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DESCRIPCION

El gen del factor de transcripcion OsNACx del arroz y su uso para mejorar la tolerancia de las plantas a la sequia y la
sal.

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un polinucleétido aislado capaz de dar a una planta tolerancia al estrés por sequia
y/o sal, que comprende una secuencia de polinucleétidos como se muestra en la SEC ID N.°: 1 capaz de dar a una
planta tolerancia al estrés por sequia y/o sal. La presente invencidén también se refiere a un vector de expresion que
comprende dicho nucleétido y a una célula huésped transformada o transfectada con dicho vector de expresion. La
presente invencion se refiere ademas a un uso de dicha secuencia de polinucledtidos o promotora en la mejora de la
tolerancia de plantas al estrés por sequia y/o sal.

Técnica anterior

El crecimiento de las plantas esta normalmente influenciado por muchos factores ambientales, entre los que el dafio
por sequia y/o sal son factores principales que dan como resultado una gran reduccién de la produccion de cosecha
en muchas zonas. Por tanto, siempre es un objetivo principal en las investigaciones de ciencia y tecnologia agricola
desarrollar especies de cultivo con tolerancia al estrés.

Para resistir o adaptarse a factores ambientales desfavorables, las plantas reciben cambios extracelulares de las
condiciones ambientales y los transfieren a través de muchas rutas al interior de las células para inducir la expresion
de algunos genes de respuesta y generar algunas proteinas funcionales, sustancias osmorreguladoras, asi como
factores de transcripcion para transmision de sefiales y regulacion de la expresidon génica, de forma que las plantas
sean capaces de elaborar respuestas correspondientes a los cambios ambientales y evitar dafios provocados por el
estrés por sequia, exceso de sal y/o baja temperatura. (Xiong y col, Cell signaling during cold, drought and salt
stress. Plant Cell. 14 (supl), S165-S183, 2002). Los factores de regulacién regulan con precision la expresion de
genes funcionales para responder a cambios ambientales. Cuando las plantas se enfrentan a estreses, un factor de
transcripcion como un gen de control es capaz de regular la expresion de una serie de genes corriente abajo para
potenciar la tolerancia de las plantas a los estreses.

Kawasaki y col (2001) utilizé micromatrices para analizar el perfil de expresion temprana del arroz bajo estrés por
exceso de sal y divulgd que una gran cantidad de genes estaban inducidos o inhibidos y que la induccion y
expresion de estos genes estaban reguladas por factores de transcripcion (Kawasaki S, Borchert C, Deyholos M,
Wang H, Brazille S, Kawai K, Galbraith D y Bohnert H J. Gene expression profiles during the initial phase of salt
stress in rice, Plant Cell, 2001, 13: 889-905). Se encuentra que las familias de factores de transcripcion de
AP2/EREBP, dedos de cinc, Myb, bZIP en Arabidopsis thaliana estan inducidas para expresarse o inhibirse bajo
diferentes estreses (Shinozaki K y col, Monitoring the Expression Pattern of 1300 Arabidopsis Genes under Drought
and Cold Stresses by Using a Full-Length cDNA Microarray, Plant Cell, 2001, 13: 61-72). Por tanto, se considera que
estas familias de transcripcién son muy importantes en la regulacion durante el procedimiento de respuesta al estrés
de las plantas. Por lo tanto, la separacion e identificacion de factores de transcripcidon que tienen una funcién
reguladora esencial para la respuesta a los estreses y su uso para la mejora genética de los cultivos para resistir
estreses son importantes y significativas para el cultivo de semillas.

Basandose en la informaciéon conocida sobre los factores de transcripcion de Arabidopsis thaliana, se han realizado
algunos estudios para mejorar las tolerancias de las plantas. Las plantas de Arabidopsis thaliana transgénicas
cultivadas usando EREB1A y DREB2A tienen mayores tolerancias a temperatura baja, sequia y salinidad alta que
las de tipo natural (Liu Q y col, Two transcription factors, DREB1 and DREB2, with an EREBP/AP2 DNA domains
separate two cellular signal transduction pathways in drought - and low-temperature-responsive gene expression,
respectively, in Arabidopsis. Plant Cell. 1998, 10: 1391-1406). El grupo de investigacion de Thomashow MF de la
universidad estatal de Michigan (EE. UU.) también cultivé plantas con tolerancia a la congelacién potenciada usando
el gen CBF1 de Arabidopsis thaliana en transformacién genética.

El arroz es uno de los cultivos alimentarios mas importantes. La tolerancia a la sequia y/o sal es especialmente
importante para el arroz. Sin embargo, no se ha desarrollado hasta el momento ninguna planta de arroz transgénica
con tolerancia a la sequia y/o sal. Por tanto, es significativo e importante descubrir los factores de transcripciéon
asociados con la tolerancia a la sequia y/o sal para cultivar una planta de arroz con tolerancia a la sequia y/o
congelacioén y, de este modo, incrementar la produccion de arroz.

Sumario de la invencién

Un objetivo de la presente invencidon es proporcionar un polinucleétido aislado capaz de dar a una planta,
preferentemente arroz, tolerancia al estrés por sequia y/o sal, que consiste en una secuencia de nucleétidos como
se muestra en la SEC ID N.°: 1, o una variante conservadora o secuencia degenerada que comprenda una o mas
sustituciones, deleciones, adiciones y/o inserciones en dicha secuencia de nucleétidos, o una secuencia hibridable
con dicha secuencia de nucleétidos bajo condiciones moderadamente rigurosas, o una secuencia complementaria a
ella, o una variante o un derivado que tenga al menos un 95 % de homologia y la misma funcién bioldgica que dicha
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secuencia de nucleotidos.

En una realizacion de la presente invencion, dicho polinucleétido consiste en la secuencia de ADN que se muestra
en las posiciones 1374-2453 de la SEC ID N.°: 1.

También se describe un promotor capaz de dar a una planta, preferentemente arroz, tolerancia al estrés por sequia y
sal, que comprende una secuencia de nucleotidos como se muestra en la secuencia de ADN de las posiciones 1-
1373 de la SEC ID N.°: 1, o una variante conservadora o secuencia degenerada que comprenda una o mas
sustituciones, deleciones, adiciones y/o inserciones en dicha secuencia de nucledtidos, o una secuencia hibridable
con dicha secuencia de nucleétidos bajo condiciones moderadamente rigurosas, 0 una secuencia complementaria a
ella, o una variante o un derivado que tenga al menos un 95 % de homologia y la misma o similar funcion biologica
que dicha secuencia de nucleétidos. Dicho promotor puede consistir en la secuencia de ADN que se muestra en la
secuencia de ADN de las posiciones 1-1373 de la SEC ID N.°: 1.

Otro objetivo de la presente invenciéon es proporcionar un vector de expresion que comprenda dicha secuencia de
polinucledtidos y/o dicha secuencia promotora.

Otro objetivo de la presente invencion es proporcionar una célula huésped transformada o transfectada con dicho
vector de expresion.

Otro objetivo de la presente invencion es proporcionar un uso de dicha secuencia de polinucledtidos para
incrementar la tolerancia al estrés por sequia y/o sal en una planta, preferentemente arroz.

Descripcion detallada de la invencion

El objetivo de la presente invencion es aislar un fragmento de ADN que comprenda la regién codificante del gen del
factor de transcripcién completa, clonarla y usarla para la mejora de la tolerancia del arroz y otras plantas a la
sequia. La presente invencién se basa en el descubrimiento por analisis estructural del gen obtenido que pertenece
a la familia de factores de transcripcion NAC especificos de plantas, y por tanto dicho factor de transcripcion se
denomina OsNACXx.

En la presente invencion, la expresion "polinucleétido aislado capaz de dar a una planta tolerancia al estrés por
sequia y/o sal" representa la secuencia de polinucleétidos que se muestra en la SEC ID N.°: 1 y ademas comprende
todas las variantes o derivados que tengan al menos un 95 % de homologia y la misma funcion bioldgica que la
secuencia que se muestra en la SEC ID N.°: 1.

El término "aislado" significa cambiado "artificialmente" desde su estado natural y/o aislado de su entorno natural.
Por tanto, si un componente "aislado" o sustancia presente en la naturaleza esta "aislado", se ha cambiado o
retirado de su entorno natural inicial o se ha sometido a ambos. Por ejemplo, un polinucleétido o polipéptido
naturalmente presente en animales vivos no esta "aislado", pero el mismo polinucleétido o polipéptido aislado a partir
de su estado natural esta "aislado", que es exactamente el término usado en el presente documento.

El término "polinucledtido(s)" como se usa en el presente documento, significa un polimero de cadena sencilla o
doble de bases de desoxirribonucleétidos o ribonucledtidos e incluye moléculas de ADN y de ARN correspondientes,
incluidas moléculas de ARNHn y ARNm, tanto cadenas sentido como antisentido, y comprende ADNc, ADN
gendémico y ADN recombinante, asi como polinucleétidos totalmente o parcialmente sintetizados. Una molécula de
ARNHnN contiene intrones y corresponde a una molécula de ADN generalmente de forma univoca. Una molécula de
ARNm corresponde a una molécula de ARNHn y ADN de la que se han escindido los intrones. Un polinucledétido
puede consistir en un gen entero, o cualquiera de sus porciones. Los polinucledtidos antisentido operables pueden
comprender un fragmento del polinucleétido correspondiente y la definicién de "polinucledtido” incluye, por lo tanto,
todos esos fragmentos antisentido operables.

Una "variante" de nucledtidos es una secuencia que difiere de la citada secuencia de nucleétidos en que tiene una o
mas deleciones, sustituciones o adiciones de nucledtidos. Tales modificaciones pueden introducirse facilmente
usando técnicas de mutagénesis estandar, tales como mutagénesis especifica de sitio dirigida a oligonucledtidos,
como se ensefia, por ejemplo, por Adelman y col. (DNA, 2: 183,1983). Las variantes de nucleétidos pueden ser
variantes alélicas naturales o variantes no naturales.

El término "homologia" cuando se usa en relacién con acidos nucleicos se refiere a un grado de complementariedad.
Puede existir homologia parcial u homologia completa (en otras palabras, identidad). "ldentidad de secuencia" se
refiere a una medida de relaciéon entre dos o mas acidos nucleicos y se da como un porcentaje con referencia a la
longitud de comparacion total. El céalculo de la identidad tiene en cuenta aquellos residuos de nucleétido que son
idénticos y estan en las mismas posiciones relativas en sus respectivas secuencias mas largas. Los calculos de
identidad pueden realizarse mediante algoritmos contenidos en programas informaticos, tales como "GAP" (Genetics
Computer Group, Madison, Wis.) y "ALIGN" (DNAStar, Madison, Wis.). Una secuencia parcialmente complementaria
es una que, al menos parcialmente, inhibe (o compite con) la hibridacion de una secuencia completamente
complementaria con un acido nucleico diana y a la que se hace referencia como "sustancialmente homologa". La
inhibicion de la hibridacion de la secuencia completamente complementaria con la secuencia diana puede
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examinarse usando un ensayo de hibridacion (bandas de Southern o northern, hibridacion de soluciones y similares)
bajo condiciones poco rigurosas. Una secuencia o sonda sustancialmente homéloga competira con e inhibira la
union (en otras palabras, la hibridaciéon) de una secuencia que es completamente homdloga a una diana bajo
condiciones poco rigurosas. Esto no quiere decir que las condiciones poco rigurosas sean tales que permitan la
unién no especifica; las condiciones poco rigurosas requieren que la uniéon de dos secuencia entre si sea una
interaccion especifica (en otras palabras, selectiva). La ausencia de unién no especifica puede ensayarse mediante
el uso de una segunda diana que no tenga siquiera un grado parcial de complementariedad (por ejemplo, identidad
de menos de aproximadamente el 30 %); en ausencia de unidén no especifica, la sonda no hibridara con la segunda
diana no complementaria.

Cuando se usa en referencia a una secuencia de acidos nucleicos de doble cadena tal como un ADNc o un clon
gendmico, la expresion "sustancialmente homdloga" se refiere a cualquier sonda que pueda hibridar con cualquiera
de las dos cadenas de la secuencia de acidos nucleicos de doble cadena bajo condiciones poco rigurosas como se
describe en.

Condiciones poco rigurosas cuando se usa en referencia a hibridacion de acidos nucleicos comprende condiciones
equivalentes a la unién o hibridacion a 42 °C en una solucién que consiste en SSPE 5x (43,8 g/l de NaCl, 6,9 g/l de
NaH,PO4 x H,O y 1,85 g/l de EDTA, pH ajustado a 7,4 con NaOH), SDS al 0,1 %, reactivo de Denhardt 5x [Denhardt
50X contiene por 500 ml: 5g de Ficoll (Tipo 400, Pharmacia), 5g de BSA (Fraccién V; Sigma)] y 100 pug/ml de ADN
de esperma de salmén desnaturalizado seguida de lavado en una solucion que comprende SSPE 5 X, SDS al 0,1 %
a 42 °C cuando se emplea una sonda de aproximadamente 500 nucleétidos de longitud.

Condiciones muy rigurosas cuando se usa en referencia a hibridaciéon de acidos nucleicos comprende condiciones
equivalentes a la unién o hibridacién a 42 °C en una solucién que consiste en SSPE 5x (43,8 g/l de NaCl, 6,9 g/l de
NaH;PO4 x H20 y 1,85 g/l de EDTA, pH ajustado a 7,4 con NaOH), SDS al 0,5%, reactivo de Denhardt 5x y 100 g/ml
de esperma de salmén desnaturalizado, seguida de lavado en una solucion que comprende SSPE 0,1X, SDS al
1,0% a 42 °C cuando se emplea una sonda de unos 500 nucledtidos de longitud.

Es bien conocido en la técnica que pueden emplearse numerosas condiciones equivalentes para comprender las
condiciones poco rigurosas; se tienen en consideracion factores tales como la longitud y naturaleza (ADN, ARN,
composicion de bases) de la sonda y la naturaleza de la diana (ADN, ARN, composicion de bases, presente en
solucion o inmovilizada, etc.) y la concentraciéon de las sales y otros componentes (por ejemplo, la presencia o
ausencia de formamida, sulfato de dextrano, polietilenglicol) y puede variarse la solucion de hibridacién para generar
condiciones de hibridacion poco rigurosa diferentes, pero equivalentes a las condiciones enumeradas anteriormente.
Ademas, en la técnica se conocen condiciones que promueven la hibridacién bajo condiciones muy rigurosas (por
ejemplo, incrementar la temperatura de las etapas de hibridacién y/o lavado, el uso de formamida en la solucién de
hibridacion, etc.).

Cuando se usa en referencia a una secuencia de acidos nucleicos de doble cadena tal como un ADNc o un clon
gendmico, la expresion "sustancialmente homoéloga" se refiere a cualquier sonda que pueda hibridar con cualquiera
de las dos cadenas de la secuencia de acidos nucleicos de doble cadena bajo condiciones poco a muy rigurosas
como se describe anteriormente.

Cuando se usa en referencia a una secuencia de acidos nucleicos de cadena sencilla, la expresion "sustancialmente
homdloga" se refiere a cualquier sonda que pueda hibridar (en otras palabras, es complementaria a) con la
secuencia de acidos nucleicos de cadena sencilla bajo condiciones de poco a muy rigurosas como se describe
anteriormente.

El término "hibridacion" se refiere al apareamiento de acidos nucleicos complementarios. La hibridacién y la fuerza
de la hibridacién (en otras palabras, la fuerza de la asociacion entre los acidos nucleicos) estan condicionadas por
factores tales como el grado de complementariedad entre los acidos nucleicos, la rigurosidad de las condiciones
implicadas, la Tm del hibrido formado y la relacién G:C dentro de los acidos nucleicos. Se dice que una molécula
sencilla que contenga apareamientos de acidos nucleicos complementarios dentro de su estructura esta
"autohibridada".

El término "T," se refiere a la "temperatura de fusion" de un &acido nucleico. La temperatura de fusién es la
temperatura a la que una poblaciéon de moléculas de acido nucleico de doble cadena se semidisocia en cadenas
sencillas. La ecuacién para calcular la T, de acidos nucleicos es bien conocida en la técnica. Como indican las
referencias estandar, una estimacion sencilla del valor de la T, puede calcularse con la ecuacion: T, = 81,5 + 0,41
(% G + C), cuando un acido nucleico esta en soluciéon acuosa con 1M de NaCl (véase, por ejemplo, Anderson y
Young, Quantitative Filter Hybridization (1985) in Nucleic Acid Hybridization). Otras referencias incluyen calculos mas
sofisticados que tienen en cuenta caracteristicas estructurales, asi como caracteristicas de secuencia para el calculo
de Tm.

Como se usa en el presente documento, el término "riguroso” se refiere a las condiciones de temperatura, fuerza
ionica y la presencia de otros compuestos tales como disolventes organicos, bajo las cuales se realizan las
hibridaciones de acidos nucleicos. Con condiciones "muy rigurosas", el apareamiento entre bases de acidos
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nucleicos tendra lugar sélo entre fragmentos de acidos nucleicos que tienen una alta frecuencia de secuencias de
bases complementarias. Por tanto, suelen requerirse condiciones "poco" rigurosas con acidos nucleicos procedentes
de organismos que son genéticamente distintos, ya que la frecuencia de secuencias complementarias es
normalmente menor.

Preferentemente, el "porcentaje de identidad de secuencia” se determina comparando dos secuencias alineadas
6ptimamente sobre una ventana de comparacion de al menos 20 posiciones, en la que la parte de la secuencia de
polinucledtidos en la ventana de comparacién puede comprender adiciones o deleciones (es decir, huecos) del 20
por ciento o menos, normalmente del 5 al 15 por ciento o del 10 al 12 por ciento, en comparacion con las secuencias
de referencia (que no comprenden adiciones o deleciones) para el alineamiento 6ptimo de las dos secuencias. El
porcentaje se calcula determinando el nimero de posiciones en las que las bases de acidos nucleicos o el residuo
aminoacidico idénticos aparecen en ambas secuencias para proporcionar el nimero de posiciones emparejadas,
dividiendo el numero de posiciones emparejadas entre el niumero total de posiciones en la secuencia de referencia
(es decir el tamario de la ventana) y multiplicando los resultados por 100 para obtener el porcentaje de identidad de
secuencia. En general, todos o una parte de los polinucleétidos descritos en el presente documento pueden
prepararse usando cualquier de varias técnicas.

En otras palabras, para obtener un polinucleétido con una secuencia de nucleétidos que tenga al menos un 95 % de
identidad con la secuencia de nucleétidos de referencia, podrian delecionarse o sustituirse por otros nucleétidos
hasta el 5 % de los nucleétidos de la secuencia de referencia; o podrian insertarse en la secuencia de referencia
hasta el 5 % de los nucleétidos con referencia a los nucleétidos totales de la secuencia de referencia; o podrian
someterse a una combinacion de delecidn, insercion y sustitucion hasta el 5 % de los nucleétidos con referencia a
los nucledtidos totales de la secuencia de referencia. Estas mutaciones en la secuencia de referencia pueden
aparecer en posicién 5- o 3-terminal de la secuencia de referencia o en cualquier posicién entre estas porciones
terminales, y existen en la secuencia de nucleétidos de referencia de forma individual o en uno o mas grupos
adyacentes.

Un aspecto de la presente invencién se refiere a un polinucledtido aislado capaz de dar a una planta tolerancia al
estrés por sequia y/o sal, que consiste en una secuencia de nucleétidos como se muestra en la SEC ID N.°: 1, o una
variante conservadora o secuencia degenerada que comprenda una o mas sustituciones, deleciones, adiciones y/o
inserciones en dicha secuencia de nucledétidos, o una secuencia hibridable con dicha secuencia bajo condiciones
moderadamente rigurosas, o una de sus secuencias complementarias, o una variante o derivado que tenga al
menos un 95 % de homologia y la misma funcién bioldgica que dicha secuencia de nucleotidos.

En una realizacion de la presente invencién, dicho polinucledtido consiste en la secuencia de ADN de las posiciones
1374-2453 de la SEC ID N.°: 1.

Se describe ademas un promotor capaz de dar a una planta, preferentemente arroz, tolerancia a estrés por sequia y
sal, que comprende una secuencia de nucledtidos como se muestra en la secuencia de ADN de las posiciones 1-
1373 de la SEC ID N.°: 1, o una variante conservadora o secuencia degenerada que comprenda una o mas
sustituciones, deleciones, adiciones y/o inserciones en dicha secuencia de nucledtidos, o una secuencia hibridable
con dicha secuencia bajo condiciones moderadamente rigurosas, o una de sus secuencias complementarias, o una
variante o derivado que tenga al menos un 95 % de homologia y la misma funcién bioldgica que dicha secuencia de
nucleétidos. Dicho promotor puede consistir en la secuencia de ADN que se muestra en la secuencia de ADN de las
posiciones 1-1373 de la SEC ID N.°: 1.

El gen o gen homdlogo de la presente invencidon puede examinarse a partir de una coleccion de ADNc y gendmica
usando una sonda/cebador de oligonucledtidos especifica de polinucleétidos tal como el gen OsNACXx clonado.
Asimismo, el gen OsNACx de la presente invencion y cualquier fragmento de ADN de interés o fragmento de ADN
homologo a él también pueden obtenerse a partir de amplificacion de genoma, ARNm y ADNc usando tecnologia de
PCR (reaccidon en cadena de la polimerasa). Una secuencia que comprenda el gen OsNACx puede aislarse y
obtenerse usando las técnicas anteriores y puede obtenerse una planta transgénica con tolerancia al estrés por
sequia y sal potenciada transformando una planta con dicha secuencia y cualquier vector de expresién capaz de
inducir la expresién de un gen exégeno en la planta.

Por ejemplo, puede usarse la reaccion en cadena de la polimerasa para amplificar una secuencia de ADNc, en la
que dicho ADNCc se prepara a partir del ARN aislado. Puede disefiarse un cebador especifico de secuencia para esta
amplificacion basandose en la secuencia que se muestra en la SEC ID N.%:1, o puede comprarse o sintetizarse.
Después, el producto de PCR puede separarse por electroforesis en gel y detectarse por procedimientos bien
conocidos en la técnica por los técnicos expertos en la técnica.

La expresion "cebador/sonda de oligonucledtidos especifico de molécula de polinucleétidos" se refiere a una
secuencia de oligonucledtidos que tiene al menos un 80 %, preferentemente al menos un 90 %, mas
preferentemente al menos un 95 % de identidad con el polinucledtido deseado, o a un oligonucleétido antisentido de
una secuencia que tiene al menos un 80 %, preferentemente un 90 %, mas preferentemente un 95 % de identidad
con el polinucledtido deseado.
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El muy util cebador y/o sonda de oligonucleétidos de la presente invencion tiene al menos 10-40 nucledtidos. En una
realizacion preferible, el cebador de oligonucleétidos incluye al menos aproximadamente 10 nucledtidos
consecutivos de dicho polinucleétido. Preferentemente, el oligonucleétido usado en la presente invencioén incluye al
menos aproximadamente 15 nucleétidos consecutivos de dicho polinucleétido. Las tecnologias a base de ensayo por
PCR e hibridacion in situ son bien conocidas en la técnica.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a se refiere a un vector de expresion que comprende dicha
secuencia de polinucledtidos. Cuando el gen de la presente invencion se construye en un vector de expresion de
plantas, puede anadirse cualquier promotor fuerte o promotor inducible antes de su nucledtido de iniciacion para la
transcripcion. Cuando el gen de la presente invencién se construye en un vector de expresion de plantas, también
pueden usarse potenciadores, y estas regiones potenciadoras pueden ser codones de iniciacion ATG, codones de
iniciacion de regiones adyacentes, etc., pero deben ser idénticas al marco de lectura de la secuencia codificante con
el fin de asegurar la traduccién de toda la secuencia.

El vector de expresiéon que porta la secuencia de polinucledtidos del gen OsNACx de la presente invencion puede
introducirse en células de plantas mediante procedimientos biolégicos convencionales tales como plasmido Ti,
vectores viricos de plantas, transformacion de ADN directa, microinyeccion, electroporacién y similares (Weissbach,
1998, Method for Plant Molecular Biology Vill, Academy Press, New York, pp.411-463; Geiserson y Corey, 1998,
Plant Molecular Biology (22 Edicion)).

Las plantas de la presente invencion incluyen, pero no se limitan a: tomate, patata, tabaco, pimiento, arroz, maiz,
cebada, trigo, Brassica, Arabidopsis, girasol, soja, chopo y pino. La planta preferida es el arroz, también incluye
especies no agronémicas que son Utiles en el desarrollo de vectores de expresién apropiados tales como tabaco,
especies de Brassica de ciclacion rapida y Arabidopsis thaliana.

Pueden usarse procedimientos que son bien conocidos por los expertos en la técnica para construir vectores de
expresion que contengan un gen heterdlogo y elementos de control transcripcional y traduccional apropiados. Estos
procedimientos incluyen técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas sintéticas y recombinacién genética in vivo.
Tales técnicas estan ampliamente descritas en la técnica (véase, por ejemplo, Sambrook y col. (1989), Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Plainview, N.Y., y Ausubel, F. M. y col. (1989), Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Nueva York, N.Y.).

En general, estos vectores comprenden la secuencia de polinucleétidos de la invencion (como se describe
anteriormente) enlazada de forma operable a un promotor y otras secuencias reguladoras (por ejemplo,
potenciadores, sefiales de poliadenilacién, etc.) requeridas para la expresion en una planta.

Los promotores usados en la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, promotores constitutivos, promotores
especificos de tejido, 6rgano y desarrollo y promotores inducibles. Los ejemplos de promotores incluyen, pero no se
limitan a: promotor constitutivo 35S del virus del mosaico de la coliflor; un promotor inducible por herida del tomate,
aminopeptidasa de leucina ("LAP", Chao y col. (1999), Plant Physiol 120: 979-992); un promotor quimicamente
inducible del tabaco, proteina relacionada con la patogénesis 1 (PR1) (inducida por acido salicilico y BTH (éster S-
metilico del acido benzotiadiazol-7-carbotioico)); un promotor del inhibidor de la proteinasa Il del tomate (PIN2) o
promotor LAP (ambos inducibles con metil jasmonato); un promotor de choque térmico (patente de EE. UU.
5.187.267); un promotor inducible por tetraciclina (patente de EE. UU. 5.057.422); y promotores especificos de
semilla, tales como aquellos para proteinas de almacenamiento de semillas (por ejemplo, faseolina, napina,
oleosina) y un promotor para conglicina beta de la soja (Beachy y col. (1985), EMBO J. 4: 3047-3053)).

Los casetes de expresion pueden comprender adicionalmente cualquier secuencia requerida para la expresiéon de
ARNm. Tales secuencias incluyen, pero no se limitan a, terminadores de la transcripcion, potenciadores tales como
intrones, secuencias viricas y secuencias destinadas a dirigir el producto génico a organulos y compartimentos
celulares especificos.

Esta disponible una variedad de terminadores de la transcripcidon para su uso en la expresién de secuencias usando
los promotores de la presente invencion. Los terminadores de la transcripcion son responsables de la terminacion de
la transcripcion mas alla del transcrito y su correcta poliadenilacion. Los terminadores de la transcripcion apropiados
y aquellos que se sabe que funcionan en plantas incluyen, pero pero no se limitan a, el terminador CaMV35S, el
terminador tml, el terminador rbcS E9 del guisante y el terminador de la sintasa de nopalina y octopina (véase, por
ejemplo, Odell y col. (1985) Nature 313:810; Rosenberg y col. (1987) Gene, 56: 125; Guerineau y col. (1991) Mol.
Gen. Genet., 262: 141; Proudfoot (1991) Cell, 64: 671; Sanfacon y col. Genes Dev., 5: 141; Mogen y col. (1990)
Plant Cell, 2: 1261; Munroe y col. (1990) Gene, 91: 151; Ballad y col. (1989) Nucleic Acids Res. 17: 7891; Joshi y col.
(1987) Nucleic Acid Res., 15: 9627).

En algunas realizaciones de la presente invencion, las construccion para la expresién de la secuencia de &cidos
nucleicos de interés también incluye un regulador tal como una sefial de localizacién nuclear (Calderone y col.
(1984) Cell 39: 499; Lassoer y col. (1991) Plant Molecular Biology 17: 229), una secuencia consenso traduccional de
plantas (Joshi (1987) Nucleic Acids Research 15: 6643), un intron (Luehrsen y Walbot (1991) Mol. Gen. Genet.
225:81), y similares, enlazados de forma operable a la secuencia de acidos nucleicos que codifica los CPA-FA de la
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planta.

En la preparacion de la construccion que comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifican los CPA-PA
de la planta, pueden manipularse varios fragmentos de ADN, con el fin de proporcionar las secuencias de ADN en la
orientacion deseada (por ejemplo, sentido o antisentido) y, segin convenga en el marco de lectura apropiado. Por
ejemplo, pueden emplearse adaptadores o enlazadores para unir los fragmentos de ADN o pueden usarse otras
manipulaciones para proporcionar sitios de restriccion adecuados, la retirada de ADN superfluo, la retirada de sitios
de restriccion o similares. Para este fin, se emplean preferentemente mutagénesis in vitro, reparacion de cebadores,
restriccion, apareamiento, reseccion, ligacion o similares, en las que estan implicadas las inserciones, deleciones o
sustituciones (por ejemplo, transiciones y transversiones).

Estan disponibles numerosos vectores de transformacién para transformacion de plantas. La seleccidon de un vector
para su uso dependera de la técnica de transformacion preferida y la especie objetivo para la transformacién. Para
determinadas especies objetivo, se prefieren diferentes marcadores de seleccion por antibiéticos o herbicidas. Los
marcadores de seleccion usados de forma rutinaria en transformacion incluyen el gen nptll, que confiere resistencia
a kanamicina y antibioticos relacionados (Messing y Vierra (1982) Gene 19: 259; Bevan y col. (1983) Nature 304:
184), el gen bar que confiere resistencia al herbicida fosfinotricina (White y col. (1990) Nucl Acids Res. 18: 1062;
Spencer y col. (1990) Theor. Appl. Genet. 79: 625), el gen hph que confiere resistencia al antibiético higromicina
(Blochlinger y Diggelmann (1984) Mol. Cell. Biol. 4: 2929) y el gen dhfr, que confiere resistencia al metotrexato
(Bourouis y col. (1983) EMBO J., 2: 1099).

En algunas realizaciones preferidas, el vector esta adaptado para su uso en un procedimiento de transfeccion
mediado por Agrobacterium (véanse, por ejemplo, las patentes de EE: UU. N.°: 5.981.839, 6.051.757, 5.981.840,
5.824.877 y 4.940.838). La construcciéon de plasmidos Ti y Ri recombinantes generalmente sigue procedimientos
usados normalmente con los vectores bacterianos mas comunes, tales como pBR322. Puede hacerse un uso
adicional de elementos genéticos accesorios que se encuentran a veces con los plasmidos originales y a veces se
construyen a partir de secuencias exégenas. Pueden incluir, pero no se limitan a, genes estructurales de resistencia
a antibioticos como genes de seleccion.

Existen dos sistemas de sistemas de vectores plasmidicos Ti y Ri recombinantes en uso actualmente. El primer
sistema se denomina el sistema "cointegrado". En este sistema, el vector lanzadera que contiene el gen de interés
se inserta por recombinacién genética en un plasmido Ti no oncogénico que contiene los elementos que actuan
tanto en cis como en trans requeridos para la transformacién de plantas, como, por ejemplo, en el vector lanzadera
pMLJI y el plasmido Ti no oncogénico pGV3850. El segundo sistema se denomina el sistema "binario” en el que se
usan dos plasmidos; el gen de interés se inserta en un vector lanzadera que contiene los elementos que actuan en
cis requeridos para la transformacion de plantas. El resto de las funciones necesarias son proporcionadas en trans
por el plasmido Ti no oncogénico, como se ejemplifica mediante el vector lanzadera pBIN19 y el plasmido Ti no
oncogénico PAL4404. Algunos de estos vectores estan comercialmente disponibles.

En otras realizaciones de la invencion, la secuencia de 4cidos nucleicos de interés se dirige hacia un locus concreto
del genoma de la planta. La integracién dirigida a sitio de la secuencia de acido nucleico de interés del genoma de la
célula de la planta puede logarse, por ejemplo, por recombinacién homéloga usando secuencias derivadas de
Agrobacterium. Generalmente, las células de plantas se incuban con una cepa de Agrobacterium que contiene un
vector dirigido en el que secuencias que son homologas a una secuencia de ADN del interior del locus diana estan
flanqueadas por secuencias de ADN de transferencia (ADN-T) de Agrobacterium, como se describe anteriormente
(en la patente de EE. UU. N.° 5.501.967). Un experto en la técnica sabe que la recombinacién homodloga puede
lograrse usando vectores dirigidos que contienen secuencias que son homdlogas a cualquier parte del gen de la
planta dirigido, pertenecientes a los elementos reguladores del gen o a las secuencias codificantes del gen. La
recombinacion homadloga puede lograrse en cualquier regién de un gen de una planta, siempre que se conozca la
secuencia de acidos nucleicos de las regiones que flanquean el sitio diana.

En otras realizaciones mas, los acidos nucleicos de la presente invencion se utilizan para construir vectores
derivados de virus ARN(+) de plantas (por ejemplo, virus del mosaico del bromo, virus del mosaico del tabaco, virus
del mosaico de la alfalfa, virus del mosaico del pepino, virus del mosaico del tomate y sus combinaciones e hibridos).
Se describen procedimientos para la construccion y el uso de tales virus en las patentes de EE. UU. N.° 5.846.795;
5.500.360; 5.173.410; 5.965.794; 5.977.438; y 5.866.785.

Los expertos en la técnica apreciaran que la elecciéon del procedimiento puede depender del tipo de planta objetivo
de la transformacioén. En algunas realizaciones, el vector permanece episomal. En otras realizaciones, el vector se
integra en el genoma.

En algunas realizaciones, se usa la transformacion directa en el genoma del plastido para introducir el vector en la
célula de la planta (véanse, por ejemplo, las patentes de EE. UU.N.° 5.451.513, 5.545.817, 5.545.818 y la solicitud
PCT WO095/16783). La técnica basica para transformacion de cloroplastos implica introducir regiones de ADN
plastidico clonado flanqueando un marcador seleccionable junto con el acido nucleico que codifica las secuencias de
ARN de interés en un tejido objetivo adecuado (por ejemplo, usando biolistica o transformacion de protoplastos con
cloruro de calcio o PEG). Las regiones flanqueantes de 1 a 1,5 kb, denominadas secuencias dirigidas, facilitan la
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recombinacion homodloga con el genoma del plastido y permiten asi el reemplazo o modificacion de regiones
especificas del plastoma. Inicialmente, se utilizan mutaciones puntuales en los genes del ARNr 16S y rps 12 del
cloroplasto que confieren resistencia a espectinomicina y/o estreptomicina como marcadores seleccionables para
transformacion (Svab y col, (1990) PNAS, 87: 8526; Staub y Maliga, (1992) Plant Cell, 4: 39). La presencia de sitios
de clonacién entre estos marcadores permitid la creacion de un vector dirigido plastidico para la introduccion de
moléculas de ADN exdgeno (Staub y Maliga (1993) EMBO J., 12:601). Se obtienen incrementos sustanciales en la
frecuencia de transformacién mediante el reemplazo de los genes recesivos de resistencia a antibioticos del ARNr o
r-proteina con una marcador seleccionable dominante, el gen aadA bacteriano que codifica la enzima
desintoxicadora de espectinomicina aminoglucosido-3'-adeniltransferasa (Svab y Maliga (1993) PNAS, 90: 913). Se
conocen ofros marcadores seleccionables Utiles para transformacion de plastidos en la técnica y estan
comprendidos en el alcance de la presente invencion. Se obtienen plantas homoplasmicas para genomas plastidicos
que contienen las dos secuencias de acidos nucleicos separadas por un promotor y, preferentemente, son capaces
de una expresion alta de los ARN codificados por la molécula de ADN.

En otras realizaciones, los vectores utiles en la practica de la presente invencion se microinyectan directamente en
las células de la planta usando micropipetas para transferir mecanicamente el ADN recombinante (Crossway (1985)
Mol. Gen. Genet, 202: 179). En otras realizaciones mas, el vector se transfiere al interior de la célula de la planta
usando polietilenglicol (Krens y col. (1982) Nature, 296: 72; Crossway y col. (1986) BioTechniques, 4: 320); fusion de
protoplastos con otras entidades, minicélulas, células, lisosomas u otros cuerpos con superficies lipidicas fusionables
(Fraley y col. (1982) Proc. Natl. Acad. Sci. , USA, 79: 1859); transformacién de protoplastos (documento EP 0 292
435); transferencia génica directa (Paszkowski y col. (1984) EMBO J., 3: 2717; Hayashimoto y col. (1990) Plant
Physiol. 93: 857).

En otras realizaciones mas, el vector también puede introducirse en las células de la planta por electroporacion.
(Fromm, y col. (1985) Pro. Natl Acad. Sci. USA 82: 5824; Riggs y col. (1986) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:5602). En
esta técnica, los protoplastos de la planta se someten a electroporacién en presencia de plasmidos que contienen la
construccién génica. Los impulsos eléctricos de alta intensidad de campo permeabilizan de forma reversible las
biomembranas permitiendo la introduccién de los plasmidos. Los protoplastos vegetales electroporados vuelven a
formar la pared celular, se dividen y forman callos vegetales.

En otras realizaciones mas, el vector se introduce mediante aceleraciéon de particulas balistica usando dispositivos
(por ejemplo, disponibles de Agracetus, Inc., Madison, Wis. y Dupont, Inc. Wilmington, Del) (véase, por ejemplo, la
patente de EE. UU. N.° 4.945.050; y McCabe y col. (1988) Biotechnology 6: 923). Véase también, Weissinger y col.
(1988) Annual Rev. Genet. 22:421; Sanford y col. (1987) Particulate Science and Technology, 5:27 (cebolla); Svab y
col. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:8526 (cloroplastos del tabaco); Christou y col. (1988) Plant Physiol.,
87:671 (soja); McCabe y col. (1988) Bio/Technology 6:923 (soja); Klein y col. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
85:4305 (maiz); Klein y col. (1988) Bio/ Technology, 6:559 (maiz); Klein y col. (1988) Plant Physiol., 91:4404 (maiz);
Fromm y col. (1990) Bio/Technology, 8: 833; y Gordon-Kamm y col. (1990) Plant Cell, 2:603 (maiz); Koziel y col.
(1993) Biotechnology, 11:194 (maiz); Hill y col. (1995) Euphytica, 85:119 y Koziel y col. (1996) Annals of the New
York Academy of Sciences 792:164; Shimamoto y col. (1989) Nature 338:274 (arroz); Christou y col. (1991)
Biotechnology, 9:957 (arroz); Datta y col. (1990) Bio/Technology 8:736 (arroz); solicitud de patente europea EP
0.332.581 (dactilo y otras Pooideae); Vasil y col. (1993) Biotechnology, 11:1553 (trigo); Weeks y col. (1993) Plant
Physiol., 102:1077 (trigo); Wan y col. (1994) Plant Physiol. 104:37 (cebada); Jahne y col. (1994) Theor. Appl. Genet.
89:525 (cebada); Knudsen y Muller (1991) Planta, 185:330 (cebada); Umbeck y col. (1987) Bio/Technology 5:263
(algodon); Casas y col. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:11212 (sorgo); Somers y col. (1992) Bio/Technology
10:1589 (avena); Torbert y col. (1995) Plant Cell Reports, 14:635 (avena); Weeks y col. (1993) Plant Physiol.,
102:1077 (trigo); Chang y col., WO 94/13822 (trigo); y Nehra y col. (1994) The Plant Journal, 5: 285 (trigo).

Ademas de la trasformacion directa, en algunas realizaciones, los vectores que comprenden una secuencia de
acidos nucleicos que codifican CPA-FA de plantas de la presente invenciéon se transfieren usando transformacion
mediada por Agrobacterium (Hinchee y col. (1988) Biotechnology, 6:915; Ishida y col. (1996) Nature Biotechnology
14:745). Agrobacterium es un género representativo de las Rhizomaceae gram negativas. Sus especies son
responsables de tumores de plantas tales como las enfermedades de agalla de la corona y raiz pilosa. En el tejido
diferenciado caracteristico de los tumores, se producen y catabolizan derivados de aminoacido conocidos como
opinas. Los genes bacterianos responsables de la expresion de las opinas son una fuente adecuada de elementos
de control para los casetes de expresidon quiméricos. Las secuencias genéticas heterdlogas (por ejemplo, secuencias
de acidos nucleicos enlazadas de forma operable a un promotor); pueden introducirse en células de plantas
apropiadas, mediante el plasmido Ti de Agrobacterium tumefaciens. El plasmido Ti se transmite a las células de la
planta mediante infeccion con Agrobacterium tumefaciens, y se integra de forma estable en el genoma de la planta
(Schell (1987) Science, 237:1176). Las especies que son susceptibles a la infeccion con Agrobacterium pueden
transformarse in vitro. Alternativamente, las plantas pueden transformarse in vivo, tal como mediante transformacion
de una planta entera mediante infiltracion con Agrobacterias de plantas adultas, como en un procedimiento de
"inmersion floral" (Bechtold N, Ellis J, Pelletier G (1993) Cr. Acad. Sci.lll-Vie 316:1194-1199).

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a una célula huésped transformada o transfectada por dicho vector

de expresién anterior. Los huéspedes que pueden transformarse mediante un vector de expresién que comprende el
gen OsNACx de la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, tomate, patata, tabaco, pimiento, arroz, maiz,
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cebada, trigo, Brassica, Arabidopsis, girasol, soja, chopo y pino, preferentemente arroz.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso de dicha secuencia de polinucleétidos anterior para potenciar
la tolerancia al estrés por sequia y/o sal de las plantas. Las plantas de la presente invencién incluyen, pero no se
limitan a, tomate, patata, tabaco, pimiento, arroz, maiz, cebada, trigo, Brassica, Arabidopsis, girasol, soja, chopo y
pino, preferentemente arroz.

La expresion de dicha secuencia promotora es una expresion inducible por estrés, de forma que dicho promotor es
un promotor inducible. Cuando el fragmento promotor y cualquier gen de interés estan enlazados al mismo tiempo
en un vector de expresion apropiado y se usan para transformar una planta huésped, la expresion inducible por
estrés del gen de interés potencia la tolerancia de la planta al estrés.

Breve descripcion de los dibujos

La SEC ID N.°: 1 del listado de secuencias muestra la secuencia del fragmento de ADN que se aisla y se clona en la
presente invencion y comprende una region codificante el gen OsNACx y una regién promotora.

Fig.1: El diagrama de flujo del aislamiento e identificacion del gen OsNACx.

Fig.2: El resultado de la comparacion de homologia entre el gen OsNACx y los factores de transcripcion NAC
usando el programa informatico ClustalW (un programa informatico de dominio publico).

Fig.3: El resultado del andlisis de la secuencia integra del gen OsNACx con el programa informatico de
prediccion de estructura génica GENSCAN (http:/genes.mit.edu/GENSCAN.html). En la Fig.3: Gn representa el
numero de gen; Ex representa exon; Init representa el exén de iniciacion del gen; Term representa el exén de
terminacion del gen; Prom representa el promotor fundamental; PlyA representa poliA; S representa cadena de
ADN, en la que "+" representa |la cadena de secuencia de ADN que se introduce durante el procedimiento de
analisis; Begin representa la posicion de iniciacion del exén, promotor o poliA en la secuencia de ADN
introducida; End representa la posicion de terminacién del exén, promotor o poliA en la secuencia de ADN
introducida; Len representa la longitud de la secuencia (pb) del exén, promotor o poliA; Fr representa el marco
de lectura de la traduccién (3 marcos de lectura de la traduccion por secuencia de ADN); I/Ac representa la
puntuacion del sitio de ayuste en 3'; Do/t representa la puntuacion del sitio de ayuste en 5'; CodRg representa
la puntuacion de la region de traduccion; P representa la probabilidad del exdn; Tscr representa la puntuacion
del exoén.

Fig.4: Los niveles de expresion del gen OsNACx detectados por un ensayo de hibridacién de northern en
diferentes puntos temporales bajo estreses tales como sequia, salinidad elevada, temperatura baja y ABA, etc.

Fig.5: Las situaciones de expresion del gen OsNACx en plantas transgénicas (la primera es el control y el resto
son plantas transgénicas e independientes transgénicas).

Fig.6: El crecimiento de familias transgénicas con sobreexpresion de OsNACx durante la etapa adulta después
22 dias de estrés por sequia en el terreno.

Fig.7: El crecimiento de familias transgénicas con sobreexpresion de OsNACx durante la etapa de plantula
después de 12 dias de salinidad elevada (200 mM), en la que A represente el control, B representa la familia
transgénica T40S19, C representa la familia transgénica T40S24, D representa la familia transgénica T40S26,
E representa la familia transgénica T40S8 y F representa la familia transgénica T40S25.

Fig.8: Actividad de activacion en trans del gen OsNACx que se ensaya de acuerdo con la expresion del gen
indicador LacZ después de la transformacion de una célula de levadura con el gen OsNACXx.

Fig.9: La localizacion subcelular y la expresion del promotor propio del gen OsNACx en células de plantas. La
Fig. 8A muestra la expresion de OsNACx-GFP en callos de resistencia detectados por microscopia de
fluorescencia; la Fig. 8B muestra la localizacion subcelular de OsNACx-GFP en células callosas, en las que (a)
es la seccion callosa tefida con el fluorocromo yoduro de propidio, (b) es la imagen de expresién de la GFP
bajo fluorescencia verde, (c) es el resultado sintético de las fluorescencias roja y verde.

Fig.10: El esquema estructural de la sobreexpresion del transportador PCAMBIA1301 de la presente invencion.

Fig.11: El esquema estructural de la localizacion subcelular del transportador PCAMBIA1301-EGFP de la
presente invencion.

Ejemplos

Durante el periodo de investigacion inicial de la presente invencién, el clon de ADNc 04124 de la variedad MingHui
63 de arroz (una variedad de arroz que esta muy extendida en China). Dicho ADNc es el fragmento de ADNc del gen
OsNACx. Los inventores de la presente invencién descubrieron que es un nuevo gen de regulaciéon asociada a
estrés.


http://genes.mit.edu/GENSCAN.html�

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2372607 T3

Especificamente, (1) se descubrié mediante técnicas de chip de ADNc que la cantidad de expresion de dicho clon de
ADNc 04124 en la variedad de arroz "Zhonghan N.° 5" (una variedad de arroz que fue proporcionada por la
Shanghai Agriculture Academy de China y que fue usada publicamente en China) se incrementaba 3,5 veces
después de una tratamiento de estrés por sequia durante 15 dias. Los resultados de la secuenciacion y el andlisis
indicaron que el producto codificado de este modo era homologo hasta en un 64 % con OsNAC4 (Fig.2). Debido a la
diferencia significativa de la cantidad de expresion antes y después del tratamiento de sequia y a las caracteristicas
funcionales del clon, se consideré que el gen del clon 04124 participaba en la expresiéon del gen regulador bajo
estrés por sequia; (2) de acuerdo a los andlisis del perfil expresion de dicho gen bajo estrés (véase la Fig.4), se
descubre que la expresion de dicho gen se incrementd significativamente; y (3) la planta transgénica con
sobreexpresion del gen intacto mostré una tolerancia a la sequia y salinidad elevada significativamente potenciada
(Fig.6 y Fig.7).

Los resultados anteriores muestran que el gen OsNACx es un gen de regulacién asociado a estrés y que participa
en la regulacion de la tolerancia no sélo a la sequia, sino también a la salinidad elevada y el frio.

La presente invencion se demuestra en mayor detalle con ejemplos en combinacion con figuras y describe
procedimientos para aislar y clonar el fragmento de ADN que comprende la region codificante completa del gen
OsNACx y para verificar la funcion del gen OsNACx, basados en las investigaciones iniciales de la presente
invencion (el procedimiento de la invencidon se muestra en la Fig. 1).

De acuerdo con la siguiente descripcion y ejemplos, un experto en la técnica puede determinar las caracteristicas
técnicas basicas de la presente invencion.

Ejemplo 1: Separacion y clonacién del gen OsNACXx y fragmentos de ADN que contienen el gen OsNACx

De acuerdo con el andlisis del perfil de expresion del gen inducible por sequia de la variedad de arroz "Zhonghan N.°
5" (una variedad de arroz que proporciona la Shanghai Agriculture Academy de China y que se usa publicamente en
China), se descubrié un EST (marcador de secuencia expresada) inducible por sequia (la cantidad de expresion se
incremento en al menos 3,5 veces tras el estrés por sequia), y el analisis de su secuencia indicd que este gen era un
miembro de la familia de factores de transcripcion NAC y que era una secuencia en la porcion del extremo 5'.

El clon de ADNc correspondiente J012130D02 se averigué mediante una busqueda en la amplia base de datos de
arroz de Japon (http: //cdna01.dna.affrc.go.jp) y se localizé en el clon AC135594 del tercer cromosoma BAC. De
acuerdo con la secuencia del clon BAC AC135594, se predice su regidén promotora y se disefiaron sus cebadores PF
(5-CAGAATTCAAAGCAACAGTGGAGA-GAAAAC, cebador especifico de secuencia mas sitio EcoRI unido) y FR (5-
TAGGATCCCCGAGCCATCTCTTGAC, cebador especifico de secuencia mas BamHI unido). La secuencia de 9781-
12321 pb del clon BAC AC 135594 se amplificé a partir de los ADN totales de la variedad de arroz "Zhonghan No.5",
y el producto de amplificacién fue la secuencia de 1-2540 pb de la presente invencion (Fig.3).

Las etapas especificas comprendieron: extraer los ADN totales de la variedad de arroz "Zhonghan N.° 5"
(procedimiento de extraccion CTAB, Zhang, y col., genetic diversity and differentiation of indica an japonica rice
detected by RFLP analysis, 1992, Theor Appl Genet, 83, 495-499) como moldes para la amplificacion, en la que las
condiciones de reaccién fueron: predegeneracion a 94 °C durante 3 min; 94 °C durante 30 s, 55 °C durante 30 s, 72
°C durante 3 min, 30 circulaciones; y elongacion a 72 °C durante 5 min; enlazando el producto de amplificacion de la
PCR a un vector pGEM-T (comprado de Promega & co.); y examinar y secuenciar (secuenciador ABI3730) los
clones positivos para obtener el fragmento de ADN deseado que comprende la region del gen OsNACx y el promotor
propio predicho. Este clon se denomina PGEM-NAC-PRO.

Se extrajeron los ARN totales de la variedad de arroz "Zhonghan N.° 5" con reactivo TRIZOL (Invitrogen & co.)
después del tratamiento de estrés por sequia (la extraccion se realizé de acuerdo con las instrucciones del reactivo
TRIZOL). Usando una transcriptasa inversa (Invitrogen & co.) se sintetizd la primera cadena de ADNc mediante su
transcripcion inversa, en la que las condiciones de reaccion fueron: 65 °C durante 5 min, 42 °C durante 50 min, 70 °C
durante 10 min. Usando los cebadores internos FF (5-TAGG-TACCAGAAGCAAGCAAGAAGCGAT, mas Kpnl unido)
y FR (5-TAGGATCCCCGAGCCATCTCTTGAC, mas BamHI unido), se amplificdé a partir de los productos de
transcripcion inversa, donde las condiciones de reaccion fueron: predegeneracion a 94 °C durante 3 min; 94 °C
durante 30 s, 55 °C durante 30 s, 72 °C durante 3 min, 30 circulaciones; elongaciéon a 72 °C durante 5 min. Los
productos de PCR obtenidos mediante la amplificacién se enlazaron a un vector pGEM-T (Promega & co.) y se
examino y secuencidé un clon positivo para obtener el gen de longitud completa deseado. Dicho clon se denominé
PGEM-OsNACKx.

Ejemplo 2: Deteccion de la expresion inducible del gen OsNACx enddgeno del arroz

Se utilizé6 como material la variedad de arroz "Zhonghan N.° 5" y se traté por separado con estreses por sequia, frio,
salinidad elevada, asi como ABA durante la etapa de 3 hojas. El tratamiento de sequia se realizé sumergiendo la
raiz de la plantula en polietilenglicol al 20 % (PEG6000) durante 0 h, 0,5 h, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, y posteriormente se
tomaron muestras. El tratamiento de frio se realizé colocando la plantula en una camara de crecimiento a 4 °C
durante 0 h, 1 h, 8 h y 12 h y después se tomaron muestras. El tratamiento de salinidad elevada se realizé
sumergiendo la raiz de la plantula en una solucion de NaCl 200 mM/I durante 0 h, 4 h, 8 h y 16 h y después se
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tomaron muestras. El tratamiento de ABA se realizé6 sumergiendo la raiz de la plantula en una solucion de ABA 100
UM/l durante 0 h, 0,5 h, 3 h, 6 h, 12 h'y 24 h y después se tomaron muestras. Se extrajeron los ARN totales de las
hojas (con reactivo Trizol de Invitrogen & co.), después se sometieron a transferencia de membrana de ARN (de
acuerdo con los procedimientos experimentales de "Molecular cloning”, Science Press, Pekin, 1999), y se realizé
una hibridacion de northern usando OsNACx como sonda. El resultado mostré que podia inducirse la expresién del
gen OsNACXx clonado en la presente invencion mediante sequia, salinidad elevada, frio y ABA (Fig. 4) y que era un
factor de transcripcion asociado a estrés.

Ejemplo 3: Construccién y transformacion del vector de sobreexpresion del gen OsNACx

De acuerdo con los resultados del Ejemplo 2, podia inducirse la expresion del gen OsNACx de la presente invencion
mediante sequia, salinidad elevada, frio y ABA. Con el fin de ilustrar en mayor detalle la funcién de este gen, se
sobreexpresoé en arroz y se verificé por el genotipo de plantas transgénicas.

El procedimiento comprendié: escindir enzimaticamente el clon positivo plasmidico pPGEM-OsNACx del Ejemplo 1
con BamHI y Konl y recuperar fragmentos exdgenos; mientras tanto, escindir enzimaticamente el vector de
transformacion genética pD35S1301 (que se reconstruye basandose en un vector de transformacion genética
vegetal comun pCAMBIA1301 del laboratorio CAMBIA de Australia (Center for the Application of Molecular Biology to
International Agriculture), porta el promotor 35S del virus del mosaico del tabaco doble con caracteristicas de
expresion constitutiva y sobreexpresion y esta mediado por Agrobacterium) de la misma manera; después de la
escision, extraer con cloroformo:isopentanol (24:1), purificar el producto de escisiéon enzimatica, realizar la reaccion
de ligacién usando el fragmento de escisién enzimatica que comprende el gen OsNACx y el vector pD35S1301
enzimaticamente escindido (véase la Fig. 10), transformar E. coli DH10B (Invitrogen & co.) y examinar los clones
positivos por escisién enzimatica para obtener un vector transformado.

Usando el sistema de transformacién genética del arroz mediado por Agrobacterium, se introduce en la variedad de
arroz "Zhong Hua 11" (una variedad de arroz que proporciona el China Rice Institute y se usa publicamente en
China) y se obtiene después una planta transgénica por precultivo, infestacion, cocultivo, examen del callo con
resistencia a higromicina, diferenciacion, enraizamiento, cria de plantulas y trasplante. Basandose en el
procedimiento del que se informa en Hiei y col. (Efficient transformation of rice, Oryza sativa L., mediated by
Agrobacterium and sequence analysis of the boundaries of the T-DNA, 1994, Plant Journal 6:271-282), el arroz
(Oryza sativa L.) mediado por Agrobacterium se optimiza mediante un procedimiento de uso de las siguientes etapas
y reactivos principalmente.

(1) Abreviaturas de reactivos y soluciones

Las abreviaturas de fitohormonas usadas en medios de cultivo de la presente invencion son las siguientes: 6-BA (6-
bencilaminopurina); CN (carbenicilina); KT (cinetina); NAA (acido naftalenacético); IAA (&cido indol-3-acético); 2,4-D
(acido 2,4-diclorofenoxiacético); AS (acetosiringona); CH (hidrolizado enzimatico de caseina); HN (higromicina B);
DMSO (dimetil sulfoxido); N6max (solucidon del ingrediente de aplicacion N6); N6mix (solucion de
microconstituyentes N6); Msmax (solucién de ingrediente de aplicacion MS); Msmix (soluciéon de microconstituyentes
MS).

(2) Formulas de las soluciones principales

1) Preparacion del licor madre de macroelementos N6 (expresado sobre la base de una concentraciéon 10x):

KNO; 28,39
KH>PO4 4,0 g
(NH4)2S0s4 463g

MgSO47H,0  1,85g
CaCly-2H,0 1,66 g

Estos compuestos se disolvieron uno a uno y se diluyeron hasta un volumen medido de 1.000 ml con agua destilada
a temperatura ambiente.

2) Preparacion del licor madre de microelementos N6 (expresado sobre la base de una concentracion 100x):
Ki 0,08¢g
H3BO3 0,16 g
MnSO44HB,O 0,44 g
ZnS047H,0 0,159
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Estos compuestos se disolvieron y se diluyeron hasta un volumen medido de 1.000ml con agua destilada a
temperatura ambiente.

3) Preparacion de la solucion madre de sal férrica (Fe2EDTA) (expresado sobre la base de una concentracion
100x):

Se prepararon 800 ml de agua doblemente destilada y se calentaron a 70 °C, después se afiadieron 3,73 g de
NA2EDTA-2H,0, se disolvieron totalmente, se mantuvieron en un bafio de agua a 70 °C durante 2 h, se diluyeron
hasta un volumen medido de 1.000 ml con agua destilada y se almacenaron a 4 °C como reserva.

4) Preparacion de la solucién madre de vitaminas (expresado sobre la base de una concentraciéon 100x):
Acido nicotinico, 01g
Vitamina B1 (tiamina HCI) 019
Vitamina B6 (piridoxina HCI) 0,1 g
Glicina 0,2g
Inositol 1049
Se afiadié agua destilada hasta un volumen medido de 1.000 ml y se almacend a 4 °C como reserva.

5) Preparacion del licor madre de macroelementos MS (expresado sobre la base de una concentracion 10x):

NHsNO3 16,59
KNO;3 19,09
KH2PO4 1,79

MgSOQO4-7H.0 3,79
CaCly-2H,0 4.4 g

Estos compuestos se disolvieron a temperatura ambiente y se diluyeron con agua destilada hasta un volumen
medido de 1.000 ml.

6) Preparacion del licor madre de microelementos MS (expresado sobre la base de una concentracion 100x):
Ki 0,083 g
H3BO3 0,629
MnS0O44HB,O 0,86 g
Na;MoO42H,O 0,025 g
CUSO4-5H0 0,0025 g

Estos compuestos se disolvieron a temperatura ambiente y se diluyeron con agua destilada hasta un volumen
medido de 1.000 ml.

7) Preparacion de la solucion madre de 2,4-D (expresado sobre la base de 1 mg/ml):

Se pesaron 100 mg de 2,4-D y se disolvieron en 1 ml de hidroxido potédsico 1 N durante 5 minutos, después se
afadieron 10 ml de agua destilada para la disolucién completa, la solucién se diluyd con agua destilada hasta un
volumen medido de 100 ml y se almacend a temperatura ambiente.

8) Preparacion de la solucion madre de 6-BA (expresado sobre la base de 1 mg/ml):

Se pesaron 100 mg de 6-BA y se disolvieron en 1 ml de hidréxido potasico 1 N durante 5 minutos, después se
afadieron 10 ml de agua destilada para la disolucién completa, la solucién se diluyd con agua destilada hasta un
volumen medido de 100 ml y se almacend a temperatura ambiente.

9) Preparacion de la solucion madre de acido naftilacético (NAA) (expresado sobre la base de 1 mg/ml):

Se pesaron 100 mg de NAA y se disolvieron en 1 ml de hidroxido potasico 1 N durante 5 minutos, después se
afadieron 10 ml de agua destilada para la disolucién completa, la solucién se diluyd con agua destilada hasta un
volumen medido de 100 ml y se almacend a 4 °C como reserva.
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10) Preparacion de la solucién madre de acido indolacético (IAA) (expresado sobre la base de 1 mg/ml):

Se pesaron 100 mg de IAA y se disolvieron en 1 ml de hidréxido potasico 1 N durante 5 minutos, después se
afadieron 10 ml de agua destilada para la disolucidon completa y la solucion se diluyé con agua destilada hasta un
volumen medido de 100 ml y se almacend a 4 °C en un matraz triangular con 300 ml de agua destilada y 2,78 g de
FeSO4'7H20. Se afiadieron 300 ml de agua destilada en otro matraz triangular como reserva.

11) Preparacion de la solucion madre de glucosa (expresado sobre la base de 0,5 g/ml):

Se pesaron 100 mg de glucosa y se disolvieron y diluyeron con agua destilada hasta un volumen medido de 250 ml y
se almacenaron a 4 °C tras esterilizacion.

12) Preparacion de solucién madre de AS:

Se empaquetaron 0,392 g de AS y 10 ml de DMSO en un tubo de centrifuga de 1,5 ml y después se almacenaron a
4 °C como reserva.

13) Preparacion de solucion madre 1 N:

Se pesaron 5,6g de hidréxido de potasio, se disolvieron y se diluyeron con agua destilada hasta un volumen medido
de 100ml y se almacenaron a temperatura ambiente como reserva.

(3) Férmula del medio de cultivo para transformacion genética del arroz

1) Medio de cultivo de induccion:
Licor madre de N6max (10X) 100 ml
Licor madre de N6mix (10X) 10 ml

Solucién madre de Fe*’EDTA (100X) 10 ml

Solucién madre de vitaminas (100X) 10 ml
Soluciéon madre de 2,4-D 2,5 ml
Prolina 0,39
CH 069
Sacarosa 30g
Phytagel 39

Se afiadié agua destilada hasta 900 ml y se ajusté el valor de pH a 5,9 con hidroxido potasico 1 N, después el medio
se hirvid y se diluy6é hasta un volumen medido de 1.000 ml y se subempaqueté en matraces triangulares de 50 ml
(25 ml/matraz), se selld y se esterilizo.

2) Medio de cultivo secundario:
Licor madre de N6max (10X) 100 ml
Licor madre de N6mix (10X) 10 ml

Solucién madre de Fe*’EDTA (100X) 10 ml

Solucion madre de vitaminas (100X) 10 ml
Solucion madre de 2,4-D 2,0 ml
Prolina 0,59
CH 0649
Sacarosa 30g
Phytagel 39

Se anadié agua destilada hasta 900 ml y se ajusto el valor de pH a 5,9 con hidréxido potasico 1 N, después el medio
se hirvié y se diluyé hasta un volumen medido de 1.000 ml, se subempaquetd en matraces triangulares de 50 ml (25
ml/matraz), se sellé y se esterilizo.
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Licor madre de N6max (10X) 12,5 ml
Licor madre de N6mix (10X) 1,25ml
Solucién madre de Fe*’EDTA (100X) 2,5 ml
Solucién madre de vitaminas (100X) 2,5ml
Solucion madre de 2,4-D 0,75 ml
CH 0,159
Sacarosa 59
Agarosa 1,759

Se afadié agua destilada hasta 250 ml y se ajusto el valor de pH a 5,6 con hidréxido potasico 1 N, después el medio
se sello y se esterilizd. Antes de su uso, el medio se calenté y se fundid, se afiadieron 5 ml de soluciéon madre de
glucosa y 250 pl de solucion madre de AS, después el medio se vertié en placas de cultivo (25 ml/placa). pH = 5,6.

4) Medio de cocultivo:

Licor madre de N6max (10X) 12,5 ml
Licor madre de N6mix (10X) 1,25 ml
Solucién madre de Fe*’EDTA (100X) 2,5 ml
Solucion madre de vitaminas (100X) 2,5ml
Soluciéon madre de 2,4-D 0,75 ml
CH 029
Sacarosa 59
Agarosa 1,759

Se anadié agua destilada hasta 250 ml y se ajusté el valor de pH a 5,6 con hidréxido potasico 1 N y el medio se selld
y se esteriliz6. Antes de su uso, el medio se calentd y se fundio, se afiadieron 5 ml de solucién madre de glucosa y
250 pl de solucién madre de AS, después el medio se vertio en placas de cultivo (25 ml/placa).

5) Medio de suspension:

Licor madre de N6max (10X) 5ml
Licor madre de N6mix (10X) 0,5 mi
Solucién madre de Fe*’EDTA (100X) 0,5 ml
Solucién madre de vitaminas (100X) 1ml
Soluciéon madre de 2,4-D 0,2 mi
CH 0,089
Sacarosa 29

Se afiadio agua destilada hasta 100 ml, el valor de pH se ajusté a 5,4 y después el medio se subempaqueté en dos
matraces triangulares, se sellé y se esteriliz6. Antes de su uso, se afiadieron 1 ml de solucién madre de glucosa y
100 pl de solucién madre de AS.

6) Medio general para medio de cultivo selecto:

Licor madre de N6max (10X) 25 ml
Licor madre de N6mix (10X) 2,5mil
Solucién madre de Fe*’EDTA (100X) 2,5 ml
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Solucion madre de vitaminas (100X)
Solucién madre de 2,4-D

CH

Sacarosa

Agarosa

2,5ml
0,625 ml
0,15¢g
7549
1,759

Se afadioé agua destilada hasta 250 ml y se ajusto el valor de pH a 6,0 y después el medio se sellé y se esterilizo.
Antes de su uso, el medio se disolvio, se afiadieron 250 ul de higromicina (50 mg/ml) y 400 ppm de carbenicilina
(CN) y después el medio se subempaquetdé en placas de cultivo (25 ml/placa).

7) Medio de prediferenciacion:

Licor madre de N6max (10X)

Licor madre de N6mix (10X)

Solucién madre de Fe*’EDTA (100X)
Solucién madre de vitaminas (100X)
Solucién madre de 6-BA

Solucién madre de KT

Soluciéon madre de NAA

Solucién madre de I1AA

CH

Sacarosa

Agarosa

25 ml
2,5ml
2,5ml
2,5ml
0,5 ml
0,5 ml
50 pl

50 pl

0,15¢
7549

1,759

5 Se afadié agua destilada hasta 250 ml, se ajusto el valor de pH a 5,9 con hidréxido potasico 1N y después el medio
se sellé y se esterilizd. Antes de su uso, se afiadieron 250 pl de higromicina (50 mg/ml) y 200 ppm de carbenicilina
(CN) y después el medio se subempaqueto en placas de cultivo (25 ml/placa).

8) Medio de diferenciacion:

Licor madre de N6émax (10X)

Licor madre de N6mix (10X)

Solucién madre de Fe*’EDTA (100X)
Solucion madre de vitaminas (100X)
Soluciéon madre de 6-BA

Soluciéon madre de KT

Soluciéon madre de NAA

Soluciéon madre de I1AA

CH

Sacarosa

Phytagel

100 ml
10 ml
10 ml
10 ml
2ml
2ml
0,2 pl
0,2 l
19
30g
39

Se afiadié agua destilada hasta 900 ml, el valor de pH se ajustd a 6,0 con hidroxido potésico 1 N. Después, se hirvid
10 el medio y se diluyé hasta un volumen medido de 1.000 ml y se subempaqueté en matraces triangulares de 50 ml
(25 ml/matraz), se selld y se esterilizo.
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9) Medio de cultivo de enraizamiento:
Licor madre de MSmax (10X) 50 ml
Licor madre de MSmix (100X) 5mi

Solucién madre de Fe*’EDTA (100X) 5 ml

Solucién madre de vitaminas (100X) 5mi
Sacarosa 30g
Phytagel 39

Se afiadié agua destilada hasta 900 ml y el valor de pH se ajusté a 5,8 con hidroxido potasico 1 N. Después, se
hirvié el medio y se diluyé hasta un volumen medido de 1.000 ml y se subempaqueté en tubos de enraizamiento (25
ml/tubo), se selld y se esterilizé.

(4) Etapas de la transformaciéon genética mediada por Agrobacterium (ejemplos especificos del uso de los
medios de cultivo anteriormente mencionados)

3.1 Induccién de callos

(1) Se descascarillaron semillas maduras de arroz "ZHONGHUA 11", después se trataron con alcohol al 70 %
durante 1 minuto y se desinfecto la superficie de las semillas con HgCl, al 0,15 % durante 15 minutos en orden;

(2) Las semillas se lavaron con agua esterilizada 4-5 veces;
(3) Las semillas se pusieron en el medio de induccién mencionado anteriormente;

(4) El medio inoculado se coloco en oscuridad y se cultivd durante 4 semanas a 25 + 1 °C para obtener callos
de arroz

3.2 Subcultivo de callos

Se selecciond el callo embriogénico compacto y relativamente seco, amarillo intenso, se puso en el medio de
subcultivo mencionado anteriormente y se cultivé en oscuridad durante 2 semanas a 25 + 1 °C para obtener callos
de arroz.

3.3 Precultivo

Se selecciond el callo embriogénico compacto y relativamente seco, se puso en el medio precultivado mencionado
anteriormente y se cultivd en oscuridad durante 2 semanas a 25 + 1 °C.

3.4 Cultivo de Agrobacrium

(1) Se precultivd Agrobacrium EHA105 (Invitrogen & co.) en medio de cultivo LA (un medio usado
publicamente) con resistencia correspondiente a 28 °C durante 48 h (2 dias);

(2) El Agrobacrium se transfirié al medio de suspensién mencionado anteriormente y se cultivd en una mesa de
agitacion a 28 °C durante 2-3 horas.

3.5 Infeccién con Agrobacrium
(1) El callo precultivado se transfirié a una botella esterilizada;
(2) Dicho Agrobacrium anterior se regul6 hasta una DOggo de 0,8-1,0;
(3) El callo de arroz se sumergio en la suspension de Agrobacrium durante 30 minutos;

(4) El callo de la etapa (3) se transfirio a papel de filtro esterilizado y se seco y después se cultivd en el medio
de cocultivo mencionado anteriormente durante 72 h (3 dias) a 19-20 °C.

3.6 Lavado y cultivo selecto de callos
(1) El callo de arroz se cultivé con agua esterilizada hasta que no se observé ninguna agrobacrium;

(2) El callo de arroz de la etapa (1) se sumergid en agua de esterilizaciéon que contenia 400 ppm de
carbenicilina (CN) durante 30 minutos;

(3) El callo de la etapa (2) se transfirio a papel de filtro esterilizado y se seco;
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(4) El callo de la etapa (3) se transfirid al medio selecto mencionado anteriormente y se realizd su cultivo
selecto 2-3 veces, 2 semanas cada vez. (El medio selecto mencionado anteriormente se calenté y se fundio,
después de enfrio hasta 60 °C aproximadamente y ase afnadieron higromicina y carbenicilina apropiadas. La
concentracion de examen fue de 400 mg/l para higromicina y 400 mg/l para carbenicilina en el medio selecto
para el primer cultivo y fue de 250 mg/I para higromicina y 250 mg/I para carbenicilina en el medio selecto para
el segundo cultivo y los siguientes).

3.7 Diferenciacion

(1) El callo de arroz obtenido a partir del medio de cultivo selecto mencionado anteriormente se transfirié al
medio de prediferenciacion y se cultivd en oscuridad durante 5-7 semanas;

(2) El callo de arroz obtenido a partir del cultivo de prediferenciacion de la etapa 1 se transfirié al medio de
prediferenciacion y se cultivd con luz a 19-20 °C para obtener una planta de arroz transgénica.

3.8 Enraizamiento
(1) Las raices de la planta de arroz transgénica generadas durante la diferenciacion se cortaron;

(2) Después, se transfirio la planta a medio de cultivo de enraizamiento y se cultivd con luz a 26 °C durante 2-3
semanas.

3.9 Trasplante

El medio residual de la raices de la planta de arroz transgénica se retiré por lavado, la plantula con raices buenas se
transfirié a un invernadero y se mantuvo la humedad durante los primeros dias.

La planta de arroz transgénica obtenida se denominé T40SN (donde T40S representa el numero del vector, N
representa la variedad de arroz transgénico "ZHONGHUA 11"). Finalmente, se obtuvieron 36 plantas de arroz
transgénicas independientes.

Ejemplo 4: Examen de la sequia de la familia T1 transgénica del gen OsNACx en el terreno

Con el fin de verificar si la resistencia a la sequia del arroz transgénico esta relacionada con el gen OsNACx, se
detecto la expresién del gen OsNACx en algunas plantas de arroz transgénico de la presente invencién mediante
tecnologia de hibridacién de northern (la Fig. 5 muestra los resultados de hibridacidon de northern, en los que el
procedimiento fue el mismo que en el Ejemplo 2). Mientras tanto, el examen de plantas de generaciéon T1 con
resistencia a la sequia de la presente invencion se llevd a cabo en el terreno mediante las siguientes etapas. Las
semillas de cada familia de generacion T1 se sumergieron en una solucion acuosa de higromicina (50 mg/ml), se
retiraron las semillas que no germinaron, se sembraron otras semillas en un semillero y las plantulas de arroz en la
etapa de 5 hojas se trasplantaron a una tierra arenosa en un invernadero anti-sequia, donde se plantaron 20 plantas
individuales de cada familia transgénica en 2 filas, y se detuvo el suministro de agua 3 semanas antes de la etapa de
espigado. La Fig.6 muestra los resultados del examen de sequia de familias transgénicas y el control bajo estrés por
sequia durante 22 dias. Los resultados del experimentos mostraron que la resistencia a la sequia de plantas
transgénicas era significativamente mayor que la del control. La deteccion del contenido en agua relativo de dos
familia fue del 83,9 % y el 85,2 %, respectivamente, lo que indicd que el contenido en agua relativo no era diferente
aparentemente, de forma que se confirmé la relacion del gen OsNACx con la resistencia a la sequia y que la
sobreexpresion del gen podia mejorar la resistencia a la sequia de plantas transgénicas. Con el fin de demostrar que
el gen de la presente invencion puede mejorar la resistencia a la sequia de plantas transgénicas, se analizo la tasa
de fructificacion de familias transgénicas bajo estrés por sequia. Los datos estadisticos mostraron que la tasa de
fructificacion de plantas transgénicas con sobreexpresion era aparentemente mas elevada que la del control y la tasa
de fructificacion se increment6 del 1,8 % al 25 % (como se muestra en la Tabla 1), mientras que el nimero de flores
y el peso de miles de granos no era aparentemente diferente, lo que probd en otro aspecto que seguramente el gen
OsNACXx esta relacionado con la potenciacion de la resistencia a la sequia.
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Tabla 1. Comparacion de la tasa de fructificacion entre familias transgénicas y el control bajo estrés por sequia

Familia de arroz |Numero de Tasa de fructificacion Desviacion estandar |Diferencia significativa en
plantas media de una planta comparacion con el control
individual (%)

CK 5 1.78 0.71 -

T40S8 5 24.04 3.39 Significativa (p < 0,001)
T40S24 5 23.97 3.46 Significativa (p < 0,001)
T40S25 5 22.97 3.14 Significativa (p < 0,001)
T40S19 5 31.87 6.06 Significativa (p < 0,001)
T40S21 5 23.34 2.77 Significativa (p < 0,001)

Ejemplo 5: Examen de la resistencia a salinidad elevada de la familia transgénica T1 del gel OsNACx en la
etapa de plantula

De acuerdo con el Ejemplo 4, se comprobd que la resistencia a la sequia de las plantas transgénicas para OsNACx
en la etapa adulta era aparentemente mayor que la del control. Con el fin de verificar otras resistencias a estrés del
arroz transgénico para OsNACXx, se cre6 con estrés a salinidad elevada en la etapa de plantula.

El procedimiento especifico fue el siguiente: se seleccionaron cinco familias transgénicas de generacién T1 con
sobreexpresion, las semillas de generacion T1 se sumergieron en una solucién acuosa de higromicina (50 mg/ml),
se retiraron las semillas que no germinaron, se sembraron otras semillas en macetas redondas pequefias (el
sustrato usado en los experimentos fue una mezcla de sustrato de arroz del sur y arenas en una relacion 2:3; se
afadio agua isométrica al sustrato equivalente en cada maceta; y el agua se salié de forma natural para asegurar la
consistencia de la compactacion del sustrato). El experimento se repitié 3 veces. Las plantas sanas en la etapa de 5
hojas se trataron con estrés por salinidad elevada (solucion de NaCl 200 mM) hasta que todas las plantas de control
murieron y se observo la tasa de supervivencia de las plantas (las plantas individuales con un area de hoja verde de
menos del 20 % tuvieron normalmente dificultades para sobrevivir y se consideraron muertas). La Fig.7 muestra la
condicion de crecimiento de las familias transgénicas con sobreexpresion cuando todas las plantas control murieron
bajo el estrés durante 12 dias. La tabla 2 muestra la tasa de supervivencia de cada familia transgénica con
sobreexpresion cuando todas las plantas de control murieron. Normalmente, la tasa de supervivencia de cada familia
transgénica fue mayor del 80 %. El resultado mostré que las plantas transgénicas para OsNACx podia mejorar la
resistencia de las plantas a una salinidad elevada.

Tabla 2. Tasa de supervivencia (%) de cada familia transgénica bajo estrés por salinidad elevada durante 12 dias

Familia de arroz |Numero repetido Numero de supervivencia/Namero total |Tasa de supervivencia
TAOS25 3 21/24 23/27 24/29 85.112.4
T40S24 3 20/26 24/28 23/27 82.61+4.9
T40S21 3 18/21 21/24 19/26 82.1£7.9
T40S8 3 25/27 24/28 26/30 88.3+3.7
T40S19 3 21/23 25/27 24/29 88.9+5.3

Ejemplo 6: Verificacion de la actividad de transcripcion del extremo 3' del gen OsNACx

Dado que el gen de la presente invencion era un factor de transcripcion inducible, deberia tener la funcién de
activacion transcripcional y podria activar la expresidon génica corriente abajo bajo estrés con el fin de generar
resistencia. Con el fin de verificar si el gen OsNACx de la presente invencion tiene la funcidon de activacion
transcripcional o qué region posee la funcién, se usé un sistema de levaduras en un experimento de activaciéon en
trans en el presente ejemplo. En primer lugar, se construyeron una serie de vectores de expresion pDET32
(Invitrogen & co.) de fusion del gen OsNACx y mutones por delecién parcial de la levadura GAL4-DB y se usaron
para transformar la célula de levadura Y187 (CLONTECH & co.) En el ensayo de actividad (3-galactosidasa, se
determind la expresion del gen indicador LacZ basandose en si la levadura mostraba color azul. Los resultados
demostraron que el gen OsNACx realmente tenia la funciéon de activacion transcripcional, que el dominio funcional
de activacion estaba situado en el extremo 3' del gen y que la secuencia de aminoacidos del 243 al 273 era
necesaria para la funcién de activacion transcripcional del presente gen. La Fig. 8 muestra la situacion de expresion
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del gen indicador LacZ en la célula de levadura transformada mediante el gen OsNACx o por uno de sus mutantes
por delecidon parcial, en la que CK representa la célula de levadura Y187 transformada con un vector vacio
pDEST32; Full representa la célula de levadura Y187 transformada con pDEST32 fusionado con el gen OsNACx de
longitud completa; Mut1 representa la célula de levadura Y187 transformada con pDEST32 fusionado con el
fragmento 1-166AA (dominio NAM) del gen OsNACXx; Mut2 representa la célula de levadura Y187 transformada con
pDEST32 fusionado con el fragmento 182-316AA del gen OsNACx; Mut3 representa la célula de levadura Y187
transformada con pDEST32 fusionado con el fragmento 182-273AA del gen OsNACx; Mut4 representa la célula de
levadura Y187 transformada con pDESTS32 fusionado con el fragmento 182-243AA del gen OsNACXx.

El procedimiento especifico fue el siguiente:

1. El gen OsNACx de longitud completa y uno de sus mutones por delecion parcial se fusionaron con el vector de
expresion de levaduras pDEST32 (Invitrogen & co.).

De acuerdo con el marco de lectura del transportador pDEST32 y la secuencia del ADNc xx de longitud completa, se
disefaron los siguientes cebadores génicos (usando el programa informatico primer 5.0), respectivamente:

DBF: 5-AGAAGCAAGCAAGAAGCGAT

DBR: 5-CCGAGCCATCTCTTGAC

DBM 1 R: 5-TCCGACACAGCACCCAATCATC
DBM3R: 5-TATCGTCGTAGCTCAGGTCCA
DBM4R: 5-CTTTCTTGGGCACCATCAT
DBM5R: 5-ACGGGAAGGGGTCGTTGTCCA
DBMF: 5-CTGTACAACAAGAAGAACG

Se afiadié después la union attB1 (5-ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggct) a los extremos frontales de los cebadores
DBF y DBMF; y se afiadio la union attB2 (5-ggggaccacttt gtacaagaaagctgggt) a los extremos frontales de los
cebadores DBR, DBM1R, DBM3R, DBM4R y DBM5R. Bajo las condiciones de reaccion: predegeneracion a 94 °C
durante 3 min; 94 °C durante 30 s, 55 °C durante 30 s, 72 °C durante 3 min, 30 circulaciones; elongacion a 72 °C
durante 5 min, el producto de la combinacién de los cebadores DBF y DBMF fue DBNACF (1-316AA), el producto de
los cebadores DBF y DBM1R fue Mut1 (1-182AA), el producto de los cebadores DBMF y DBR fue Mut2 (182-
316AA), el producto de los cebadores DBMF y DBM3R fue Mut3 (182-273AA), y el producto de los cebadores DBMF
y DBM4R fue Mut4 (182-243AA). Los productos de PCR obtenidos se purificaron a través de PEG8000, y después
se sometieron a una reaccién de recombinacién BP con el vector intermedio pDONR221 (Invitrogen & co.), en la que
el sistema de reaccién fueron 5ul, 200ng de producto de PCR, 50ng de pDONR221, 2ul de tampén de reaccién de
clonasa BP 5X y 2ul de mezcla de clonasa BP. La E. coli DH10B (Invitrogen & co.) se transfornd a 25 °C durante 5
h, se examinaron los clones positivos y después se fusioné el fragmento génico transportado por el plasmido clonico
positivo deseado al vector de expresion de levaduras pDEST32 mediante una reaccion de recombinacién LR, en la
que las etapas comprendieron: se transformé E. coli DHP) (Invitrogen & co.) bajo condiciones de 100 ng de
plasmido positivo de reaccion BP, 50 ng de pDEST32, 2 ul de tampon de clonasa LR 5X, 2 ul de mezcla de clonasa
LR, a 25 °C durante aproximadamente 5 h y se examinaron los clones positivos.

2. Preparaciéon y transformacion de levadura competente (CLONTECH, Yeast Protocols Handbook) mediante
procedimiento de acetato de litio (LiAc).

1) Reactivo y formula
A. solucion de nutrientes YPD:

20g peptona Difco

10 g extracto de levadura

20g glucosa
diluido hasta un volumen medido de 1.000 ml con agua destilada y esterilizado durante 15 minutos.
B. Solucion de cultivo SD/Leu:

6,79 base nitrogenada de levadura sin aminoacido

2049 polvo de agar
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20g glucosa
0,69g suplemento Leu DO (CLONTECH & co.)
diluido hasta un volumen medido de 1.000 ml con agua destilada y esterilizado durante 15 minutos.
C. Solucién tampon 10TE:
Tris-HCI 0,1 M, EDTA 10 mM, pH 7,5, esterilizado
D. 10LiAc:
acetato de litio 1 M, pH 7,5, esterilizado
E. Soluciéon PEG/LIAc:

Concentracion final Para la preparacion de 10 ml de solucién

PEG4000 40% 8 ml de PEG al 50 %
solucion tampén TE 1x 1 ml de TE 10x
LiAc 1x 1 ml de LiAc 10x

2) Procedimiento:

A. Se dispersaron colonias individuales de levadura con una diametro de 2-3 mm mediante 1 ml de solucién
YPD y después se transfirieron a un matraz triangular que contenia 10 ml de medio YPD.

B. Se cultivaron bajo una rotacién de 250 rpm a 30 °C durante 16-18 h, de forma que la DO600>1,5.

C. Se transfirieron 5 ml de la solucion de levadura mencionada anteriormente a otro matraz triangular que
contenia 50 ml de medio YPD vy se detect6 la concentracion para obtener una DO600 = 0,2-0,3.

D. Se cultivaron a 30 °C durante 3 h (230 rpm), DO600 = 0,4-0,6 (si la DO600<0,4, el cultivo puede ponerse en
peligro).

E. La soluciéon de levadura se transfirid a un tubo de centrifuga de 50 ml y se centrifugdé a 1000 x g durante 5
minutos a temperatura ambiente.

F. Se retiré el sobrenadante, las células se suspendieron con agua destilada dos veces esterilizada y se
centrifugaron a 1000 x g durante 5 minutos a temperatura ambiente.

G. Se retir6 el sobrenadante, las células de levadura se mezclaron de forma homogénea con TE 1x/LiAc 1x que
se prepard in situ.

H. Se transfirieron 200 ng de ADN plasmidico de fusién a un tubo de centrifuga de 1,5 ml y se afiadieron y se
mezclaron de forma homogénea 100 ul de células de levadura competentes, después se afiadieron 600 ul de
PEGI/LiAc, se centrifugd a velocidad alta y se cultivaron a 30 °C durante 30 min (200 rpm).

I. Se afiadieron 70ul de DMSO (100 %), se invirtieron por inclinacién varias veces, se colocaron en un bafio de
agua a 42 °C durante 15 min y después se colocaron sobre hielo durante 2 min.

J. Se centrifugd a 14000 rpm durante 5 s a temperatura ambiente, se retiré el sobrenadante y las células de
levadura se dispersaron con tampon TE 1x.

K. 100ul de células transformadas se dispusieron sobre una placa de Leu/DE, se cultivaron por inversion en
una incubadora a 30 °C durante 2-4 dias, hasta que aparecieron clones.

3. Verificacion de la actividad transcripcional del gen OsNACx y sus mutones por delecién parcial basandose en la
expresion del gen indicador LacZ en un experimento con beta-galactosidasa.

1) Reactivo y formula

A. Solucion tampén Z
NaxHPO4-7H,PO 16,1 g/l
NaH,PO4-H,O 5,549/l
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KClI 0,75 g/l
MgS04:7H,0 0,246 g/l
pH regulado a 7,0, y esterilizado.
B. Soluciéon madre de X-gal (20 mg/ml)
C. Solucién tampon Z /solucion X-gal:
100 ml  solucién tampoén Z:
0,27 ml  B-mercaptoetanol
1,67 ml  solucién madre de X-gal
2) Procedimiento:
A. El clon transformado crecié hasta 1-3 mm (30 °C, 2-4 dias).

B. Se coloco papel de filtro de Watman redondo con un tamafio apropiado en una placa aséptica de 10 cm y se
afnadieron aproximadamente 2,5-5 ml de soluciéon tampdn Z/X-gal para mojar el papel de filiro y se evitaron las
burbujas.

C. Otro papel de filtro aséptico limpio se movié con unas pinzas para colocarlo en la placa con el clon en
crecimiento y el papel de filtro se presiono ligeramente con el fin de adherir el clon al papel de filtro.

D. Cuando el papel de filtro estaba mojado, se abrié con las pinzas y la superficie con el clon estaba hacia
arriba, después el papel de filtro se colocé en nitrégeno liquido durante 10 s y se descongel6 a temperatura
ambiente con el fin de romper las células de levadura.

F. El papel de filtro cuya superficie con el clon estaba hacia arriba se colocé con cuidado sobre el papel de filtro
previamente mojado y se evitaron las burbujas.

G. El papel de filtro se colocé a 30 °C (30 min-8 h) y la evalud la funcién de activacion del gen en funcién de la
aparicion de manchas azules.

Ejemplo 7: Verificacién funcional del promotor génico de OsNACx y su localizacion subcelular

Con el fin de confirmar la localizacion de la expresiéon del gen OsNACx en la célula y la actividad de su propio
promotor (1-1374 pb), se realizé6 ademas la construccidon de la proteina de fusién GFP-NLS (sefial de localizacion
nuclear) y se determind el perfil de expresion génica en funcién de la expresion de GFP. En primer lugar, se
utilizaron los documentos publicados sobre el gen NAC de Arabidopsis thaliana (Miki Fujita, Kazuo Shinozaki y col.,
A Dehydration-induced NAC protein, RD26, is involved in a novel ABA-dependent stress-signaling pathway. Plant J
(2004), 39, 863-876). Se dedujo que las sefiales de localizaciéon nuclear (NLS) del gen pueden localizarse en 79-
90AA o en 116-182AA y que la localizacién subcelular del gen podia determinarse de acuerdo con la regién
expresiva de esta secuencia fusionada con GFP en la célula.

El fragmento 1-1641 pb (que incluye los primeros 1374pb de ATG y 1-90AA del gen, es decir, que incluye la region
promotora y la sefal de localizacién nuclear) se fusioné con el vector pPCAMBIA1381-GFP. Se esperaba que los 1-
1374 pb del fragmento ya contuvieran un promotor intacto que pudiera promover la expresion del gen y que la
secuencia 1-99AA (que incluye la sefal de localizacién nuclear) del gen estuviera incluida, de forma que la condicién
expresiva del gen en las células pudiera determinarse de acuerdo con la localizaciéon expresiva de GFP. El vector
pCAMBIA1381-EGFP se reconstruy6 (véase la Fig. 11) basandose en pCAMBIA1381 (un vector de transcripcion
genética de plantas usado comunmente en todo el mundo), en el que el gen GUS transportado fue reemplazado con
el gen GFP y no habia ningun promotor antes del gen GFP. El vector pCAMBIA1381 era del laboratorio CAMBIA de
Australia (Center for the Application of Molecular Biology to International Agriculture).

El procedimiento especifico para la construccion del vector para el gen fusionado fue el siguiente. Se disefiaron los
cebadores PF (5-cagaattcaaagcaacagtggagagaaaac, anadido con el sitio EcoRI unido) y PR (5-
caaagcttgcgtgacccattaggatactt, afiadido con el sitio Hindlll unido), después se usaron como moldes los ADN totales
de la variedad de arroz "Zhonghan N.° 5" o el vector pGEM-NAC-PRO construido en el Ejemplo 1 y se empleod el
programa de amplificacion (predegeneracion a 94 °C durante 3 min; 94 °C durante 30 s, 55 °C durante 30 s, 72 °C
durante 3 min, 30 circulaciones; elongacién a 72 °C durante 5 min). El producto de amplificacién se escindio
enzimaticamente con EcoRI y Hindll y se enlazé al vector pCAMBIA1381-EGFP que también se escindio
enzimaticamente con EcoRI y Hindlll. El callo de arroz se transformé con el vector de fusion p1381-GFP-promotor-
NLS usando un sistema de transformacion génica mediada por Agrobacterium (véase detalladamente en el Ejemplo
3), se obtuvo el callo con resistencia a higromicina (véase el Ejemplo 3) y se observé la expresion de GFP al
microscopio de fluorescencia (véase la Fig. 9A). El resultado mostré que los 1-1374 pb de la secuencia ya habian
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contenido el promotor intacto y que éste podia promover la expresion del gen.

Con el fin de localizar el gen en la célula, se corté en laminas el callo de resistencia y se observé al microscopio
confocal para determinar la condicién de expresion intracelular de GFP. La Fig. 9B mostré que la GFP se expresaba
s6lo en nucleos al observarla en el microscopio confocal, lo que indicaba que la secuencia 1-99AA ya tenia incluida
la NLS de forma que la GFP pudiera localizarse en los nucleos, es decir, la proteina OsNACx estaba localizada en
los nucleos. Este ejemplo probd que la secuencia 1-1374 pb de la presente invencion incluia un promotor intacto y
que podia inducir la expresion del gen. Ademas, se especuld con que 79-90AA de OsNACx era una NLS y, por lo
tanto, la proteina OsNACx se localizaba en el nucleo de la célula.
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OsNACx del arroz y su uso para mejorar la tolerancia de las plantas a la

aaactaaaaa aaagagaatg cgttagaata tgtcgtggaa
tgctgaggta gcggccgaat cttcécgacg cacgccgaac
atttgatttg atgatttttc tggtgccggt accttgaggt

tgagatgaag gaaaaggctc gatcgatgat gcgatcggcg
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1568 - ‘ o

Ala Glu Val Asp Leu Tyr Lys Phe Asp Pro Trp Asp Leu Pro Glu Arg
50 55 60 ' 65
gcg ctg ttc ggc gcc agg gag tgg tac ttc ttc acc ccg cgg gat cgc
lele .

Ala Leu Phe Gly Ala Arg Glu Trp Tyr Phe Phe Thr Pro Arg Asp Arg

70 75 . 80

aag tat cct aat ggg tca cgc ccc aac cgc gcc gcc ggc aac ggg tac
1664 - ‘ - .

Lys Tyr Pro Asn Gly Ser Arg Pro Asn Arg Ala Ala Gly Asn Gly Tyr

8s 90 | : 95
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-tgg aag gcc acc ggc gcc-gac aag Ccc_gtc gcg c©cg cgg ggyg c€gc acg
1712
Trp Lys Ala Thr Gly Ala Asp Lys Pro Val Ala Pro Arg Gly Arg Thr

100 - N 105 - 110
ctt ggg atc aag aag gcg ctc gtg ttc tac gcc ggce aag gcg ccg cga
1760 _
Leu Gly Ile Lys Lys Ala lLeu Val Phe Tyr Ala Gly Lys Ala Pro Arg
115 : 120 ' 125
ggg gtc aag act gat tgg atc atg cat gag tac cgg ctc gcc gat gect
1808 . : C .
Gly Val Lys Thr Asp Trp Ile Met His Glu Tyr Arg Leu Ala Asp Ala
130 _ 135 140 _ 145 .
gge cgc goc gec gog ggce gcc aag aag gga tet ctc agg gtaagcttag
1857 ' :
Gly Arg Ala Ala Ala Gly Ala Lys Lys Gly Ser Leu Arg
150 o 155
ctcagattcé tccgaattac tagcaatgat ccttgcttcg atcgaagatt attcggtggg

1917 .

agtgatgatc gataattgga tcgtggtctg atctgatctg gtgtgaattg tttgtgcag
1976 : : :

ttg gat gat tgg gtg ctg tgt cgg ctg tac aac aag aag aac gag tgg
2024

Leu Asp Asp Trp Val Leu Cys Arg Leu Tyr Asn Lys Lys Asn Glu Trp

160 : 165 _ 170

gag aag atg cag dag ggg aag gag gtg aag gag gag gcg tcc gac atg
2072

Glu Lys Met Gln Gln _Gly _Lys.Glu Val Lys Glu Glu .Ala Ser Asp Met
175 2 180 185 190

gtt acg tcg cag tcg cac tcg cac acc cac tcg tgg ggc gag acg cgdc

2120 .
Val Thr Ser Gln Ser His Ser His Thr His Ser Trp Gly Glu Thr Arg
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acg ccg
2168
Thr Pro

tcg Etc
2216
Ser Phe

gtg ccc
2264
Val Pro

240

gce gcc
2312

Ala Ala

255

tac gac
2360

Tyr Asp

gge gac
2408
Gly Asp

acg acg
2453
Thr Thr

gag

Glu

ccg
Pro

225

aag

Lys

acc

Thr

gat

Asp

gac

Asp

cca

Prp

305

tecg
Ser

210

gcg

Ala

aaa

Lys

atc

Ile

atc

Ile

ttc
Phe

290

cgce

195

gag

Glu

ttc

Phe

gaa

Glu

cCccC

Pro

cag
Gln
275

tac

Tyr

gcc

Ala

atc

Ile

cag

éln

tcg

Ser

agg
Arg

260

ggc
Gly

tcg

Ser

ggc

Gly-
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gtg

val

cct

Pro

atg
Met
245

aac

Asn

atg

Met

tcg

Serxr

gcc

Ala

gac

Asp

gcg

Ala

230

gac

Asp

aac

Asn

tac

Tyr

ctc

Leu

ggc
Gly

310

aac

Asn

215

ccg

Pro

gac

Asp

agc

Ser

age

Ser

200

gac

asp

ccg

Pro

gcc

Ala

agc

Ser

ggc
Gly

280

ttc
Phe

295

atg

Met

27

gcg

Ala

ggc
Gly

cccC

Pro

ccg

Pro

acc

Thr

ctg
Leu

265

ctc

Leu

tcg

Ser

atg

Met

ttc

Phe

gcg

‘Ala

gcg

‘Ala

250

ttc

Phe

gac

Asp

ccg

Pro

gtc

val

CC_g

Pro

acg
Thr

235

gcc

Ala

gtg

val

atg

Met

cgg

Arg

gag

Glu

220

gcg

Ala

gcc

Ala

gac

Asp

ctg

Leu

gtg.

val

300

ccg
Pro

315

ttc

Phe

205

ctg

Leu

atg

Met

gcc

Ala

ctg.

Leu

ccg
Pro
285
aag

Lys

tga

gac

Asp

atg

Met -

gee

Ala

agc
Ser

270

ccg

Pro

999
Gly
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ggtgacggcg acgcgatcga acaggtggtg atégatgctg caacgtgtgt aaatatacag
2513

"cgcecggetgyg gtcaégag&t.ggctcgg
2540 : *
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REIVINDICACIONES

1. Un polinucleétido aislado capaz de dar a una planta tolerancia al estrés por sequia y/o sal, que consiste en una
secuencia de nucleétidos como se muestra en la SEC ID N.°: 1, o una de sus variantes idéntica al menos en un 95
% que tenga la misma funcién biolégica.

2. Un polinucledtido aislado, que consiste en la secuencia de ADN como se muestra en las posiciones 1374-2453
de la SEC ID N.°: 1.

3. El polinucledétido de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha planta se selecciona del grupo que consiste
en arroz, tomate, patata, tabaco, pimiento, maiz, cebada, trigo, Brassica, Arabidopsis, girasol, soja, chopo y pino,
preferentemente arroz.

4. Un vector de expresion que comprende el polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 1 o un promotor
enlazado de forma operable al polinucleétido de la reivindicacion 2.

5. Una célula huésped transformada o transfectada con el vector de expresion de acuerdo con la reivindicacién 4.

6. El uso del polinucleétido de acuerdo con la reivindicacién 1 para incrementar la tolerancia al estrés por sequia y/o
sal en una planta.

7. El uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que dicha planta se selecciona del grupo que consiste en arroz,

tomate, patata, tabaco, pimiento, maiz, cebada, trigo, Brassica, Arabidopsis, girasol, soja, chopo y pino,
preferentemente arroz.
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|Expresién inducida por sequia en un chip de arroz

v

Idenfificacién de EST y ADNc de Iongifud completa del gen de la presente invencion .

Obtencidn de fragmento de ADN de la >
presente invencién a partir del genomaj -

Obtencién de dicho gen por PCR

e

Expresion por estrés de dicho gen Transformacién genética del arroz
/"\ |
promotor 355 promotor Actn1 promotor inducible

~ |~

Ensayo de sequia para arroz transgénico

Fig.1
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OBNACx : FIGHGMRRE--ROAERE[TN Tl S RARG- or LI B 82
©aNAC3 : KRRV=-~RDAERDHY 3 iy & PRALLE- RAAD 82
OBNACY : VGGEGRROAEAEI/N , R QPLEYP -1}
OBNACE : ——====—--- MEGGOD LRI "74
RD26 : VRER== =~ D PLAGES| G-¥HF 5| 79
AtNACL : usr:sanx:ssxsnvgm( [oK(s o L sx_unnungp thivor, = .t -85

m 1 LPPGEREhPED EL6 YLcrd a 66 '6DLy4 apwase AL~ G uwtss.mnmt . .
OeNACK : 165
OsNACT : 165
OsNACH : 166
OsNACE : ERLCL i 154
RD26 I ——— B £l 187
ATNACL : (SAT] T 166

YpnGsRpNRas TGYWKATG D4

- 200 - - 240 » .
OaNACK : 359 OQGKEVKEEASDFIV‘I‘SQSHBHTHSWEE'IRTPBEB PELDBE PAFQPAPP~=r===r- PATA : 236
OsNAC3 : P1OBRK-——EEEEAMAAAQE~ - -— -~ WEETRTPEEE DAREEAD-—~ —YBLPAA- ==~ - - 8POD : 223
OSNACH : HIVKLEQ- ~~QDVASVAAAA PRNHHHONGE VMDAAAA - === == Ds[JoTHDBDIDNASAGLRHGGCGGGERGD : 244
OSNACE : K GGLE PPMA---VAMG'N:EGWVQRXEHVGWMVESPPEQKP_WACP BOLAAYYDRPSDSMPR-LHADSSCEE : 235
RD26 : KT SCSEJOAVT P~ -~ VQACREERETN=~— = ——— E58S55580-==~~ PEIRDOSFNLPRMNBLRTILNGNEDW : 227
ATNACL : TEGVICRDNMGSCF DETASASLPPLMDPYINFE DOEPSSYLS nounumguvpctsnx.sonou.nsm.-msvu : 246
t .
260 - 260 - 300 - 320 - 340
OsNACX : MMYBKK---EBSMDDATAAAAAAATX PRNNSSLFVDLS ¥ 8GLOMEPPGEDFYSELFASPRVRGTTPRAG : 308
OsNAC3 : ALMEKE---EARDDD---—-mmm ~WLMGHSLIDLOG~ 8----LLOADDL-- EMLAPPRAARTER-~~ : 270
OBNACH : VAPERNGEFVTVKEDN E si‘opmnm.ouno MVNPAAPGHDCGYLOST 68 PONEMIQT-~~ : 311
OoNAC6 : OViIS PEFACEVOSQDK- Vepemm e PAASIIDPACE GGLGGLCGCSEDPLLODIL : 296
RD26 ! ASMAGLNPIPELAPTN- EAESGHVNROQONSBGLTOSBFGYS8B88GPGVE~-~- : 289
ATNACY : ﬁcxnmnnwa--------------AsAn.rc SFCBBDQ=—=—~ MVIERALLBOLTKIDGSLGPKEBQBYGEGSSESLL : 312
a ot L
-

OSNACK : AG:% 316
OBNAC3 : -- + 276
OSNACY : =---ILE -- : 316
OSNACS : MYUEKPFewwe-= : 303
RD26  :. === PEFRO- : 297
ATNAC1 : TDIEIBSTVENC : 324

g

Fig. 2

Regi6én promotora ' ATG

-Gi;Ex Tipo ‘S . Begin ..Eiid.. Len. Fr Pl:JAe DT CodRg P... Tsér..

107 fatr .- ‘356 173 i84 2 1 "28 1 . 146 0946 778
1ol TInit .- 1094 1023 72 ‘270 98 73 A3 [0:803 119

100 ‘Prom. -. :1166: :1127. 40 11413

)

200 'Prom -+
2.01 Imt + A
2:02 Term 1977 : 4%3
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Sequia Bia
e g

Fig.4

sobreexpresion

Fig.5
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Fig. 6

Fig.7
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-«"'}aﬂmn-—r

ABDIVAMI domainy 182

Mut2 316’

Mut3 7

Mut4 GAEIBE - {2

Fig. 8
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promotor CaMV 358
LacZ alfa

Hindlll (11076)
Pst1(11068)

primer exon de Gus

Sall(11058)

intron de catalasa

Xbal(11052) gusA176

BamH] (11046)
Kpnl (11041)

N,

Sacl(11035) H_\

EcoRl(1025) ~ @7 ; gusA-648
promotor CaMV3558 { AN gusAng
Xhol (9995) ~ 4 W gusA-952
higromicina (R) Y D\ segundo exon de Gus
Xhol (8901) N : CAMBIA1301 gusA1099
poliA CaMV3s§ _ =~ P gusA-1256
borde T (izquierdo) \_.."-— 11837 pb

Sacli(8383)

kanamicina (R)

o~ |\.|ﬁA1701
pBR322ori - _,,,@ cola de histidina
pBR322 bom ——'@}}I* ‘E(‘)liA Nos
Not1(6156) ~ borde T (derecha)
;‘Notl(3334)
pVS1 sta

Not1{4866)
pVS1 rep

Fig. 10
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Hindlll (10639) |
Pst] (10635)
Sall (10625)

BamHI (10619)

e

EwRi(:oGog)

g

promotor CaMV 358

’ Xhol (98Bos) \
_higromicina (R) G 4‘

Xhol (8711) .

poliACaMV3§S R ¢ cola de histidina

borde T (izquierdo) _‘,.-\,/ \-—7.< poliA Nos

) P % borde T (derecho)
Sac1l (8193) i £ s
e pCAMBIA1381-EGFP :

10657 pb o

pBR322 bom
Not1(5966) ™™

""" Not1(4676)

~ Fig. 11
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