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DESCRIPCION 
 
Promotor específico de las raíces y específico del parénquima xilemático  
 
La presente invención se refiere a un promotor y a su uso, así como a plantas transgénicas. 5 
 
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 raíz se regula mediante el parénquima xilemático, que cubre las fibras de xilema. Por tanto, 10 
las células del parénquima xilemático de las raíces representan un punto de control importante para la entrada de 
sustancias en el xilema. Las células del parénquima xilemático contienen para este fin bombas de protones 
específicas, canales de agua y canales de iones. 
 
Con su importancia fisiológica para el metabolismo, el parénquima xilemático abre una serie de posibilidades de 15 
realizar modificaciones genéticas en las plantas. Las influencias en el transporte de nutrientes se podrían realizar, 
por ejemplo, mediante determinadas proteínas, que son activas principalmente en el parénquima xilemático. 
 
Ya se conocen promotores que son activos, entre otras, en las células del parénquima xilemático. De hecho, ni la 
actividad de estos promotores se limita exclusivamente a las células del parénquima xilemático (documento EP 1 20 
207 204 A1), ni los promotores son activos principalmente en las raíces. Así, 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 está activo 
en las células terminales  de las puntas de las raíces (Shi y col., 2002). El promotor I2 del gen de resistencia I2 del 
tomate está activo principalmente en las células del parénquima xilemático del brote y al mismo tiempo también en la 
raíz, la hoja y el fruto del tomate (Mes y col., 2000). El transportador de aminoácidos AAP6 de alta afinidad 25 
procedente de A. thaliana se expresa en las células del parénquima xilemático de todos los vasos de la raíz y la hoja 
a través del promotor AAP6 (Okumoto y col., 2002). Los análisis Blot de ARN muestran que el gen AAP6 se expresa 
intensamente en raíces, hojas caídas y hojas caulinares y se expresa débilmente en brotes y flores (Rentsch y col. 
1996). 
 30 
Sakuta y Satoh, 2000, describen proteínas CRGRP ricas en glicina cuya función fisiológica aún no está clara, 
suponiéndose que las proteínas CRGRP contribuyen a reforzar la pared de los vasos del xilema. Kloos y col., 2002, 
describen entre otras cosas el aislamiento y el análisis molecular del gen de una proteína “similar a la taumatina” 
(Tlp) procedente de la remolacha azucarera, que se expresa específicamente en la raíz pivotante. En ambos 
documentos los promotores no se conocen. Por tanto, es objetivo de la presente invención influir en los rendimientos 35 
metabólicos de una planta específicamente en la zona del parénquima xilemático de las raíces. 
 
Según la invención, el objetivo propuesto se alcanza mediante un promotor conforme a las características de la 
reivindicación 1. 
 40 
Algunos de los términos usados en esta solicitud se explican más detalladamente a continuación: 
 
Se entiende por promotor una secuencia de ácidos nucleicos que controla la expresión de un gen, dado el caso 
dependiendo de factores endógenos y exógenos. Entre estos factores se cuentan, por ejemplo, inductores, 
represores y proteínas similares que se unen al ADN, aunque también influencias ambientales. Un promotor puede 45 
constar de varios elementos. Sin embargo, comprende al menos un elemento regulador que es responsable de la 
transcripción del gen que se encuentra bajo su control. 
 
Un promotor que es más activo en las células del parénquima xilemático de las raíces de la planta que en otras 
células de la planta presenta, por ejemplo en las raíces, una actividad medible mediante Blot de ARN, que para 50 
condiciones de ensayo comparables se puede detectar un 20% menos, preferiblemente un 10% menos y en 
particular un 5% menos en órganos 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 
vegetación. 
 55 
Son “derivados” de un promotor las versiones acortadas o alargadas o idénticas sección por sección u homólogos de 
este promotor con las mismas propiedades o propiedades esencialmente iguales. 
 
“Inducibilidad por patógenos” representa el efecto de factores externos en una planta, que provocan una reacción de 
defensa en la misma. Así, puede tratarse de ataques de insectos (mordiscos), bacterias, hongos, nematodos u otros 60 
patógenos, pero también de efectos abióticos, como heridas mecánicas o estrés hídrico o salino. 
 
“Efecto antifúngico directo” significa que los productos génicos actúan directamente como antifúngicos, de modo 
que, por ejemplo, disuelven paredes celulares o codifican para fitoalexina sintasas o para metabolitos que actúan 
inhibiendo el metabolismo de los hongos. 65 
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“Efecto antifúngico indirecto” significa que los productos génicos activan las defensas génicas vegetales. A estos 
genes pertenecen, por ejemplo, los genes de resistencia, componentes de la transducción de señal (como quinasas, 
fosfatasas), factores de transcripción o enzimas que producen sustancias señal (como enzimas formadores de 
etileno, formadores de ácido salicílico o formadores de jasmonato, enzimas formadores de especies de oxígeno 
reactivas, enzimas formadores de monóxido de nitrógeno).  5 
 
Por “infección” se entiende el instante de tiempo más temprano en el que el metabolismo del hongo (o el crecimiento 
del hongo) se prepara para una penetración del tejido huésped. A ésta pertenecen, por ejemplo, el crecimiento de 
hifas o la formación de estructuras de infección específicas, como las hifas de penetración y los apresorios. 
 10 
La expresión “homología” representa aquí una homología de al menos el 70% a nivel de ADN, que se puede 
determinar según procedimientos conocidos, por ejemplo, la comparación de secuencias computerizada (S. F. 
Altschul y col., 1990), la herramienta de búsqueda Basic Local Alignment, J. Mol. Biol. 215: 403-410). 
 
“Secuencia de nucleótidos complementaria” significa, referido a ADN bicatenario, que la segunda cadena de ADN 15 
complementaria a la primera cadena de ADN según las reglas de combinación de bases presenta bases nucleótidas 
que se corresponden con las bases de la primera cadena. 
 
El término aquí empleado “hibridar” significa hibridar bajo condiciones convencionales, como las descritas por 
Sambrook y col. (1989), preferiblemente bajo condiciones astringentes. Por ejemplo, son condiciones de hibridación 20 
astringentes: hibridación en 4 x SSC a 65ºC y a continuación lavados múltiples en 0,1 x SSC a 65ºC durante un total 
de aproximadamente 1 hora. Son condiciones de hibridación menos astringentes, por ejemplo: hibridación en 4 x 
SSC a 37ºC y a continuación lavados múltiples en 1 x SSC a temperatura ambiente. “Condiciones de hibridación 
astringentes” también puede significar: hibridar a 68ºC en fosfato sódico 0,25 M, pH 7,2, SDS 7%, EDTA 1 mM y 
BSA 1% durante 16 horas y a continuación doble lavado con 2 x SSC y SDS 0,1% a 68ºC. 25 
 
La invención se describe más detalladamente a continuación y haciendo referencia a las figuras y ejemplos. 
 
El promotor según la invención está activo en células del parénquima xilemático de las raíces de plantas. Por el 
contrario, en los órganos superficiales de la planta en cuestión no se detecta actividad, o sólo muy baja. Esta 30 
propiedad se puede utilizar para la mejora de los procesos de carga y descarga del xilema de la raíz 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 según la invención se puede emplear para mejorar el metabolismo del nitrógeno de las plantas. Para 35 
ello se sobre-expresan genes de proteínas de transporte para nitrato y aminoácidos en las células del parénquima 
xilemático y se refuerza la carga del xilema con los compuestos de N. Otra mejora del metabolismo del N supone el 
depósito reducido de “nitrógeno dañino” en los órganos de almacenamiento de la planta. Altas concentraciones de 
compuestos de N en los órganos de almacenamiento a menudo reducen el valor fisiológico alimentario de productos 
de cultivo o dificultan el aislamiento de sustancias de almacenamiento como sucrosa a partir de las raíces de la 40 
remolacha azucarera. Se puede conseguir un depósito reducido de “nitrógeno dañino” en la raíz mediante una 
emisión reforzada de aminoácidos al xilema y el transporte en los órganos vegetales superficiales. 
 
El promotor según la invención se puede emplear para mejorar la tolerancia al estrés hídrico de las plantas. La 
concentración de la fitohormona ácido abscísico (ABA) aumenta en las raíces en reacción al secado de la tierra. El 45 
ABA es transportado a través del xilema desde las raíces a las hojas, donde produce un cierre de los estomas. 
Mediante un control de la expresión del transportador de ABA en las células del parénquima xilemático se puede 
regular la entrada de ABA en el xilema y mejorar la tolerancia al estrés por secado de las plantas. 
 
El promotor según la invención se puede emplear para reducir la concentración de cationes sodio (Na+) y potasio 50 
(K+) en la raíz de la remolacha azucarera. La concentración Na+/K+ determina la calidad de procesado de 
remolachas azucareras en referencia a la obtención técnica de azúcar (Schiweck y col., 1984). A las moléculas de 
transporte de Na+ y K+ en las células del parénquima xilemático de la raíz les corresponde una posición clave para 
mantener una concentración Na+/K+ baja en las raíces de la remolacha azucarera. Con ayuda del promotor se puede 
llevar a cabo procedimientos apropiados para mantener baja la concentración Na+/K+, por ejemplo la sobre-55 
expresión del antiportador  Na+/H+ SOS1 (Shi y col., 2002) en las células del parénquima xilemático. Por otro lado, la 
carga del xilema con K+ se regula separadamente de la absorción de K+ del suelo. Mientras que AKT1 es 
responsable de la absorción 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-expresión dirigida de 
SKOR (Gaymard y col., 1998) conduciría a un transporte reforzado de K+ de la raíz. 60 
 
El promotor según la invención 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 propagación por la planta. Mediante la combinación del promotor inducible por patógenos con un gen 
cuyo producto génico ejerce un efecto antifúngico directo o indirecto se puede impedir que continúe la propagación  65 
de un hongo en el xilema y de este modo se produce una resistencia a los hongos. Así, la “inducibilidad por 
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patógenos” del promotor juega un papel especial en la consecución de una cantidad de expresión crítica para la 
eficacia del principio activo antifúngico en el parénquima xilemático. 
 
Las infecciones virales de la remolacha azucarera a menudo se limitan sólo a un órgano como la raíz o las partes 
superficiales de la planta. Así, el virus BNYW infecta y coloniza en primer lugar la raíz de la remolacha y los virus del 5 
amarilleo BMYV y BYV se encuentran sólo en las hojas. El promotor específico de las raíces se puede emplear 
ahora para transformar de forma organo-específica los conceptos de resistencia a los virus referentes a la técnica de 
silenciación de genes o de antisentido. 
 
La figura 1 muestra la expresión específica de las raíces del gen 2-1-88 mediante un experimento Blot de ARN. 10 
Respectivamente 10 �g de ARN celular total, aislados de los órganos de remolachas azucareras floridas de 2 años, 
se separaron en un gel de agarosa-formaldehído desnaturalizante. El ARN se aisló de las hojas, la raíz pivotante, los 
brotes y las flores. El fragmento de ADNc Smart 2-1-88 se usó como sonda de hibridación. 
 
La Figura 2 muestra el vector del gen reportero 2-1-88-GUS con una fusión translacional entre el promotor (SEC. ID. 15 
Nº 1) y el gen GUS de E.coli. El promotor en el vector 2-1-88-GUS se insertó como fragmento HindIII-Ncol y 
comprende las posiciones de nucleótido 1-2502 de la secuencia de nucleótidos SEC. ID. Nº 1. 
 
La Figura 3 muestra el vector del gen reportero 2-1-88-LUC con una fusión translacional entre el promotor (SEC. ID. 
Nº 1) y el gen luciferasa de Photinus pyralis. El promotor 2-1-88 en el vector 2-1-88-LUC comprende las posiciones 20 
de nucleótido 1-2502 de la secuencia de nucleótidos SEC. ID. Nº 1. 
 
La Figura 4 muestra la organización modular del promotor (SEC. ID. Nº 1) y la distribución de los elementos cis. 
 
La Figura 5 muestra el vector binario 2-1-88-luc-kan que se usó para la transformación de la remolacha azucarera. 25 
 
La Figura 6 muestra la actividad luciferasa específica de la construcción del gen reportero 2-1-88-luc-kan en el 
extracto de raíces y hojas de remolachas azucareras transgénicas jóvenes y viejas (WP4), así como la actividad de 
la línea de partida no transgénica (control). La escala del eje Y es logarítmica. 
 30 
La Figura 7 muestra la distribución espacial de la actividad luciferasa en la sección transversal de la raíz de la línea 
WP4-15 de remolacha azucarera transgénica en comparación con la línea de partida no transgénica (control). Las 
preparaciones de raíces se fotografiaron iluminadas (izquierda) y después se documentó la emisión de luz de las 
preparaciones de raíces en la oscuridad (derecha). La posición e intensidad de la emisión de luz se correlaciona con 
la actividad del promotor (SEC. ID. Nº 1) en la raíz del transformante WP4-15 (abajo a la derecha). La línea de 35 
partida no transgénica no muestra emisión de luz (arriba a la derecha). 
 
La Figura 8 muestra una toma microscópica detallada de la preparación de la raíz transgénica WP4-15 de la Figura 
7. En la mitad izquierda de la imagen se observa la superficie de la raíz 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 40 
localización de la emisión de luz para las hebras del xilema. Esta foto se tomó en la oscuridad, de modo que sólo se 
pudo medir la emisión de luz del objeto. 
 
La Figura 9 muestra una superposición 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 representación. La actividad del gen reportero se limita a la capa 45 
celular entre el xilema y el floema o la zona inmediata al xilema de las células del parénquima xilemático. 
 
La Figura 10 muestra el vector del gen reportero pUBI mínimo con el promotor mínimo del promotor ubiquitina del 
maíz. 
 50 
Caracterización del promotor 2-1-88 
 
El promotor (SEC. ID. Nº 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 análisis 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 patógenos, la 55 
especificidad de las raíces, así como la capacidad de respuesta al estrés hídrico y por frío (Tabla 1). Un elemento 
característico de la respuesta a patógenos es W-box, que se encuentra una vez como W-box "clásico" (Rushton y 
col., 2002) y cuatro veces como W-box NPR1 (Yu y col., 2001) en el promotor (Fig. 4).  
Junto al motivo de núcleo TTGACC o TTGAC, respectivamente los 15 nucleótidos en sentido ascendente y 
descendente del motivo de núcleo W tienen un significado importante para la inducibilidad por patógenos en 60 
combinación con el motivo del núcleo. Además, está disponible el Box-A del promotor PcPAL inducible 
porpatógenos. La especificidad del promotor por las raíces se determina a través de los numerosos motivos 
específicos de la raíz (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 hídrico, salino y por frío del promotor se atribuye a la presencia de 
los sitios de unión MYC y MYB (Abe y col., 2003) que están involucrados en la transducción de señal de ABA. 65 
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Fusión 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 fusionó translacionalmente 
con el gen luciferasa de Photinus pyralis y se transformó en la remolacha azucarera. Para ello el vector 2-1-88-GUS 
se linealizó en primer lugar mediante una rotura SacI con posterior reacción de relleno de T4-ADN-polimerasa. 5 
Mediante la posterior digestión con NcoI se liberó el gen GUS. En el vector así preparado se clonó el gen luciferasa 
de Photinus pyralis (Promega, Mannheim Alemania) como fragmento NcoI-BgIII (rellenado). El vector resultante lleva 
la denominación 2-1-88-LUC (Fig. 3) y contiene una fusión translacional entre el promotor 2-1-88 y el gen luciferasa. 
 
Para la transformación de la remolacha azucarera se clonó el casete de expresión compuesto por el promotor 2-1-88 10 
y el gen luciferasa en el vector binario pGPTV-kan (Becker y col., 1992). Para ello la combinación promotor 2-1-88 - 
gen luciferasa se cortó con PvuII y HindIII del vector 2-1-88-LUC y se clonó en el vector binario pGPTV-kan 
linealizado con HindIII y SmaI. El vector formado lleva la denominación 2-1-88-luc-kan (Fig. 5). El vector 2-1-88-luc-
kan se transformó en la cepa C58C1 de Agrobacterium tumefaciens con el plásmido residente pGV2260 mediante 
un procedimiento directo de transformación de ADN (An, 1987). La selección de clones recombinantes de A. 15 
tumefaciens se realizó usando el antibiótico kanamicina (50 mg/l). 
 
La transformación de la remolacha azucarera se realizó según Lindsey y col. (1991) usando el antibiótico 
kanamicina. La transgenicidad de las plantas se comprobó por PCR. El uso del cebador 
GTGGAGAGGCTATTCGGTA y CCACCATGATATTCGGCAAG condujo a la amplificación de un fragmento de ADN 20 
de 553 pb del gen nptII. El PCR se realizó usando 10 ng de ADN genómico, una concentración de cebador de 0,2 
�M a una temperatura de recocido de 55ºC en un multiciclador PTC-200 (MJ Research, Watertown, EUA).  
 
Detección de la actividad del promotor 2-1-88 en raíces de remolacha azucarera transgénica 
 25 
Remolachas azucareras transgénicas que fueron transformadas con la construcción del gen reportero 2-1-88-luc-kan 
se cultivaron bajo condiciones de invernadero. La actividad del promotor se analizó en raíces y hojas de remolachas 
azucareras jóvenes y viejas mediante mediciones del gen reportero. 
 
La actividad luciferasa de Photinus pyralis se determinó con el Luciferase Assay System (Pormega, Mannheim, 30 
Alemania) en un luminómetro Sirius (Berthold Detection System GmbH, Pforzheim, Alemania) siguiendo las 
indicaciones del fabricante. Para la obtención de un extracto de enzima apropiado para la medición se determinó en 
primer lugar el peso de las muestras de tejido. Las muestras de hojas se homogeneizaron añadiendo arena de mar 
con 10 veces el volumen (v/p) de Passive Lysis Buffer (PLB, tampón de lisis pasivo) en un mortero y las muestras de 
raíces se homogeneizaron en un aparato comercial de cocina (Warring Blender). El sobrenadante líquido se 35 
transfirió a un recipiente Eppendorf de 1,5 ml y se centrifugó 5 min a 4ºC y 20000 g. Se extrajo el sobrenadante claro 
y se emplearon 10 �l de extracto crudo para la medición de la actividad luciferasa de Photinus. 
 
Mientras el promotor (SEC. ID. Nº 1) se expresó de forma intensa o muy intensa en las raíces jóvenes y viejas de 9 
transformantes independientes, la actividad del gen reportero de 7 transformantes (WP4-2, WP4-5, WP4-6, WP4-8, 40 
WP4-9, WP4-12, WP4-16) en comparación con la línea de partida no transgénica apenas se detectó en las hojas de 
plantas jóvenes y no se detectó en las hojas de plantas viejas (Figura 6). Así, según los resultados del estudio del 
gen reportero, en coincidencia con los estudios de Blot de ARN, el promotor (SEC. ID. Nº 1) se expresa 
principalmente en la raíz de la remolacha azucarera. 
 45 
El promotor 2-1-88 está activo específicamente en las células del parénquima xilemático de la raíz de la remolacha 
azucarera 
 
Para analizar la distribución espacial de la actividad del promotor en las raíces de la remolacha azucarera se 
realizaron secciones transversales y longitudinales de raíces de remolacha y las secciones de raíces se incubaron 2-50 
4 h a temperatura ambiente en una solución de Luciferina 100 �M + DMSO 5%. A continuación se detectó la 
emisión de luz de las secciones de raíces atribuida a la actividad luciferasa, con ayuda de una cámara MicroMAX 
Digital CCD (Visitron Systems GmbH, Puchheim, Alemania). 
 
El análisis de las secciones transversales muestra que la actividad del promotor se asocia con la posición de los 55 
vasos en los anillos de cámbium individuales de la raíz (Figura 7). Para un análisis detallado se empleó el estereo-
microscopio Stemi 2000 (Zeiss, Alemania) con ayuda de un adaptador HRD Mikroskop en la cámara. Según los 
análisis microscópicos la actividad del promotor en las células del parénquima xilemático está limitada entre xilema y 
floema o a las células del parénquima xilemático que rodean el xilema (Fig. 8 y 9). 
 60 
Con el promotor según la invención se pueden fabricar plantas transgénicas con propiedades especiales: 
 
a.  Procesos mejorados de carga y descarga del xilema en la raíz 
b.  Abastecimiento mejorado de nitrógeno 
c. Acumulación reducida de “nitrógeno dañino” en la raíz 65 
d.  Resistencia mejorada a la sal 
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e.  Resistencia mejorada al estrés por sequedad 
f.  Tolerancia mejorada al hielo 
g. Concentración Na+/K+ modificada en la raíz 
h.  Aumento de la resistencia/tolerancia frente a patógenos 
 5 
El promotor 2-1-88 es inducido en las células del parénquima xilemático mediante estrés biótico y abiótico 
 
Remolachas azucareras WP4 transgénicas que fueron transformadas con la construcción 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 patógeno de los vasos de la remolacha, que se propaga en el sistema 10 
xilemático de la planta y provoca el marchitamiento por Fusarium. 4 semanas tras la infección se cuantificó la 
actividad del gen reportero luciferasa en las raíces infectadas. La actividad del gen reportero fue claramente más 
elevada en las raíces infectadas en comparación con las plantas transgénicas no infectadas. Por tanto, el promotor 
2-1-88 es inducido por el ataque de patógenos. El análisis de la distribución espacial de la actividad del gen 
reportero con ayuda de la cámara CCD mostró que la actividad del promotor fue claramente mayor en las células del 15 
parénquima xilemático que rodean el haz infectado del xilema. 
 
Modificación del metabolismo del nitrógeno de las plantas 
 
El metabolismo del nitrógeno de las plantas se puede mejorar en varios aspectos mediante el uso del promotor 20 
según la invención. El aumento o disminución específico del número de proteínas de transporte apropiadas en las 
células del parénquima xilemático de la raíz mejora la absorción y el transporte de compuestos de N en las plantas. 
 
Mediante la expresión específica de la raíz de los genes de la proteína de transporte para iones nitrato en el 
parénquima xilemático se puede aumentar la absorción de nitrógeno del suelo y mejorar el aprovechamiento de los 25 
fertilizantes de N. El transporte de nitrato mejorado en las partes superficiales de la planta conduce a una producción 
reforzada de aminoácidos en las hojas. Un aprovechamiento eficaz de los compuestos de N ya reducidos a 
aminoácidos en la raíz sirve para la expresión específica del parénquima xilemático del transporte de aminoácidos a 
través del promotor. 
 30 
Otra mejora del metabolismo del N representa el almacenamiento reducido de “nitrógeno dañino” en los órganos de 
reserva de la planta. Las concentraciones elevadas de compuestos de N en los órganos de reserva a menudo 
reducen el valor fisiológico alimentario de los productos de cultivo o dificultan el aislamiento de sustancias de reserva 
como la sucrosa de las raíces de la remolacha azucarera. Se puede obtener un almacenamiento reducido de 
“nitrógeno dañino” en las raíces de la remolacha azucarera mediante una emisión reforzada de aminoácidos desde 35 
la raíz hacia las partes superficiales de la planta sobre el xilema. Para ello se sobre-expresan los correspondientes 
transportadores de aminoácidos. 
 
Aumento de la tolerancia frente a virus fitopatógenos 
 40 
Numerosos virus fitopatógenos de la remolacha azucarera presentan especificidad por órganos, es decir, 
habitualmente la proliferación viral no se produce en toda la planta sino solamente en un órgano o tipo de tejido 
determinado. Igualmente los daños que produce la infección vírica se limitan por regla general a los órganos 
afectados. Son gérmenes patógenos víricos de la remolacha azucarera con especificidad por órganos, p. ej., BNYW 
con preferencia por la raíz y BMYV y BYV restringidos a las hojas de remolacha. 45 
 
El promotor según la invención se puede emplear para desarrollar en la remolacha azucarera una resistencia a 
BNYW específica de la raíz. De este modo, para la implementación de la estrategia de resistencia a los virus 
dependiente de la silenciación de genes, se combina con el promotor una secuencia parcial de ADN nativa o 
mutagenizada del genoma viral de BNYVV. La combinación entre la secuencia del promotor y la secuencia de ADN 50 
viral se construye de modo que la transcripción de la secuencia de BNYVV conduce a una silenciación génica eficaz 
contra BNYVV. La eficacia de este enfoque se determina mediante un análisis del título viral en las plantas mediante 
el uso de un ensayo ELISA dirigido a la proteína que envuelve el BNYW. 
 
Aumento de la tolerancia de plantas transgénicas frente a hongos fitopatógenos del suelo 55 
 
El promotor según la invención también se puede emplear para, en combinación con un gen o una combinación de 
genes, acentuar un efecto antifúngico directo o indirecto en las raíces de las plantas. El efecto antifúngico conduce a 
un aumento de la resistencia a los hongos o de la tolerancia a los hongos, especialmente contra parásitos de los 
vasos como Fusarium oxysporum spp. 60 
 
Para ello el promotor se fusiona translacional o transcripcionalmente con genes de la defensa patógena, cuyos 
productos génicos tienen un efecto antifúngico directo o indirecto. Las combinaciones del gen del promotor se clonan 
en el vector de transformación binario pGPTV y se transforman en remolacha azucarera, patata o colza mediante 
transformación mediada por A. tumefaciens. La transgenicidad de las plantas se comprueba por PCR como se ha 65 
descrito y la expresión de los genes en las raíces 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 expresión inducida de genes de defensa frente a patógenos específica de la raíz y el 
parénquima xilemático no conduce a baja estatura o a una disminución del rendimiento observados a menudo en 
una expresión constitutiva en toda la planta (Heil y Baldwin, 2002). Otra ventaja de la expresión génica únicamente 5 
específica de las raíces es que los productos génicos que aportan resistencia sólo se forman en el órgano que se 
tiene que proteger. Así, determinadas partes de plantas como las semillas de colza permanecen libres de todos los 
productos transgénicos para la comercialización. 
 
Los genes, cuyos productos tienen un efecto antifúngico indirecto necesitan un control de expresión particularmente 10 
cuidadoso para evitar las consecuencias negativas de una activación indeseada de las defensas vegetales. Un 
ejemplo de efecto antifúngico indirecto es el efecto que parte de la co-expresión de un gen de resistencia (R) vegetal 
en combinación con un gen avirulencia (avr) o de la sobre-expresión de un gen R autoactivado en una célula 
vegetal. La expresión conjunta del gen R y avr o la expresión singular de un gen R autoactivado conduce a una 
activación intensiva de las defensas vegetales y requiere una regulación estricta. La regulación se consigue de 15 
manera que el gen R o el gen avr se pone bajo el control del promotor según la invención. 
 
Utilización del promotor según la invención en monocotiledóneas 
 
Aunque el promotor también está activo en monocotiledóneas, se alcanza una actividad óptima del promotor en 20 
monocotiledóneas cuando el promotor mínimo de la remolacha azucarera incluido TATA-Box se completa mediante 
el promotor mínimo del promotor ubiquitina del maíz inclusive el intrón (SEC. ID. Nº 2). Para ello se amplifica 
mediante PCR la SEC. ID. Nº 1 de la posición 1-2459 y se clona en el vector pUBI-mínimo cortado con SmaI (Fig. 
10). 
 25 
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Tabla 1: Organización de los elementos cis en el promotor 2-1-88 
Los datos de posición se refieren al punto de inicio de transcripción (+1). 30 
1(+) = orientación directa hacia TATA-Box, (-) = orientación reversa hacia TATA-Box. 
 
Elemento cis (secuencia) Posición1 Función 
TATA Box (TATAAA)   36- 41 (+) Sitio de unión del complejo del factor de 

transcripción basal 
Wurzel(raíz)-Box 
(ATATT) 

84-88 (-), 287-291 (+) 
295-299 (+), 296-300 (-) 
341-345 (-), 415-419 (-) 
455-458 (-), 587-591 (-) 
627-631(-), 678-682 (+) 
789-794 (-), 986-990 (+) 

Elemento para la especificidad de la raíz 
del promotor rol D 
(Elmayan y Tepfer, 1995) 

MYC   
Consensus   
(CANNTG,   
N=A,T,C,G) 
  
 

166-171 (-) 
794-799 (-) 
825-830 (-) 

Sitio de unión del núcleo MYB del 
promotor rd22 que responde al estrés 
por sequedad y otros genes (CBF3), que 
participa en la transducción de la señal 
de ABA y de frío (Abe y col., 2003) 

W-Box (TTGACC) 222-227 (+) Motivo del núcleo del sitio de unión 
WRKY de PcPR1-1 y PcPR1-2, 
suficiente para la inducción por 
patógenos de promotores sintéticos 
(Rhushton y col., 2002) 

PAL-BoxA   
(CCGTCC)   
 

364-369 (-) 
574-579 (+) 

Box A del promotor PcPAL que responde 
a patógenos (Longemann y col., 1998) 

Aux-IAA4   
(G/TGTCCC AT) 
 

490-497 (-) Elemento cis que responde a auxina del 
promotor PS-IAAA4/5 según Guilfoyle y 
col. (1998) 

W-Box NPR1   
(TTGAC)   
 

804-808 (+) 
1023-1027 (-) 
2269-2273 (-) 
2448-2452 (+) 

Motivo del núcleo del sitio de unión 
WRKY de AtNPR1, responsable de la 
inducción por patógenos (Yu y col., 
2001) 

Aux-SAU15A   
(CATATG) 
 

825-830 (+) Elemento cis que responde a auxina del 
promotor SAUR15A según Guilfoyle y 
col. (1998) 

MYB1AT 1100-1116 (+) Sitio de unión de MYB del promotor rd22 
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(A/TAACCA)   1170-1175 (-)   que responde al estrés por sequedad, 
que participa en la transducción de la 
señal de ABA (Abe y col., 2003) 

 
PROTOCOLO DE SECUENCIA 
 
<110> KWS SAAT AG  
 5 
<120> Promotor específico de la raíz y el parénquima xilemático 
 
<130> KWS0087  
 
<140>  10 
<141>  
 
<160> 2  
 
<170> PatentIn Ver. 2.1 15 
<210> 1  
<212> ADN 
 
<213> Maíz 
<220> 20 
<221> señal TATA 
 
<222> (2462) .. (2467)  
 
<400> 1  25 
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<210> 2 

<211> 1151 

<212> ADN 

<213> Zea mays 5 

 

<220> 

<221> señal TATA 

<220> 

 10 

<220> 

<221> intrón 

<222> (129) .. (1133) 

 

<220> 15 

<221> promotor 

<222> (1) .. (1147) 

 <400> 2  

 

20 
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REIVINDICACIONES 

1. Promotor que comprende una secuencia de nucleótidos según SEC. ID. Nº 1 o una secuencia de 
nucleótidos complementaria a la secuencia de nucleótidos según SEC. ID. Nº 1 o una secuencia de nucleótidos que 
se hibrida bajo condiciones astringentes con la secuencia de nucleótidos según SEC. ID. Nº 1 o una secuencia de 
nucleótidos complementaria a la secuencia de nucleótidos según SEC. ID. Nº 1, presentando el promotor una 5 
actividad específica del tejido y siendo más activo en las células del parénquima xilemático de las raíces de la planta 
que en otras células de la planta. 

2. Versiones acortadas o alargadas o idénticas sección por sección u homólogos con al menos un 70% de 
homología a nivel de ADN de un promotor según la reivindicación 1, que presentan una actividad específica del 
tejido y son más activas en las células del parénquima xilemático de las raíces de la planta que en otras células de la 10 
planta. 

3. Vector o elemento genético móvil que contiene un promotor según la reivindicación 1 o versiones acortadas 
o alargadas o idénticas sección por sección u homólogos con al menos un 70% de homología a nivel de ADN de un 
promotor según la reivindicación 2. 

4. Célula huésped eucariótica o procariótica que se transforma con un promotor según la reivindicación 1 o 15 
versiones acortadas o alargadas o idénticas sección por sección u homólogos con al menos un 70% de homología a 
nivel de ADN de un promotor según la reivindicación 2. 

5. Planta transgénica o partes de la misma que se transforman con un promotor según la reivindicación 1 o 
versiones acortadas o alargadas o idénticas sección por sección u homólogos con al menos un 70% de homología a 
nivel de ADN de un promotor según la reivindicación 2. 20 

6. Planta transgénica según la reivindicación 5, caracterizada porque  la planta es Beta vulgaris. 

7. Semillas transgénicas de plantas según la reivindicación 5 o 6, transformándose las plantas con un 
promotor según la reivindicación 1 o versiones acortadas o alargadas o idénticas sección por sección u homólogos 
con al menos un 70% de homología a nivel de ADN de un promotor según la reivindicación 2. 

8. Uso de un promotor según la reivindicación 1 o de versiones acortadas o alargadas o idénticas sección por 25 
sección u homólogos con al menos un 70% de homología a nivel de ADN de un promotor según la reivindicación 2 
para la preparación de una planta transgénica con una o varias de las propiedades siguientes: 

a.  Procesos mejorados de carga y descarga del xilema en la raíz 

b.  Abastecimiento mejorado de nitrógeno 

c.  Acumulación reducida de “nitrógeno dañino” en la raíz 30 

d.  Resistencia mejorada a la sal 

e.  Resistencia mejorada al estrés por sequedad 

f.  Tolerancia mejorada al hielo 

g.  Concentración Na+/K+ modificada en la raíz 

h. Aumento de la resistencia/tolerancia frente a patógenos 35 
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Figura 2 
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Figura 3 
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Figura 4  

TATA 
37-41 

 W-Box 
 222-227 (+) 

 

PAL-BoxA 
 364-369 (-) 

 574-579 (+) 

  MYC 
166-171 (-) 

794-799 (-) 

825-830 (-) 

W-Box NPR1 
   804-808 (+) 

  1023-1027 (-) 
  2269-2273 (-) 

  2448-2452 (+) 

Aux-IAA4 
490-497 (-) 

 

Aux-SAU15A 
   825-830 (+) 

     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 (+) 
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Figura 5 
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Figura 6 
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Figura 7 
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Figura 8 
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Figura 10 
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