de otros 2 días las plántulas (plántulas en la etapa de cuatro hojas) resistentes transformadas pueden 
distinguirse distintivamente de las plántulas no transformadas. Las plántulas que no son transgénicas están 

10 descoloridas o muertas. Las plantas transformadas resistentes se pican en macetas de 6 cm, allí se cultivan y se 
obtienen sus semillas. Las semillas de las plantas transgénicas de A. thaliana se conservan en el congelador (a -20 
°C). 

De este modo y manera se genera una población de plantas transgénicas o el material derivado de las mismas de la 
especie Arabidopsis thaliana, en cuyo genoma está integrado respectivamente un segmento codogénico del gen de 

15 Saccharomyces cerevisiae. 

Esta población se investiga funcionalmente. Como ejemplo sirve la investigación fenotípica en condiciones normales 
y de estrés. 

3. Descripción de los análisis morfológicos. 

3.1. Provisión del material vegetal 

20 Para la siembra se usaron macetas plásticas con un diámetro de 60 mm. Como mezcla de suelos se mezcla 
conjuntamente una mezcla de sustrato GS-90 y arena de cuarzo (4:1 V/V) en la máquina para enmacetar y se llenan 
las macetas. Después se agrupan 35 macetas en un plato y se tratan con Previcur. Para el tratamiento se llevan 25 
ml de Previcur a 10 I de agua. Esta cantidad alcanzó para tratar cerca de 200 macetas. Las macetas se ponen en la 
solución de Previcur y se riegan desde arriba adicionalmente con agua de acueducto sin Previcur. La siembra tiene 

25 lugar el mismo día. 

Para la siembra se retiran las semillas guardadas en el congelador (a -20 °C) de los recipientes de reacción con 
ayuda de un palillo de dientes y se transfiere a las macetas con la mezcla de tierra. En total se distribuyem cerca de 
5-12 semillas en la mitad de la maceta. 

Después de la siembra se cubren los platos con las macetas con una capucha plástica que se ajusta a las mismas y 
30 se ponen en la cámara de crecimiento a la luz por 16 h (20 °C) y 3-4 días de oscuridad (4 °C). La humedad alcanza 

cerca de 80-90 %. Después de la estratificación se cultivan plantas de ensayo por 21 días a un ritmo de 16 horas de 
día y 8 horas de noche a 20 °C y una humedad de aire de 60%. Como fuente de luz sirven tubos de Vialox de 
Osram, los cuales generan una luz del color SON-T PLUS con una intensidad de 220 μE/m2/s. 

Después de la estratificación se separan las plántulas en la edad de 10 días. Las plantas que crecen en la mitad de 
35 la maceta de la manera más óptima se consideran como plantas objetivo. Con ayuda de pinzas metálicas se retiran 

cuidadosamente todas las plantas restantes y se desechan. 

Durante el crecimiento se riegan las plantas dos veces al día con agua de acueducto desde arriba (sobre la tierra). 

3.2. Análisis morfológico 

Las plantas de ensayo se evalúan a la edad de 21 días según una clave de desarrollo. Todas las desviaciones 
40 morfológicas de la planta de referencia (tipo silvestre no modificado por ingeniería genética) se registran en tal caso. 

La clave de desarrollo agrupa todas las desviaciones morfológicas de las plantas de Arabidopsis en seis grupos 
principales. En este caso se distingue entre: mutantes de pigmento, mutantes de cabeza de col, mutantes enanos, 
mutantes de hoja, mutantes de rosetas y mutantes de flor. En el grupo principal respectivo se registran entre dos  y 
cinco fenotipos distintos. Así, por ejemplo, en el grupo principal de los mutantes de pigmento se distingue entre los 

45 mutantes albinos/amarillos, mutantes fucsia y los mutantes de color verde oscuro. Adicionalmente a los rasgos 
principales, en el grupo principal respectivo se registran otros rasgos como la forma de las hojas, el grado de 
hirsutismo de las hojas, el tamaño de las plantas y el tiempo de florecimiento. 
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Con la ayuda de la clave de desarrollo se detectan dentro de la población varias líneas en las que se observa una 
desviación morfológica distintiva  hacia el fenotipo del tipo silvestre. 

Así, las líneas (2510) que expresan el gen YKL174C (similarity to choline transport protein HNM1P), muestran un 
florecimiento temprano. En tal caso las plantas transgénicas florecen ya a la edad de 25 días. Por contraste, las 
plantas de tipo silvestre, no transgénicas florecen en las mismas condiciones de crecimiento solo a la edad de 30 
días o más. Adicionalmente al fenómeno del florecimiento temprano, con ayuda de la clave puede identificarse otros 
rasgos morfológicos como pigmentación de color verde oscuro y enanismo. 

Líneas que expresan el gen YKR009C (hidratasa-dehidrogenasa-epimerasa, peroxisomal), muestran al día 21 
después de la germinación un pequeño crecimiento. En tal caso el diámetro de roseta de las plantas transgénicas 
alcanzan cerca de 15 mm, por el contrario el diámetro de rosetas de un tipo silvestre de igual edad alcanza cerca de 
40 mm. La pigmentación también es distintivamente más oscura lo cual puede atribuirse a un contenido 
incrementado de clorofila. 

Otras líneas que expresan otros segmentos codogénicos determinados del gen también muestran modificaciones 
fenotípicas, mientras que en la expresión de los segmentos codogénicos residuales en el modelo de investigación 
subyacente no pueden registrarse modificaciones fenotípicas en las plantas transgénicas. 

3.3. Análisis de estrés a la sequía  

Después de la investigación de los rasgos morfológicos, las plantas de ensayp se exponen a la prueba de estrés a la 
sequía. Para garantizar las mismas condiciones de estrés a la sequía para todas las plantas de ensayo se remojan 
generosamente las plantas de ensayo antes del comienzo del estrés a la sequía. Esta medida debe garantizar a las 
plantas de ensayo tanta homogeneidad como sea posible con respecto al contenido de humedad. Para minimizar los 
daños por la luz, durante el ensayo se reduce la intensidad de luz a cerca de 150 μEm-2s-1. La humedad relativa del 
aire se reduce desde 60 % a 20 % a 20 °C. En tal caso, la reducción de la humedad relativa del aire transcurre por 
pasos en 10 % por día. Para excluir efectos específicos de posición las bandejas de cultivo con las plantas de 
ensayo rotan durante todo el tiempo del ensayo en la cámara. 

Las plantas que muestran una reacción sensible frente al agente de estrés (sensible en comparación con el tipo 
silvestre) se registran en el día 7, 8, y 9 después del inicio del estrés. En tal caso las hojas viejas de la planta 
sensible a la sequía se tinturan de color amarillento o verde claro y se encuentran marchitas en el suelo. Por 
contraste, las hojas más jóvenes se curvan y se asemejan por el color a las hojas sanas. El tamaño de las plantas 
sensibles a la sequía comprende, por lo contrario, aproximadamente al del tipo silvestre. Al día 9 después del inicio 
del estrés, las plantas sensibles a la sequía se desecan y se ponen quebradizas. 

Las plantas que en comparación con las plantas de referencia del tipo silvestre muestran una resistencia a la sequía 
se observan diariamente entre el día 11 y el día 14 después del inicio del estrés. Las observaciones se documentan. 
El fenotipo de las plantas resistentes a la sequía no se diferencia en tal caso del fenotipo de una planta no 
estresada. Por el contrario, las plantas del tipo silvestre se desecan después del día 10. 

Así, la expresión de determinados segmentos codogénicos del gen de Saccharomyces cerevisiae (en particular los 
ORFs YDR51w y YER174c que codifican para la glutaredoxina y tioredoxina) causa una resistencia a la sequía 
mejorada en Arabidopsis thaliana en comparación con el tipo silvestre, mientras que la expresión de los segmentos 
codogénicas restantes no tiene influencia en la resistencia a la sequía. 

3.4. Análisis al estrés por helada. 

Para el análisis del congelamiento se cultivan las plantas de ensayo de la forma descrita arriba. A la edad de 21 días 
se exponen entonces al ensayo de estrés por congelamiento. Para evitar los daños por luz durante el ensayo la 
intensidad de la luz se reduce durante el ensayo a cerca de 50 μEm-2s-1. La humedad relativa del aire no se modifica 
durante el ensayo. El estrés por congelamiento se realiza a las siguientes temperaturas: primero 10 horas a -2 °C y 
después 48 horas a -6 °C. la transición de 20 °C a -2 °C, de -2 °C a -6 °C y de -6 °C a 20 °C dura respectivamente 4 
horas. Estas condiciones de estrés alcanzan para matar las plantas de tipo silvestre. 3 días después de finalizar el 
estrés por congelamiento las plantas de ensayo se investigan respecto de la existencia de reacciones de resistencia. 

En las líneas resistentes al congelamiento se observa que siguen creciendo 3 días después del final del estrés. En 
tal caso no se observaron lesiones o lesiones aisladas por la helada. Estas se limitan en la mayoría de los casos a 
las hojas más viejas. Las lesiones por congelamiento se caracterizan por la desecación y por la decoloración de los 
sitios lesionados, en particular de las hojas. En tal caso las hojas descoloridas son verde claro o amarillas. 
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Así, la expresión de determinados segmentos codogénicos del gen de Saccharomyces cerevisiae causan en 
Arabidopsis thaliana una resistencia mejorada a la helada en comparación con el tipo silvestre, mientras que la 
expresión de los segmentos codogénicos restantes del gen no tiene influencia en la resistencia a la helada. 

4. Cultivo de las plantas para estudios bioanalíticos 

Para el estudio bioanalítico de las plantas se necesita un cultivo rápido y uniforme de las plantas. 

Como mezcla de suelos se hace una mezcla de sustrato GS-90 y arena de cuarzo (4:1 VN) en la máquina para 
poner en macetas (Laible System GmbH, Singen, Alemania) y se llenan las macetas. Después se agrupan 35 
macetas en un plato y se tratan con Previcur. Para el tratamiento se llevan 25 ml de Previcur a 10 l de agua de 
acueducto. Esta cantidad alcanzó para tratar cercea de 200 macetas. Las macetas se ponen en la solución de 
Previcur y se regó desde arriba adicionalmente con agua de acueducto sin Previcur. La siembra tiene lugar en el 
mismo día. 

Para la siembra se retiran las semillas guardadas en el congelador (a -20 °C) de los tubos de Eppendorf con ayuda 
de un palillo de dientes y se trasladan a las macetas con la mezcla de tierra. En total se distribuyen cerca de 5-12 
semillas en la mitad de la maceta. 

Después de la siembra se cubren los platos con las macetas con una capucha de plástico que se ajista a las 
macetas y se ponen en la cámara de crecimiento a 16 h de luz a 20 °C y 8 h de oscuridad a 4 °C. La humedad 
alcanza cerca de 80-90 % por una duración del tratamiento de 72 h. Después de la  estratificación se cultivan 
plantas de ensayo por 21 días con un ritmo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad a 20 °C, una humedad del aire de 60 
% y una concentración de CO2 de 400 ppm. Como fuentes de luz sirven lampas Powerstar HQI-T 250 W/D Daylight 
de Osram, las cuales generan una luz similar al espectro de luz del sol con una intensidad de luz de 220 μE/m2/s. 

Después de la estratificación se separan las plántulas de edad de 10 días. Las plantas que mejor crecen en el centro 
de la maceta se consideran como planta objetivo. Con ayuda de pinzas de metal todas las demás plantas se retiran 
y se desechan. 

Durante el crecimiento se riegan las plantas dos veces diariamente con agua de acueducto desde arriba (sobre las 
plantas/macetas). Las plantas se cultivan después de cerca de 22 días con un peso de cerca de 300-400 mg para el 
análisis. 

5. Análisis metabólicos 

Después de la cosecha rápida, el material vegetal se congela por choque en nitrógeno líquido, se seca por helada y 
a continuación se extrae por medios de extracción acelerada del solvente (ASE) usando metanol/agua y 
metanol/diclorometano. Después de una distribución líquido/líquido se concentran alícuotas de la fase orgánica y de 
la fase acuosa hasta secar. En el caso de la fase orgánica la derivatización comprende transmetilación seguirá por 
metoxiaminación mediante reacción con metoxiamina hidrocloruro y trimetilsililación con MSTFA (N-metil-N
(trimetilsilil)-trifluoracetamida). La fase metanólica/ acuosa se derivatiza solo por medio de metoxiaminación y 
trimetilsililación. La determinación final se efectúa con GC/EI-MS. Para la LCMS/MS los extractos que se han 
evaporado hasta la sequedad se llevan a la fase móvil y luego se analizan. 

De esta manera el material vegetal puede estudiarse para el contenido de los aminoácidos metionina y treonina, por 
ejemplo. Para este propósito el contenido de metionina y el contenido de treonina se determinan por cromatografía 
líquida y de gas (LC y GC) para cada planta transgénica en la población arriba descrita (Arabidopsis thaliana con 
segmentos codogénicos de gen de Saccharomyces cerevisiae) en cada caso en 15 líneas transgénicas y otras 
muestras de plantas del tipo silvestre que sirven para comparación (Arabidopsis thaliana). Para evaluar los 
cromatogramas las áreas o las alturas medidas de los máximos de los analitos a determinar (metionina o treonina) 
se divide por el área o la altura de los máximos del estándar interno respectivo. Estos valores se estandarizan al 
peso fresco determinado para la planta. Después el valor se relaciona para cada planta transgénica con el 
respectivo grupo silvestre de control dividiéndolo por el valor promedio (factor 1) de los 5 valores obtenidos para las 
plantas de tipo silvestre concernidas. 

Además, el valor para una planta transgénica con un ORF determinado determinado se refiere al valor promedio de 
los valores de todas las otras 14 plantas transgénicas a cuyo genoma no se integra el ORF, y a los valores de los 5 
controles de tipo silvestre (Factor 2). 
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En las siguientes tablas se listan estos valores de dos experimentos realizados independientemente uno de otro 
para las plantas en cuo genoma se integra el ORF YEL046C de Saccharomyces cerevisiae. 

Analito Factor 1  Factor 2  GC/LC 

Metionina  3,46-3,58 3,31-3,4 LC 

Treonina 0,45-0,15 0,61-0,15 LC 

Treonina 0,17-0,16 0,18-0,16 GC 

Metionina  3,31-3,67 3,5-3,53 GC 

Por consiguiente, aquellas plantas transgénicas a cuyo genoma se ha integrado el ORF YEL046C que codifica para 
la treoninan-aldolasa tienen un contenido distintivamente elevado de metionina y un contenido distintivamente 
reducido de treonina. Esto se aplica tanto para la comparación con plantas de tipo silvestre (Factor 1) como también 
para la comparación con las restantes plantas transgénicas de la población investigada  a cuyo genoma se ha 
integrado el dicho ORF (factor 2). 
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REIVINDICACIONES 

1. Población de plantas transgénicas que comprende un grupo de plantas transgénicas donde al genoma de cada 
planta transgénica del grupo se ha integrado un segmento codogénico del gel de un organismo donante  pero ningún 
otro segmento codogénico del gen del organismo donante, y la población puede obtenerse: 

a) suministrando un segmento codogénico del gen del organismo donante; 

b) integrando este segmento codogénico del gen en el genoma de una planta; y 

c) realizando los pasos a) y b) para al menos el 50 % de todos los segmentos codogénicos del gen del organismo 
donante en una cantidad correspondiente de plantas de tal modo que cada una de estas plantas tenga un segmento 
codogénico del gen pero no otro, y el organismo donante se selecciona de entre Acetobacter (subgen. Acetobacter) 
aceti; Acidithiobacillus ferrooxidans; Acinetobacter sp.; Actinobacillus sp; Aeromonas salmonicida; Agrobacterium 
tumefaciens; Aquifex aeolicus; Arcanobacterium pyogenes; Aster yellows phytoplasma; Bacillus sp.; Bifidobacterium 
sp.; Borrelia burgdorferi; Brevibacterium linens; Brucella melitensis; Buchnera sp.; Butyrivibrio fibrisolvens; 
Campylobacter jejuni; Caulobacter crescentus; Chlamydia sp.; Chlamydophila sp.; Chlorobium limicola, Citrobacter 
rodentium; Clostridium sp.; Comamonas testosteroni; Corynebacterium sp.; Coxiella burnetii; Deinococcus 
radiodurans; Dichelobacter nodosus; Edwardsiella ictaluri; Enterobacter sp.; Erysipelothrix rhusiopathiae; Escherichia 
coli; Flavobacterium sp.; Francisella tularensis; Frankia sp. Cpl1; Fusobacterium nucleatum; Geobacillus 
stearothermophilus; Gluconobacter oxydans; Haemophilus sp.; Helicobacter pylori; Klebsiella pneumoniae; 
Lactobacillus sp.; Lactococcus lactis; Listeria sp.; Mannheimia haemolytica; Mesorhizobium loti; Methylophaga 
thalassica; Microcystis aeruginosa; Microscilla sp. PRE1; Moraxella sp. TA144; Mycobacterium sp.; Mycoplasma sp.; 
Neisseria sp.; Nitrosomonas sp.; Nostoc sp. PCC 7120; Novosphingobium aromaticivorans; Oenococcus oeni; 
Pantoea citrea; Pasteurella multocida; Pediococcus pentosaceus; Phormidium foveolarum; Phytoplasma sp.; 
Plectonema boryanum; Prevotella ruminicola; Propionibacterium sp.; Proteus vulgaris; Pseudomonas sp.; Ralstonia 
sp.; Rhizobium sp.; Rhodococcus equi; Rhodothermus marinus; Rickettsia sp.; Riemerella anatipestifer; 
Ruminococcus flavefaciens; Saccharomyces cerevisiae; Salmonella sp.; Selenomonas ruminantium; Serratia 
entomophila; Shigella sp.; Sinorhizobium meliloti; Staphylococcus sp.; Streptococcus sp.; Streptomyces sp.; 
Synechococcus sp.; Synechocystis sp. PCC 6803; Thermotoga maritima; Treponema sp.; Ureaplasma urealyticum; 
Vibrio cholerae; Vibrio parahaemolyticus; Xylella fastidiosa; Yersinia sp.; Zymomonas mobilis. 

2. Población según la reivindicación 1, caracterizada porque los segmentos codogénicos del gen se integran al 
genoma nuclear. 

3. Población según la reivindicación 1 o 2, caracterizada porque se integran 1 a 5 copias por células de planta 
transgénica. 

4. Población según una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada porque los segmentos codogénicos del gen 
están flanqueados por secuencias de ADN-T, por uno o por ambos lados. 

5. Población según una de las reivindicaciones precedentes, caracterizada porque los segmentos codogénicos del 
gen están conectados funcionalmente con secuencias regulatorias. 

6. Población según la reivindicación 5, caracterizada porque las secuencias regulatorias contienen secuencias que 
codifican péptido de señal y/o de tránsito. 

7. Población según una de las reivindicaciones precedentes, caracterizada porque la población comprende al menos 
otra planta en cuyo genoma se integra un segmento codogénico del gen en combinación con otro segmento 
codogénico del gen o varios otros segmentos codogénicos del gen del organismo donante. 

8. Población según una de las reivindicaciones precedente, caracterizada porque las plantas transgénicas 
pertenecen al género Arabidopsis. 

9. Población según una de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizada porque las plantas transgénicas pertenecen al 
género Oryza. 

10. Método para la generación de una población de plantas transgénicas en el cual 

a) se suministra un segmento codogénico del gen de un organismo donante; 
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b) se integra este segmento codogénico del gen en el genoma de una planta; y 

c) se realizan los pasos a) y b) para al menos el 50 % de todos los sementos codogénicos del gen del organismo 
donante en una cantidad correspondiente de plantas, de tal modo que cada una de estas plantas tiene un segmento 
codogénico del gen, pero no otro, en cuyo caso el organismo donante se selecciona de entre Acetobacter (subgen. 
Acetobacter) aceti; Acidithiobacillus ferrooxidans; Acinetobacter sp.; Actinobacillus sp; Aeromonas salmonicida; 
Agrobacterium tumefaciens; Aquifex aeolicus; Arcanobacterium pyogenes; Aster yellows phytoplasma; Bacillus sp.; 
Bifidobacterium sp.; Borrelia burgdorferi; Brevibacterium linens; Brucella melitensis; Buchnera sp.; Butyrivibrio 
fibrisolvens; Campylobacter jejuni; Caulobacter crescentus; Chlamydia sp.; Chlamydophila sp.; Chlorobium limicola; 
Citrobacter rodentium; Clostridium sp.; Comamonas testosteroni; Corynebacterium sp.; Coxiella burnetii: 
Deinococcus radiodurans; Dichelobacter nodosus; Edwardsiella ictaluri; Enterobacter sp.; Erysipelothrix 
rhusiopathiae; Escherichia coli; Flavobacterium sp.; Francisella tularensis; Frankia sp. CpI1; Fusobacterium 
nucleatum; Geobacillus stearothermophilus; Gluconobacter oxydans; Haemophilus sp.; Helicobacter pylori; Klebsiella 
pneumoniae; Lactobacillus sp.; Lactococcus lactis; Listeria sp.; Mannheimia haemolytica; Mesorhizobium loti; 
Methylophaga thalassica; Microcystis aeruginosa; Microscilla sp. PRE1; Moraxella sp. TA144; Mycobacterium sp.; 
Mycoplasma sp.; Neisseria sp.; Nitrosomonas sp.; Nostoc sp. PCC 7120; Novosphingobium aromaticivorans; 
Oenococcus oeni; Pantoea citrea; Pasteurella multocida; Pediococcus pentosaceus; Phormidium foveolarum; 
Phytoplasma sp.; Plectonema boryanum; Prevotella ruminicola; Propionibacterium sp.; Proteus vulgaris; 
Pseudomonas sp.; Ralstonia sp.; Rhizobium sp.; Rhodococcus equi; Rhodothermus marinus; Rickettsia sp.; 
Riemerella anatipestifer, Ruminococcus flavefaciens; Saccharomyces cerevisiae; Salmonella sp.; Selenomonas 
ruminantium; Serratia entomophila; Shigella sp.; Sinorhizobium meliloti; Staphylococcus sp.; Streptococcus sp.; 
Streptomyces sp.; Synechococcus sp.; Synechocystis sp. PCC 6803; Thermotoga maritima; Treponema sp.; 
Ureaplasma urealyticum; Vibrio cholerae; Vibrio parahaemolyticus; Xylella fastidiosa; Yersinia sp.; Zymomonas 
mobilis. 

11. Método según la reivindicación 10, caracterizado porque para suministrar el segmento codogénico del gen se 
transforman bacterias del género Agrobacterium con el segmento codogénico del gen. 

12. Método según la reivindicación 11, caracterizado porque la bacteria Agrobacterium tumefaciens. 

13. Método según la reivindicación 10, caracterizado porque el segmento codogénico del gen se integra al genoma 
de una planta 

b1) dejando actuar agrobacterias que se transforman con el segmento codogénico del gen sobre las plantas o el 
material biológico adecuado de las mismas; y 

b2) obteniendo las plantas transgénicas o material biológico adecuado de las mismas. 

14. Método según la reivindicación 13, caracterizado porque se deja actuar las agrobacterias in planta. 

15. Método según la reivindicación 13, caracterizado porque  para la obtención de las plantas transgénicas o del 
material biológico adecuado de las mismas primero se obtienen las semillas de las plantas tratadas con 
agrobacterias, se siembran y se someten a condiciones selectivas y se obtienen las plantas transformadas o el 
material biológico adecuado de las mismas. 

16. Material transgénico biológico que puede obtenerse de manera conocida de por sí a partir de una población de 
plantas transgénicas según una de las reivindicaciones 1 a 9 y comprende al menos el 50 % de todos los segmentos 
codogénicos del gen del organismo donante. 

17. Colección de constructos de plásmidos que comprende un grupo de constructos de plásmidos donde en cada 
constructo del grupo se ha integrado un segmento codogénico del gen de un organismo donante, pero no otro 
segmento codogénico del gen del organismo donante; la colección puede obtenerse 

a) suministrando un segmento codogénico del gen del organismo donante; 

b) integrando este segmento codogénico del gen en un constructo de plásmido; y 

c) realizando los pasos a) y b) para al menos el 50 % de todos los segmentos codogénicos del gen del organismo 
donante en un una cantidad correspondiente de constructos de plásmidos, de tal modo que cada uno de estos 
constructos tiene un segmento codogénico del gen, pero no otro, y el organismo donante se selecciona entre 
Acetobacter (subgen. Acetobacter) aceti; Acidithiobacillus ferrooxidans; Acinetobacter sp.; Actinobacillus sp; 
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Aeromonas salmonicida; Agrobacterium tumefaciens: Aquifex aeolicus; Arcanobacterium pyogenes; Aster yellows 
phytoplasma; Bacillus sp.; Bifidobacterium sp.; Borrelia burgdorferi; Brevibacterium linens; Brucella melitensis; 
Buchnera sp.; Butyrivibrio fibrisolvens; Campylobacter jejuni; Caulobacter crescentus; Chlamydia sp.; Chlamydophila 
sp.; Chlorobium limicola; Citrobacter rodentium; Clostridium sp.; Comamonas testosteroni; Corynebacterium sp.; 

5 Coxiella burnetii; Deinococcus radiodurans; Dichelobacter nodosus; Edwardsiella ictaluri; Enterobacter sp.; 
Erysipelothrix rhusiopathiae: Escherichia coli; Flavobacterium sp.; Francisella tularensis; Frankia sp. Cpl1; 
Fusobacterium nucleatum; Geobacillus stearothermophilus; Gluconobacter oxydans; Haemophilus sp.; Helicobacter 
pylori; Klebsiella pneumoniae; Lactobacillus sp.; Lactococcus lactis; Listeria sp.; Mannheimia haemolytica; 
Mesorhizobium loti; Methylophaga thalassica; Microcystis aeruginosa; Microscilla sp. PRE1; Moraxella sp. TA144; 

10 Mycobacterium sp.; Mycoplasma sp.; Neisseria sp.; Nitrosomonas sp.; Nostoc sp. PCC 7120; Novosphingobium 
aromaticivorans; Oenococcus oeni; Pantoea citrea; Pasteurella multocida; Pediococcus pentosaceus; Phormidium 
foveolarum; Phytoplasma sp.; Plectonema boryanum; Prevotella ruminicola; Propionibacterium sp.; Proteus vulgaris; 
Pseudomonas sp.; Ralstonia sp.; Rhizobium sp.; Rhodococcus equi; Rhodothermus marinus; Rickettsia sp.; 
Riemerella anatipestifer; Ruminococcus flavefaciens; Saccharomyces cerevisiae; Salmonella sp.; Selenomonas 

15 ruminantium; Serratia entomophila; Shigella sp.; Sinorhizobium meliloti; Staphylococcus sp.; Streptococcus sp.; 
Streptomyces sp.; Synechococcus sp.; Synechocystis sp. PCC 6803; Thermotoga maritima; Treponema sp.; 
Ureaplasma urealyticum; Vibrio cholerae; Vibrio parahaemolyticus; Xylella fastidiosa; Yersinia sp.; Zymomonas 
mobilis. 

18. Colección según la reivindicación 17, caracterizada porque los segmentos codogénicos del gen están 
20 conectados funcionalmente con secuencias regulatorias. 

19. Colección según la reivindicación 18, caracterizada porque las secuencias regulatorias son vegetales. 

20. Colección según una de las reivindicaciones 17 a 19, caracterizada porque los constructos se basan en vectores 
binarios. 

21. Población de un organismo huésped que contiene la colección de constructos de plásmidos según una de las 
25 reivindicaciones 17 a 20. 

22. Método para la investigación funcional de una población según una de las reivindicaciones 1 a 9, en el cual  

a) se suministra la población; 

b) opcionalmente se someten las plantas a condiciones de estrés; y 

c) se compara un rasgo fenotípico o el metabolismo de cada una de las plantas de la población con el fenotipo o el 
30 metabolismo de una planta de referencia, en cuyo caso en el genoma de la planta no se ha integrado ninguno de los 

segmentos codogénicos del gen del organismo donante, comprendidos por la población. 

23. Método según la reivindicación 22, donde el rasgo fenotípico se selecciona entre crecimiento, color, morfología y 
comportamiento al florecer de las plantas.  

24. Método según una de las reivindicaciones 22 o 23, donde el estrés es abiótico o biótico.  

35 25. Método según una de las reivindicaciones 22 a 24, donde el estrés es estrés al frío o estrés a la sequía. 

26. Uso de una población de plantas trnasgénicas según una de las reivindicaciones 1 a 9 o de un material biológico 
derivado de las mismas según la reivindicación 16, para la determinación de la función de los segmentos 
codogénicos del gen. 
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