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DESCRIPCION
Promotor especifico de las raices y especifico del parénquima xilematico
La presente invencion se refiere a un promotor y a su uso, asi como a plantas transgénicas.

Las plantas superiores contienen un sistema de conductos, el xilema, en el que tiene lugar el transporte ascendente
de agua y sales nutritivas.

La carga del xilema en la raiz se regula mediante el parénquima xilematico, que cubre las fibras de xilema. Por tanto,
las células del parénguima xilematico de las raices representan un punto de control importante para la entrada de
sustancias en el xilema. Las células del parénquima xilematico contienen para este fin bombas de protones
especificas, canales de agua y canales de iones.

Con su importancia fisiolégica para el metabolismo, el parénquima xilematico abre una serie de posibilidades de
realizar modificaciones genéticas en las plantas. Las influencias en el transporte de nutrientes se podrian realizar,
por ejemplo, mediante determinadas proteinas, que son activas principalmente en el parénquima xilematico.

Ya se conocen promotores que son activos, entre otras, en las células del parénquima xilematico. De hecho, ni la
actividad de estos promotores se limita exclusivamente a las células del parénquima xilematico (documento EP 1
207 204 Al), ni los promotores son activos principalmente en las raices. Asi, la actividad del promotor Sultr2.1
también se puede detectar en el floema de las hojas (Takahashi y col. 2000) y el promotor SOS1 también esta activo
en las células terminales de las puntas de las raices (Shi y col., 2002). El promotor 12 del gen de resistencia 12 del
tomate esté activo principalmente en las células del parénquima xilematico del brote y al mismo tiempo también en la
raiz, la hoja y el fruto del tomate (Mes y col.,, 2000). El transportador de aminoacidos AAP6 de alta afinidad
procedente de A. thaliana se expresa en las células del parénquima xilematico de todos los vasos de la raiz y la hoja
a través del promotor AAP6 (Okumoto y col., 2002). Los andlisis Blot de ARN muestran que el gen AAP6 se expresa
intensamente en raices, hojas caidas y hojas caulinares y se expresa débilmente en brotes y flores (Rentsch y col.
1996).

Sakuta y Satoh, 2000, describen proteinas CRGRP ricas en glicina cuya funcién fisiolégica ain no esta clara,
suponiéndose que las proteinas CRGRP contribuyen a reforzar la pared de los vasos del xilema. Kloos y col., 2002,
describen entre otras cosas el aislamiento y el analisis molecular del gen de una proteina “similar a la taumatina”
(Tlp) procedente de la remolacha azucarera, que se expresa especificamente en la raiz pivotante. En ambos
documentos los promotores no se conocen. Por tanto, es objetivo de la presente invencion influir en los rendimientos
metabdlicos de una planta especificamente en la zona del parénquima xilematico de las raices.

Segun la invencion, el objetivo propuesto se alcanza mediante un promotor conforme a las caracteristicas de la
reivindicacion 1.

Algunos de los términos usados en esta solicitud se explican mas detalladamente a continuacion:

Se entiende por promotor una secuencia de acidos nucleicos que controla la expresion de un gen, dado el caso
dependiendo de factores enddgenos y exdgenos. Entre estos factores se cuentan, por ejemplo, inductores,
represores y proteinas similares que se unen al ADN, aunque también influencias ambientales. Un promotor puede
constar de varios elementos. Sin embargo, comprende al menos un elemento regulador que es responsable de la
transcripcion del gen que se encuentra bajo su control.

Un promotor que es mas activo en las células del parénquima xilematico de las raices de la planta que en otras
células de la planta presenta, por ejemplo en las raices, una actividad medible mediante Blot de ARN, que para
condiciones de ensayo comparables se puede detectar un 20% menos, preferiblemente un 10% menos y en
particular un 5% menos en 6rganos superficiales de las plantas, como peciolos, hojas y flores. Esta especificidad no
se limita a un determinado momento del ensayo sino que se da fundamentalmente durante todo el tiempo de
vegetacion.

Son “derivados” de un promotor las versiones acortadas o alargadas o idénticas seccién por seccién u homélogos de
este promotor con las mismas propiedades o propiedades esencialmente iguales.

“Inducibilidad por patégenos” representa el efecto de factores externos en una planta, que provocan una reaccion de
defensa en la misma. Asi, puede tratarse de ataques de insectos (mordiscos), bacterias, hongos, nematodos u otros
patégenos, pero también de efectos abidticos, como heridas mecéanicas o estrés hidrico o salino.

“Efecto antifingico directo” significa que los productos génicos actdan directamente como antifingicos, de modo
que, por ejemplo, disuelven paredes celulares o codifican para fitoalexina sintasas o para metabolitos que actian
inhibiendo el metabolismo de los hongos.
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“Efecto antifungico indirecto” significa que los productos génicos activan las defensas génicas vegetales. A estos
genes pertenecen, por ejemplo, los genes de resistencia, componentes de la transduccién de sefial (como quinasas,
fosfatasas), factores de transcripcion o enzimas que producen sustancias sefial (como enzimas formadores de
etileno, formadores de acido salicilico o formadores de jasmonato, enzimas formadores de especies de oxigeno
reactivas, enzimas formadores de mondxido de nitrdgeno).

Por “infeccién” se entiende el instante de tiempo mas temprano en el que el metabolismo del hongo (o el crecimiento
del hongo) se prepara para una penetracién del tejido huésped. A ésta pertenecen, por ejemplo, el crecimiento de
hifas o la formacién de estructuras de infeccion especificas, como las hifas de penetracién y los apresorios.

La expresion “homologia” representa aqui una homologia de al menos el 70% a nivel de ADN, que se puede
determinar segln procedimientos conocidos, por ejemplo, la comparacién de secuencias computerizada (S. F.
Altschul y col., 1990), la herramienta de blusqueda Basic Local Alignment, J. Mol. Biol. 215: 403-410).

“Secuencia de nucleétidos complementaria” significa, referido a ADN bicatenario, que la segunda cadena de ADN
complementaria a la primera cadena de ADN segun las reglas de combinacion de bases presenta bases nucleétidas
gue se corresponden con las bases de la primera cadena.

El término aqui empleado “hibridar” significa hibridar bajo condiciones convencionales, como las descritas por
Sambrook y col. (1989), preferiblemente bajo condiciones astringentes. Por ejemplo, son condiciones de hibridacion
astringentes: hibridacion en 4 x SSC a 65°C y a continuacion lavados multiples en 0,1 x SSC a 65°C durante un total
de aproximadamente 1 hora. Son condiciones de hibridacién menos astringentes, por ejemplo: hibridaciéon en 4 x
SSC a 37°C y a continuacién lavados multiples en 1 x SSC a temperatura ambiente. “Condiciones de hibridacion
astringentes” también puede significar: hibridar a 68°C en fosfato sédico 0,25 M, pH 7,2, SDS 7%, EDTA 1 mM y
BSA 1% durante 16 horas y a continuacion doble lavado con 2 x SSC y SDS 0,1% a 68°C.

La invencion se describe méas detalladamente a continuacion y haciendo referencia a las figuras y ejemplos.

El promotor segun la invencién esta activo en células del parénquima xilematico de las raices de plantas. Por el
contrario, en los 6rganos superficiales de la planta en cuestion no se detecta actividad, o s6lo muy baja. Esta
propiedad se puede utilizar para la mejora de los procesos de carga y descarga del xilema de la raiz y por tanto,
para la mejora del metabolismo. Por eso, usando el promotor se pueden preparar también plantas transgénicas y
partes de estas plantas, como semillas.

El promotor segun la invencién se puede emplear para mejorar el metabolismo del nitrégeno de las plantas. Para
ello se sobre-expresan genes de proteinas de transporte para nitrato y aminoacidos en las células del parénquima
xilematico y se refuerza la carga del xilema con los compuestos de N. Otra mejora del metabolismo del N supone el
deposito reducido de “nitrégeno dafino” en los érganos de almacenamiento de la planta. Altas concentraciones de
compuestos de N en los 6rganos de almacenamiento a menudo reducen el valor fisiolégico alimentario de productos
de cultivo o dificultan el aislamiento de sustancias de almacenamiento como sucrosa a partir de las raices de la
remolacha azucarera. Se puede conseguir un depdsito reducido de “nitrégeno dafiino” en la raiz mediante una
emision reforzada de aminoéacidos al xilema y el transporte en los 6érganos vegetales superficiales.

El promotor segun la invencién se puede emplear para mejorar la tolerancia al estrés hidrico de las plantas. La
concentracion de la fitohormona acido abscisico (ABA) aumenta en las raices en reaccién al secado de la tierra. El
ABA es transportado a través del xilema desde las raices a las hojas, donde produce un cierre de los estomas.
Mediante un control de la expresion del transportador de ABA en las células del parénquima xilematico se puede
regular la entrada de ABA en el xilema y mejorar la tolerancia al estrés por secado de las plantas.

El promotor segn la invencién se puede emplear para reducir la concentracién de cationes sodio (Na') y potasio
(K" en la raiz de la remolacha azucarera. La concentracién Na'/K' determina la calidad de procesado de
remolachas azucareras en referencia a la obtencién técnica de azucar (Schiweck y col., 1984). A las moléculas de
transporte de Na' y K* en las células del parénquima xilemético de la raiz les corresponde una posicion clave para
mantener una concentracion Na'/K" baja en las raices de la remolacha azucarera. Con ayuda del promotor se puede
llevar a cabo procedimientos apropiados para mantener baja la concentracion Na'/K®, por ejemplo la sobre-
expresion del antiportador Na'/H" SOS1 (Shiy col., 2002) en las células del parénquima xilematico. Por otro lado, la
carga del xilema con K’ se regula separadamente de la absorcion de K del suelo. Mientras que AKT1 es
responsable de la absorcién de K del medio, la carga de K* del xilema se realiza mediante la molécula de transporte
SKOR (stelar K" outward rectifier, canal de K* rectificador de salida de la estela). La sobre-expresién dirigida de
SKOR (Gaymard y col., 1998) conduciria a un transporte reforzado de K" de la raiz.

El promotor segun la invencién también se puede emplear para mejorar la resistencia de la planta frente a las
enfermedades. Numerosos hongos del suelo de las especies Fusarium oxysporum o Verticillium spp. emplean el
xilema para la propagacion por la planta. Mediante la combinacién del promotor inducible por patégenos con un gen
cuyo producto génico ejerce un efecto antifingico directo o indirecto se puede impedir que continle la propagacion
de un hongo en el xilema y de este modo se produce una resistencia a los hongos. Asi, la “inducibilidad por
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patégenos” del promotor juega un papel especial en la consecucion de una cantidad de expresion critica para la
eficacia del principio activo antifiungico en el parénquima xilematico.

Las infecciones virales de la remolacha azucarera a menudo se limitan s6lo a un 6rgano como la raiz o las partes
superficiales de la planta. Asi, el virus BNYW infecta y coloniza en primer lugar la raiz de la remolacha y los virus del
amarilleo BMYV y BYV se encuentran soélo en las hojas. El promotor especifico de las raices se puede emplear
ahora para transformar de forma organo-especifica los conceptos de resistencia a los virus referentes a la técnica de
silenciacion de genes o de antisentido.

La figura 1 muestra la expresion especifica de las raices del gen 2-1-88 mediante un experimento Blot de ARN.
Respectivamente 10 [1g de ARN celular total, aislados de los 6rganos de remolachas azucareras floridas de 2 afios,
se separaron en un gel de agarosa-formaldehido desnaturalizante. EI ARN se aisl6 de las hojas, la raiz pivotante, los
brotes y las flores. El fragmento de ADNc Smart 2-1-88 se us6 como sonda de hibridacion.

La Figura 2 muestra el vector del gen reportero 2-1-88-GUS con una fusion translacional entre el promotor (SEC. ID.
N° 1) y el gen GUS de E.coli. El promotor en el vector 2-1-88-GUS se insertdé como fragmento HindllI-Ncol y
comprende las posiciones de nucledtido 1-2502 de la secuencia de nucleétidos SEC. ID. N° 1.

La Figura 3 muestra el vector del gen reportero 2-1-88-LUC con una fusion translacional entre el promotor (SEC. ID.
N° 1) y el gen luciferasa de Photinus pyralis. EI promotor 2-1-88 en el vector 2-1-88-LUC comprende las posiciones
de nucledtido 1-2502 de la secuencia de nucleétidos SEC. ID. N° 1.

La Figura 4 muestra la organizacién modular del promotor (SEC. ID. N° 1) y la distribucion de los elementos cis.
La Figura 5 muestra el vector binario 2-1-88-luc-kan que se uso6 para la transformacion de la remolacha azucarera.

La Figura 6 muestra la actividad luciferasa especifica de la construccion del gen reportero 2-1-88-luc-kan en el
extracto de raices y hojas de remolachas azucareras transgénicas jovenes y viejas (WP4), asi como la actividad de
la linea de partida no transgénica (control). La escala del eje Y es logaritmica.

La Figura 7 muestra la distribucién espacial de la actividad luciferasa en la seccion transversal de la raiz de la linea
WP4-15 de remolacha azucarera transgénica en comparacion con la linea de partida no transgénica (control). Las
preparaciones de raices se fotografiaron iluminadas (izquierda) y después se documenté la emisién de luz de las
preparaciones de raices en la oscuridad (derecha). La posicion e intensidad de la emision de luz se correlaciona con
la actividad del promotor (SEC. ID. N° 1) en la raiz del transformante WP4-15 (abajo a la derecha). La linea de
partida no transgénica no muestra emision de luz (arriba a la derecha).

La Figura 8 muestra una toma microscépica detallada de la preparacion de la raiz transgénica WP4-15 de la Figura
7. En la mitad izquierda de la imagen se observa la superficie de la raiz iluminada. Las hebras de los vasos
formadas por floema y xilema aparecen como ranuras negras. En la mitad derecha de la imagen se presenta la
localizacién de la emision de luz para las hebras del xilema. Esta foto se tomé en la oscuridad, de modo que soélo se
pudo medir la emision de luz del objeto.

La Figura 9 muestra una superposicion de la mitad derecha y la izquierda de la imagen de la Figura 8. La actividad
del gen reportero luciferasa aparece en rojo en esta representacion. La actividad del gen reportero se limita a la capa
celular entre el xilema y el floema o la zona inmediata al xilema de las células del parénquima xilematico.

La Figura 10 muestra el vector del gen reportero pUBI minimo con el promotor minimo del promotor ubiquitina del
maiz.

Caracterizacién del promotor 2-1-88

El promotor (SEC. ID. N° 1) procede de un gen de remolacha azucarera 2-1-88 no conocido hasta ahora y en lo
sucesivo denominado también promotor 2-1-88. El analisis de este promotor con ayuda de la base de datos PLACE
(Higo y col., 1999) muestra que se detectan numerosos elementos cis para la inducibilidad por patégenos, la
especificidad de las raices, asi como la capacidad de respuesta al estrés hidrico y por frio (Tabla 1). Un elemento
caracteristico de la respuesta a patdgenos es W-box, que se encuentra una vez como W-box "clasico" (Rushton y
col., 2002) y cuatro veces como W-box NPR1 (Yu y col, 2001) en el promotor (Fig. 4).
Junto al motivo de nucleo TTGACC o TTGAC, respectivamente los 15 nucleé6tidos en sentido ascendente y
descendente del motivo de nlcleo W tienen un significado importante para la inducibilidad por patégenos en
combinacion con el motivo del nicleo. Ademas, estd disponible el Box-A del promotor PcPAL inducible
porpatdgenos. La especificidad del promotor por las raices se determina a través de los numerosos motivos
especificos de la raiz (Wurzel Box ATATT) y los elementos cis para la respuesta a auxina (Aux-IAA4 y Aux-SAU15A)
(Guilfoyle y col., 1998). La inducibilidad por estrés hidrico, salino y por frio del promotor se atribuye a la presencia de
los sitios de union MYC y MYB (Abe y col., 2003) que estan involucrados en la transduccion de sefial de ABA.
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Fusién del promotor 2-1-88 con el gen luciferasa de Photinus pyralis

Para comprobar la actividad del promotor 2-1-88 en remolacha azucarera, el promotor se fusioné translacionalmente
con el gen luciferasa de Photinus pyralis y se transformé en la remolacha azucarera. Para ello el vector 2-1-88-GUS
se linealiz6 en primer lugar mediante una rotura Sacl con posterior reaccion de relleno de T4-ADN-polimerasa.
Mediante la posterior digestion con Ncol se liberé el gen GUS. En el vector asi preparado se cloné el gen luciferasa
de Photinus pyralis (Promega, Mannheim Alemania) como fragmento Ncol-Bglll (rellenado). El vector resultante lleva
la denominacion 2-1-88-LUC (Fig. 3) y contiene una fusion translacional entre el promotor 2-1-88 y el gen luciferasa.

Para la transformacién de la remolacha azucarera se cloné el casete de expresién compuesto por el promotor 2-1-88
y el gen luciferasa en el vector binario pGPTV-kan (Becker y col., 1992). Para ello la combinaciéon promotor 2-1-88 -
gen luciferasa se cortd con Pvull y Hindlll del vector 2-1-88-LUC y se clond en el vector binario pGPTV-kan
linealizado con Hindlll y Smal. El vector formado lleva la denominacién 2-1-88-luc-kan (Fig. 5). El vector 2-1-88-luc-
kan se transformé en la cepa C58C1 de Agrobacterium tumefaciens con el plasmido residente pGV2260 mediante
un procedimiento directo de transformacién de ADN (An, 1987). La seleccion de clones recombinantes de A.
tumefaciens se realizé usando el antibiético kanamicina (50 mg/l).

La transformacion de la remolacha azucarera se realizé segun Lindsey y col. (1991) usando el antibiético
kanamicina. La transgenicidad de las plantas se comprobé por PCR. ElI uso del cebador
GTGGAGAGGCTATTCGGTA y CCACCATGATATTCGGCAAG condujo a la amplificacion de un fragmento de ADN
de 553 pb del gen nptll. EI PCR se realizé usando 10 ng de ADN gendmico, una concentracion de cebador de 0,2
[JM a una temperatura de recocido de 55°C en un multiciclador PTC-200 (MJ Research, Watertown, EUA).

Deteccién de la actividad del promotor 2-1-88 en raices de remolacha azucarera transgénica

Remolachas azucareras transgénicas que fueron transformadas con la construccion del gen reportero 2-1-88-luc-kan
se cultivaron bajo condiciones de invernadero. La actividad del promotor se analiz6 en raices y hojas de remolachas
azucareras jovenes y viejas mediante mediciones del gen reportero.

La actividad luciferasa de Photinus pyralis se determind con el Luciferase Assay System (Pormega, Mannheim,
Alemania) en un luminémetro Sirius (Berthold Detection System GmbH, Pforzheim, Alemania) siguiendo las
indicaciones del fabricante. Para la obtencién de un extracto de enzima apropiado para la medicién se determiné en
primer lugar el peso de las muestras de tejido. Las muestras de hojas se homogeneizaron afiadiendo arena de mar
con 10 veces el volumen (v/p) de Passive Lysis Buffer (PLB, tampdn de lisis pasivo) en un mortero y las muestras de
raices se homogeneizaron en un aparato comercial de cocina (Warring Blender). El sobrenadante liquido se
transfirié a un recipiente Eppendorf de 1,5 ml y se centrifugé 5 min a 4°C y 20000 g. Se extrajo el sobrenadante claro
y se emplearon 10 [l de extracto crudo para la medicion de la actividad luciferasa de Photinus.

Mientras el promotor (SEC. ID. N° 1) se expres6 de forma intensa o muy intensa en las raices jovenes y viejas de 9
transformantes independientes, la actividad del gen reportero de 7 transformantes (WP4-2, WP4-5, WP4-6, WP4-8,
WP4-9, WP4-12, WP4-16) en comparacion con la linea de partida no transgénica apenas se detectd en las hojas de
plantas jovenes y no se detectd en las hojas de plantas viejas (Figura 6). Asi, segun los resultados del estudio del
gen reportero, en coincidencia con los estudios de Blot de ARN, el promotor (SEC. ID. N° 1) se expresa
principalmente en la raiz de la remolacha azucarera.

El promotor 2-1-88 esta activo especificamente en las células del parénguima xilematico de la raiz de la remolacha
azucarera

Para analizar la distribucion espacial de la actividad del promotor en las raices de la remolacha azucarera se
realizaron secciones transversales y longitudinales de raices de remolacha y las secciones de raices se incubaron 2-
4 h a temperatura ambiente en una soluciéon de Luciferina 100 UM + DMSO 5%. A continuacion se detecto la
emision de luz de las secciones de raices atribuida a la actividad luciferasa, con ayuda de una camara MicroMAX
Digital CCD (Visitron Systems GmbH, Puchheim, Alemania).

El andlisis de las secciones transversales muestra que la actividad del promotor se asocia con la posicion de los
vasos en los anillos de cambium individuales de la raiz (Figura 7). Para un andlisis detallado se empleé el estereo-
microscopio Stemi 2000 (Zeiss, Alemania) con ayuda de un adaptador HRD Mikroskop en la camara. Segun los
analisis microscépicos la actividad del promotor en las células del parénquima xilematico esta limitada entre xilema y
floema o a las células del parénquima xilematico que rodean el xilema (Fig. 8 y 9).

Con el promotor segin la invencion se pueden fabricar plantas transgénicas con propiedades especiales:

Procesos mejorados de carga y descarga del xilema en la raiz
Abastecimiento mejorado de nitrégeno

Acumulacion reducida de “nitrégeno dafiino” en la raiz
Resistencia mejorada a la sal
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Resistencia mejorada al estrés por sequedad
Tolerancia mejorada al hielo

Concentracion Na+/K+ modificada en la raiz

Aumento de la resistencia/tolerancia frente a patégenos

sa ™o

El promotor 2-1-88 es inducido en las células del parénguima xilematico mediante estrés bidtico y abidtico

Remolachas azucareras WP4 transgénicas que fueron transformadas con la construccion del gen reportero 2-1-88-
luc-kan se infectaron con el hongo parasitario Fusarium oxysporum f. sp. betae, bajo condiciones de invernadero.
Fusarium oxysporum f. sp. betae es un patdgeno de los vasos de la remolacha, que se propaga en el sistema
xilematico de la planta y provoca el marchitamiento por Fusarium. 4 semanas tras la infeccion se cuantificé la
actividad del gen reportero luciferasa en las raices infectadas. La actividad del gen reportero fue claramente mas
elevada en las raices infectadas en comparacion con las plantas transgénicas no infectadas. Por tanto, el promotor
2-1-88 es inducido por el ataque de patdgenos. El andlisis de la distribucién espacial de la actividad del gen
reportero con ayuda de la camara CCD mostré que la actividad del promotor fue claramente mayor en las células del
parénquima xilematico que rodean el haz infectado del xilema.

Modificacién del metabolismo del nitrégeno de las plantas

El metabolismo del nitrégeno de las plantas se puede mejorar en varios aspectos mediante el uso del promotor
segun la invencién. El aumento o disminucion especifico del nimero de proteinas de transporte apropiadas en las
células del parénquima xilematico de la raiz mejora la absorcion y el transporte de compuestos de N en las plantas.

Mediante la expresion especifica de la raiz de los genes de la proteina de transporte para iones nitrato en el
parénquima xilematico se puede aumentar la absorcién de nitrégeno del suelo y mejorar el aprovechamiento de los
fertilizantes de N. El transporte de nitrato mejorado en las partes superficiales de la planta conduce a una produccion
reforzada de aminoacidos en las hojas. Un aprovechamiento eficaz de los compuestos de N ya reducidos a
aminoéacidos en la raiz sirve para la expresion especifica del parénquima xilematico del transporte de aminoacidos a
través del promotor.

Otra mejora del metabolismo del N representa el almacenamiento reducido de “nitrégeno dafiino” en los 6rganos de
reserva de la planta. Las concentraciones elevadas de compuestos de N en los drganos de reserva a menudo
reducen el valor fisioldgico alimentario de los productos de cultivo o dificultan el aislamiento de sustancias de reserva
como la sucrosa de las raices de la remolacha azucarera. Se puede obtener un almacenamiento reducido de
“nitrégeno dafiino” en las raices de la remolacha azucarera mediante una emision reforzada de aminoacidos desde
la raiz hacia las partes superficiales de la planta sobre el xilema. Para ello se sobre-expresan los correspondientes
transportadores de aminoacidos.

Aumento de la tolerancia frente a virus fitopatégenos

Numerosos virus fitopatdgenos de la remolacha azucarera presentan especificidad por érganos, es decir,
habitualmente la proliferacion viral no se produce en toda la planta sino solamente en un érgano o tipo de tejido
determinado. Igualmente los dafios que produce la infeccion virica se limitan por regla general a los 6rganos
afectados. Son gérmenes patégenos viricos de la remolacha azucarera con especificidad por érganos, p. ej., BNYW
con preferencia por la raizy BMYV y BYV restringidos a las hojas de remolacha.

El promotor segun la invencion se puede emplear para desarrollar en la remolacha azucarera una resistencia a
BNYW especifica de la raiz. De este modo, para la implementacién de la estrategia de resistencia a los virus
dependiente de la silenciacion de genes, se combina con el promotor una secuencia parcial de ADN nativa o
mutagenizada del genoma viral de BNYVV. La combinacion entre la secuencia del promotor y la secuencia de ADN
viral se construye de modo que la transcripcién de la secuencia de BNYVV conduce a una silenciacion génica eficaz
contra BNYVV. La eficacia de este enfoque se determina mediante un analisis del titulo viral en las plantas mediante
el uso de un ensayo ELISA dirigido a la proteina que envuelve el BNYW.

Aumento de la tolerancia de plantas transgénicas frente a hongos fitopatdégenos del suelo

El promotor segun la invencion también se puede emplear para, en combinaciéon con un gen o una combinacion de
genes, acentuar un efecto antifingico directo o indirecto en las raices de las plantas. El efecto antifingico conduce a
un aumento de la resistencia a los hongos o de la tolerancia a los hongos, especialmente contra parasitos de los
vasos como Fusarium oxysporum spp.

Para ello el promotor se fusiona translacional o transcripcionalmente con genes de la defensa patégena, cuyos
productos génicos tienen un efecto antifingico directo o indirecto. Las combinaciones del gen del promotor se clonan
en el vector de transformacion binario pGPTV y se transforman en remolacha azucarera, patata o colza mediante
transformacion mediada por A. tumefaciens. La transgenicidad de las plantas se comprueba por PCR como se ha
descrito y la expresion de los genes en las raices se verifica mediante estudios Blot de ARN. El aumento de la
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resistencia frente a los hongos de las plantas se observa mediante ensayos de resistencia a los hongos.

Sorprendentemente la expresion inducida de genes de defensa frente a patdégenos especifica de la raiz y el
parénguima xilematico no conduce a baja estatura o a una disminucion del rendimiento observados a menudo en
una expresion constitutiva en toda la planta (Heil y Baldwin, 2002). Otra ventaja de la expresion génica Unicamente
especifica de las raices es que los productos génicos que aportan resistencia sélo se forman en el érgano que se
tiene que proteger. Asi, determinadas partes de plantas como las semillas de colza permanecen libres de todos los
productos transgénicos para la comercializacion.

Los genes, cuyos productos tienen un efecto antifingico indirecto necesitan un control de expresién particularmente
cuidadoso para evitar las consecuencias negativas de una activacion indeseada de las defensas vegetales. Un
ejemplo de efecto antifungico indirecto es el efecto que parte de la co-expresién de un gen de resistencia (R) vegetal
en combinacién con un gen avirulencia (avr) o de la sobre-expresién de un gen R autoactivado en una célula
vegetal. La expresion conjunta del gen R y avr o la expresion singular de un gen R autoactivado conduce a una
activacion intensiva de las defensas vegetales y requiere una regulacion estricta. La regulacion se consigue de
manera que el gen R o el gen avr se pone bajo el control del promotor segun la invencién.

Utilizacién del promotor segun la invencion en monocotiledéneas

Aunque el promotor también esta activo en monocotiledéneas, se alcanza una actividad optima del promotor en
monocotiledéneas cuando el promotor minimo de la remolacha azucarera incluido TATA-Box se completa mediante
el promotor minimo del promotor ubiquitina del maiz inclusive el intrén (SEC. ID. N° 2). Para ello se amplifica
mediante PCR la SEC. ID. N° 1 de la posicion 1-2459 y se clona en el vector pUBI-minimo cortado con Smal (Fig.
10).
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Tabla 1: Organizacion de los elementos cis en el promotor 2-1-88
Los datos de posicién se refieren al punto de inicio de transcripcion (+1).
l(+) = orientacion directa hacia TATA-Box, (-) = orientacion reversa hacia TATA-Box.

Funcién
Sitio de unién del complejo del factor de

Posicion®
36- 41 (+)

Elemento cis (secuencia)
TATA Box (TATAAA)

Wurzel(raiz)-Box
(ATATT)

84-88 (-), 287-291 (+)

295-299 (+), 2

96-300 (-)

341-345 (-), 415-419 (-)
455-458 (-), 587-591 (-)
627-631(-), 678-682 (+)
789-794 (-), 986-990 (+)

transcripcion basal

Elemento para la especificidad de la raiz
del promotor rol D

(Elmayan y Tepfer, 1995)

MYC 166-171 (-) Sitio de unién del ndcleo MYB del

Consensus 794-799 (-) promotor rd22 que responde al estrés

(CANNTG, 825-830 (-) por sequedad y otros genes (CBF3), que

N=A,T,C,G) participa en la transduccién de la sefial
de ABA 'y de frio (Abe y col., 2003)

W-Box (TTGACC) 222-227 (+) Motivo del ndcleo del sitio de union
WRKY de PcPR1-1 y PcPR1-2,
suficiente para la induccién por
patégenos de promotores sintéticos
(Rhushton y col., 2002)

PAL-BoxA 364-369 (-) Box A del promotor PcPAL que responde

(CCGTCC) 574-579 (+) a patégenos (Longemanny col., 1998)

Aux-1AA4 490-497 (-) Elemento cis que responde a auxina del

(G/ITGTCCC AT) promotor PS-IAAA4/5 segun Guilfoyle y
col. (1998)

W-Box NPR1 804-808 (+) Motivo del nucleo del sitio de union

(TTGAC) 1023-1027 (-) WRKY de AtNPR1, responsable de la

2269-2273 (-) induccion por patégenos (Yu y col.,
2448-2452 (+) 2001)

Aux-SAU15A 825-830 (+) Elemento cis que responde a auxina del

(CATATG) promotor SAUR15A segun Guilfoyle y
col. (1998)

MYB1AT 1100-1116 (+) Sitio de unién de MYB del promotor rd22
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que responde al estrés por sequedad
que participa en la transduccién de la
sefial de ABA (Abe y col., 2003)

(AITAACCA) 1170-1175 ()

PROTOCOLO DE SECUENCIA
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<110> KWS SAAT AG

<120> Promotor especifico de la raiz y el parénquima xilematico

<130> KWS0087

<140>
<141>

<160> 2

<170> Patentin Ver. 2.1

<210>1
<212> ADN

<213> Maiz
<220>

<221> sefial TATA

<222> (2462) ..

<400> 1

aagctetctee
agtcaccgag
gtcacgggaa
gttaaatcag
acaaaagaac
taagtttgag
gtttctttgt
caaaattctg
ctgcaattga
gcctaagtee
gtgatcacta
aagaaatatt
atatatatat
ttttaatgta
gtcgtttgat
cactaggata
tttattctece
aaagaaagtt
actgtttatg
ctacaatatc
acctatttet
attacacttc
actgttttgg
tcttegttaa
tttgtagtat

tagtgtgtat’

tttttaataa
aataagtctt
agcctagtgg
tttgtgagaa
ttttgatgat
ttttactcga
cctecegtect
cttccetattt
atttaatata
aacttgtgcg
atatgggtac

(2467)

tttgagaagyg
gaatgcgact
ctagttaaag
tccactoctt
ttcaatacac
ttatttatgt
ttttatttgg
cgttataaaa
gatcccaaaa
taagacccaa
gaaaatagag
tcacttgttt
atatatacat
tecttgatggg
gacattggca
ctagcctaat
atggaaatat
gggcagataa
ttatgttaat
tcgecgaagat
catggggata
ttagcaatat
ttatatactt
ccaaacaatc
caactaaacg
ttatattatt
aattgatgag
atatacaact
tacattgaca
ggatcctcaa
agatgatgcg
taatatataa
ctattagttt
tttgctattt
aaataatagt
aaagaaaggyg
tcatggtatg

agaagtcagt
cttccaagaa
tgcaagttece
cctcatctte
ttatttcaca
tactgtaate
ttgcattagc
aaaaagggat
tagaaacaat
gtcatctcta
ataaatatga
tagaacggat
ataaaagctec
ataaccttag
acatttccte

ggcccattaa

aagaaaaggc
agtttggagc
gggttaggct

ttagttatag,

cecgtatggag
gtaattccca
ttactattcte
cttcatctet
attacttatt
atatacgagt
tacatattga
ttcttatgca
taacatctga
ttttttcecct
atattatgag
ctcataattg
acccgtatte
ttggaatggg
ttctottect
gtaaactaat
catagcgcat

attaccecgtt
tcatgattca
aaatctcgct

catcattgte,

atacggacct
gttatgtaac
gttaggatgt
ccctctatge
gaatttgaaa
atgacacacc
aacaatttte
atatatatat
attagaaatt
cttgcaaaaqg
tcaattrrre
tggtcttcat
cttctaatac
tccaatcctt
tgatgatcca
agcttagtat
tcttagtggt
tgaaatttca
atgagaagtg
atatttaaca
cttgagtcaa
aattctctta
actatacgtg
tcacttcatt
tattagaggt
tcttgtaact
aaatgtcata
tttctgataa
cttttaagag
accacaaact
ttatatgacec
agaggacgga
tttccatgca

caaaagggta
agaattccat
tgtttttcgt
atagtgtettg
ctagattgag
aacaagtaaa
actttcatct
cttcataaac
cctaccaatt
caatctcacc
ttcttttegt
atatatatat
tgataataga
cacactgacg
cttccattat
tggaaaaatg
tceccactete
caagtcattt
aaaggtaaca
aaaactgtat
catttggttg
tttcttatga
aaattccaga
agaacttaca
tgtttaaatt
tgatggtgca
ttgatgtgeg
taataagaac
cccgggateg
tgcaagagac
cacaagataa
ttcttatcaa
Lgtctcteat
tttcatcaca
cacaatatta
gggagtacat
ataatattgc

ttgactattg
gtgacaaaag
ccctocgatt
tcaaccateca
cagctttatc
gctcaagtta
ttaattaatg
tgcctaattt
tgagtgetgt
gagtagatag
gtaatttcaa
atatatatat
actagtactt
ttggaatgct
ctcattaatc
tattataaaa
ccagtgttgg
gtgactgaat
aaggaaagtt
catattgaga
catacggdaaa
agagtacata
aatttgtgtg
tttcctatgt
taatactagg
aataataatc
gatacttcta
aacatacgat
agtcttacct
aaatcacttc
ataattecat
taatatacte
tagtttacce
cataaattca
tttctcctaa
cattagtaat
aatattgatec

60
120
180
240
300
is0
420
480
540
600
6§60
720
780
B840
900
960 -
1020
1080
1140
1200
12649
1320
1380
1440
1500
1560
1620
le8o0
1740
1800
1860
1%20
1980
2040
2100
2160
2220
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gactgatcaa
cccaatttat
gcatgecgecat
gtctttccaa
atataaaccc

<210>2
<211> 1151

<212> ADN

catgcaaatc
actggggaag
tggccattgg
tatcaatata
tcaaatcctc

<213> Zea mays

<220>

<221> sefial TATA

<220>

<220>

<221> intrén

<222> (129) .. (1133)

<220>

<221> promotor

<222> (1) .. (1147)

<400> 2

cttectegec
ttgttcggag
gcttcaaggt
ggtccatggt
gtgttagatc
tgattgctaa
cagacgggat
tcctrtatet
tgtcttggte
gtttcaaact
catagttacg
atgcgggtet
gtgtggttgg
tggtgtattt
ttaagatgga
tgcatataca
tattataata
atatgcagca
ggtactgttt
ggccaccatg

cgccgtaata |
cgcacacaca’

acgccgcetcg
tagggcccegg
cgtgctgeta
cttgccagtg
cgatttcatg
caatatatge
gtgatgatgt
acctggtgga
aattgaagat
tactgatgca
gcggtcgtte
attaattttg
tggaaatatce
tgatggcata
aacaagtatg
gctatatgtg
ctrttgtcga
g
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aaatcaccaa
tttcacttte
agtattgaag
tcattactta
taactctaaa

aatagacacc
cacaaccaga
tcctecccece
tagttctact
gcgttecgtac
ttecceetttg
atttttteeg
cgtgcacttg
ggtctggttg
tttattaatt
gatggatgga
tatacagaga
attcgttcta
gaactgtatg
gatctaggat
tgcagcatct
ttttataatt
gattttttta
tgctcaccecet

ccctcocacae

tctcccccaa

ccctectctac
tctgttcatg
acggatgcga
gggaatcctyg
tttcgttgea
tttgtcgggt
ggcggteogtt
ttggatctgt
aatatcgate
tgcttttgtt
gatcggagta
tgtgtgtcat
aggtatacat
attcatatge
attttgatct
gccctgecett
gttgtttggt

10

cctettreece
atccaccegt
cttctctaga
tttgtgttag
cctgtacgee
ggatggctcet
tagggtttgg
catcttttea
ctagatcqga
atgtgtgtgc
taggataggt
cgecttggttg
gaatactgtt
acatcttcat
gttgatgtgg
tctaaccttg
tgatatactt
catacgctat
gttacttcetg

tcacaactcg gaactaaggt agtatttgac 2280
agaaatacgt aaacacaaaa acaagtgcegt 2340
tatatcttgt agaggataag caatgtcttg 2400
gtaatgatat ggtctgcctt ttoctatget 2460
acccaccaaa tc

caacctegtg
<ggcacctec
tcggegttee
atccgtgttt
agacacgttc
agecgtteeg
tttgecettt
tgecttttetet
gtagaactcet
catacatatt
atacatgtig
tgatgatgtg
tcaaactacc
agttacgagt
gttttactga
agtacctatc
ggatgatggce
ttatttgctt
caggtcgagt

2502
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600
660
720
780
840
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REIVINDICACIONES

1. Promotor que comprende una secuencia de nucleétidos segin SEC. ID. N° 1 o una secuencia de
nucleétidos complementaria a la secuencia de nucleétidos segin SEC. ID. N° 1 o una secuencia de nucleotidos que
se hibrida bajo condiciones astringentes con la secuencia de nucledtidos segun SEC. ID. N° 1 o una secuencia de
nucleétidos complementaria a la secuencia de nucleétidos segun SEC. ID. N° 1, presentando el promotor una
actividad especifica del tejido y siendo mas activo en las células del parénquima xilematico de las raices de la planta
que en otras células de la planta.

2. Versiones acortadas o alargadas o idénticas seccion por seccién u homélogos con al menos un 70% de
homologia a nivel de ADN de un promotor segun la reivindicaciéon 1, que presentan una actividad especifica del
tejido y son mas activas en las células del parénquima xilematico de las raices de la planta que en otras células de la
planta.

3. Vector o elemento genético movil que contiene un promotor segun la reivindicacion 1 o versiones acortadas
o alargadas o idénticas seccion por seccion u homologos con al menos un 70% de homologia a nivel de ADN de un
promotor segun la reivindicacion 2.

4. Célula huésped eucarittica o procaridtica que se transforma con un promotor segun la reivindicacién 1 o
versiones acortadas o alargadas o idénticas seccion por seccién u homélogos con al menos un 70% de homologia a
nivel de ADN de un promotor segun la reivindicacion 2.

5. Planta transgénica o partes de la misma que se transforman con un promotor segun la reivindicacién 1 o
versiones acortadas o alargadas o idénticas seccion por seccién u homélogos con al menos un 70% de homologia a
nivel de ADN de un promotor segun la reivindicacion 2.

6. Planta transgénica segun la reivindicacién 5, caracterizada porque la planta es Beta vulgaris.

7. Semillas transgénicas de plantas segun la reivindicacion 5 o 6, transformandose las plantas con un
promotor segun la reivindicaciéon 1 o versiones acortadas o alargadas o idénticas seccién por secciéon u homaélogos
con al menos un 70% de homologia a nivel de ADN de un promotor segin la reivindicacion 2.

8. Uso de un promotor segun la reivindicacion 1 o de versiones acortadas o alargadas o idénticas seccion por
seccién u homologos con al menos un 70% de homologia a nivel de ADN de un promotor segun la reivindicacion 2
para la preparacion de una planta transgénica con una o varias de las propiedades siguientes:

a. Procesos mejorados de carga y descarga del xilema en la raiz
b. Abastecimiento mejorado de nitrégeno

c. Acumulacion reducida de “nitrogeno dafiino” en la raiz

d. Resistencia mejorada a la sal

e. Resistencia mejorada al estrés por sequedad

f. Tolerancia mejorada al hielo

g. Concentracion Na+/K+ modificada en la raiz

h. Aumento de la resistencia/tolerancia frente a patégenos

11
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EcoRI (760)

 Xbal (938)

—

Amp

Sac1 (1709)
2-1-88-LUC
Pvull (5382) Promotor 2-1-88

NOS Terminador

 Ndel (2332)
1(4869) -
gfgl ((4863)) Smal (2381)
Sac1 (4860)
LUC Neol (3197)
Figura 3
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Root-Box
84-88 (-), 287-291 (+)
295-299 (+), 296-300 (-)
341-345 (-), 415-419 (-)
455-458 (), 587-591 (-)
627-631(-), 678-682 (+)
789-794 (<), 986-990 (+)

W-Box NPR1
804-808 (+)
1023-1027 (-)

2269-2273 () MYC

Figura 4

2448-2452 (+) AL W-Box
794-799 (-) 222-227 (+)
825-830 (-)
TATA
37-41
|
|
MYBIAT
oM AUX-SAUL5A
1170-1175 (-) - i
825-830 (+) 2?4[-3 689?_))('6‘
574-579 (+)
Aux-IAA4
490-497 (-)
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Pst| (2006)
EcoRI (15430)
POLY A~
P
gusT 2-1-88-luc-kan
| | 18661 bp T Neol (4907)
Neol (13291) T ool (549
Nos
Sma | (12760)
»{S@\ Nco | (7354)
LUC (11095-12744) Ncol (11094) " nptl
Sma | (10278) Pstl (7741)
Nco | (7925)
Promotor 2-1-88  8556-11093)  EcoRi (8657) |  NOS-Pro

Hin i1l (8556)

Figura 5
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floema/xilema

Figura 9
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Xma | (48)
Aval (48)

' Sma | (50)
| Pstl (58)

Hin dill (72)
TATA-Box (230-239)
ibi. | (215-342)
> neol e

intron (343-1347)

Pstl (1210)
— Ncol (1224)

pUBI-minimal
5401 bp

T~
luc(1362-3017)

Aval (2285)

Figura 10
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