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DESCRIPCION
Transportadores mejorados y sus usos
Campo de la Invenciéon

La presente invencion esta relacionada en general con la ingenieria genética de plantas. En particular, la invencion
se dirige a acidos nucleicos y métodos para conferir tolerancia a la sal en plantas y otros organismos.

Antecedentes de la Invenciéon

El estrés ambiental debido a la salinidad es uno de los factores mas importantes que limitan la productividad de las
cosechas agricolas, que son sensibles de manera predominante a la presencia de concentraciones elevadas de
sales en la tierra. Grandes areas terrestres del mundo estan afectadas por niveles de sal perjudiciales para el cultivo
de plantas. Se estima que un 35-45% de los 279 millones de hectareas de terreno de regadio esta afectado actual-
mente por la salinidad. Esto es exclusivo de las regiones clasificadas como terrenos aridos y desérticos (que consti-
tuyen un 25% del terreno total de nuestro planeta). La salinidad ha sido un factor importante en la historia humana y
en la duracién de los sistemas agricolas. La incidencia de la sal en las tierras agricolas ha creado inestabilidad, y
con frecuencia ha destruido sociedades agricolas antiguas y recientes. El poder de la cultura sumeria decayo en el
mundo antiguo debido a la acumulacion de sal en los valles de los rios Eufrates y Tigris. Grandes areas del subcon-
tinente indio se han vuelto improductivas debido a la acumulacién de sal y a practicas de irrigacion de mala calidad.
En este siglo, otras areas, que incluyen extensas regiones de Australia, Europa, suroeste de los EE.UU., las llanuras
canadienses y otras, han visto descensos considerables de la productividad de los cultivos.

Aunque hay disponibles técnicas de ingenieria para combatir este problema, por medio del drenaje y el aporte de
agua de alta calidad, estas medidas son extremadamente costosas. En la mayoria de los casos, debido a la necesi-
dad creciente de agricultura extensiva, no es aplicable ni una eficacia de irrigacién mejorada ni la instalacion de
sistemas de drenaje. Ademas, en las regiones aridas y semiaridas del mundo, la evaporacion de agua supera a la
precipitacion. Estas tierras tienen un contenido de sal intrinsecamente elevado, y requieren grandes cantidades de
irrigacion para hacerse productivas. Debido a que el agua de irrigacion contiene sales y minerales disueltos, la apli-
cacion de agua es también la aplicacion de la sal, que agrava el problema de la salinidad.

Se esta poniendo cada vez mas énfasis en la modificacion de plantas para adaptarse a las condiciones de cultivo
restrictivas impuestas por la salinidad. Si las cosechas econdmicamente importantes se pudieran manipular y hacer
resistentes a la sal, este terreno se podria cultivar, lo que daria como resultado mayores ventas de semillas y mayor
produccién de cultivos utiles. Se ha intentado la mejora genética convencional con respecto a la tolerancia a la sal
durante mucho tiempo. Estas practicas de mejora genética se han basado principalmente en las siguientes estrate-
gias: a) el uso de cruces amplios entre plantas de cultivo y sus parientes salvajes mas tolerantes a la sal (Rush y
Epstein, J. Amer. Hort. Sci., 106: 699-704 (1981)), b) cribando y seleccionando en funcién de una variaciéon dentro de
un fenotipo particular (Norlyn, en Genetic Engineering of Osmoregulation, pags. 293-309 (1980)), c) disefiando feno-
tipos nuevos por medio de la seleccidn recurrente (Tal, Plant & Soil, 89: 199-226 (1985)). El fracaso en la generacion
de variedades tolerantes (dado el nimero bajo de variedades comercializadas y su tolerancia limitada a la sal)
(Flowers y Yeo, Aust. J. Plant. Physiol., 22: 875-884 (1995)) indicaria que las practicas de mejora genética conven-
cionales no son suficientes, y que para tener éxito un programa de mejora genética deberia incluir la modificacion de
cultivos transgénicos (Bonhert y Jensen, Aust. J. Plant. Physiol., 23: 661-667 (1996)).

Se han caracterizado varias rutas bioquimicas asociadas a la tolerancia al estrés en diferentes plantas, y se han
identificado algunos de estos genes implicados en estos procesos, y en ciertos casos se ha investigado el posible
papel de las proteinas en experimentos transgénicos/de sobreexpresion. Se ha propuesto que varios solutos compa-
tibles desempefian un papel en la osmorregulacion bajo estrés. Se ha demostrado que tales solutos compatibles,
que incluyen los carbohidratos (Tarcynski et al., Science, 259: 508-510 (1995)), aminoacidos (Kishor et al., Plant
Physiol., 108: 1387-1394 (1995)) y compuestos de N cuaternario (Ishtani et al., Plant Mol. Biol., 27: 307- 317 (1995))
incrementan la osmorregulacion bajo estrés. Ademas, se ha propuesto que las proteinas que se expresan normal-
mente durante la maduracién de las semillas (LEAs, proteinas abundantes en la embriogénesis tardia) desempefian
un papel en la retencion de agua y en la proteccién de otras proteinas durante el estrés. La sobreexpresion de LEA
en arroz proporciond un beneficio moderado a las plantas durante el estrés hidrico (Xu et al., Plant Physiol, 110: 249-
257 (1996), y Wu y Ho, documento WO 97/13843).

Se ha demostrado que un unico gen (sod2) que codifica un antiportador Na+/H+ confiere tolerancia al sodio en la
levadura de fisién (Jia et al., EMBO J., 11: 1631-1640 (1992) y Young y Zheng, documento WO 91/06651), aunque el
papel de esta proteina asociada a la membrana plasmatica parece limitarse solamente a la levadura. Una de las
desventajas principales de usar este gen para la transformacion de plantas esta asociada a los problemas tipicos
que se encuentran en la expresion de genes heterdlogos, es decir, el plegamiento incorrecto del producto del gen, el
transporte de la proteina a la membrana de interés y la regulacion de la funcion de la proteina.

Se han identificado antiportadores Na+/H+ con actividad antiportadora vacuolar en tejido de almacenamiento de
remolacha roja y una diversidad de especies de plantas halofiticas y glicofiticas tolerantes a la sal (Barkla y Pantoja,
Ann. Rev. Plant. Physiol. 47: 159 (1996), y Blumwald y Gelli, Adv. Bot. Res. 25: 401 (1997)). Mas recientemente, se
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ha aislado un gen que codifica un antiportador Na+/H+ vacuolar de Arabidopsis thaliana, denominado A{NHX1
(Blumwald et al., documento WO 99/47679). Se ha demostrado que la sobreexpresion de este gen en Arabidopsis,
tomate, y colza aumenta la tolerancia a la sal en las plantas transgénicas (Apse et al., Science, 285: 1256-1258
(1999), Zhang y Blumwald, Nat. Biotechnol., 19: 765-768 (2001), y Zhang et al., PNAS USA, 98: 12832-12836
(2001)).

El documento WO99/47679 describe moléculas de acido nucleico que codifican polipéptidos intercambiadores
Na'/H" para la expulsién de cationes monovalentes desde el citosol de células con tolerancia incrementada a la sal.
Los acidos nucleicos se obtienen de Arabidopsis thaliana.

Breve Compendio de la Invenciéon

La presente invencion proporciona un método para aumentar la tolerancia a la sal en una planta, y el método com-
prende, a) introducir en la planta un polinucleétido que codifica un polipéptido transportador Na*/H" truncado en el
extremo C-terminal, que cuando se expresa confiere una tolerancia incrementada a la sal en la planta; y en el que el
polipéptido transportador truncado consiste en una secuencia de aminoacidos que es: i) al menos un 80% idéntica a
SEQ ID N°:2 a lo largo de toda la longitud del polipéptido transportador truncado; y ii) menor de una longitud de 475
aminoacidos; y b) seleccionar una planta que exhibe una tolerancia incrementada a la sal en comparacion con una
planta en la que se ha introducido un polipéptido que codifica un péptido de SEQ ID N°:2. En ciertos aspectos, la
presente invencion proporciona un método para aumentar la tolerancia a la sal de una planta, y el método com-
prende, a) introducir en la planta un polinucleétido que codifica un polipéptido transportador Na*/H", que cuando se
expresa confiere una tolerancia incrementada a la sal en la planta; y en el que el polipéptido transportador com-
prende: i) una secuencia de aminoacidos al menos un 80% idéntica a SEQ ID N°:2 a lo largo de toda la longitud del
polipéptido transportador; vy ii) en el que el residuo correspondiente a la serina de la posicion 508 en SEQ ID N°:2 se
sustituye por un aminoacido que confiere la tolerancia incrementada a la sal del polipéptido transportador Na+/H+; y
b) seleccionar una planta con una tolerancia aumentada a la sal en comparacion con una planta en la que se ha
introducido un polipéptido que codifica un péptido de SEQ ID N°:2.

En ciertos aspectos, la presente invencién proporciona un vector de ADN recombinante adecuado para transformar
células vegetales que comprende un promotor y una secuencia polinucleotidica que codifica un polipéptido trans-
portador Na‘/H" truncado en el extremo C-terminal que cuando se expresa confiere una tolerancia incrementada a la
sal en una planta en comparacién con una planta en la que se ha introducido un polipéptido que codifica un péptido
de SEQ ID N°:2; en el que el polipéptido transportador truncado consiste en una secuencia de aminoacidos que es: i)
al menos un 90% idéntica a SEQ ID N°:2 a lo largo de toda la longitud del polipéptido transportador truncado; vy ii)
menor de una longitud de 475 aminoacidos.

En ciertos aspectos, la invencion proporciona un polinucleétido que comprende una secuencia nucleotidica que
codifica un polipéptido transportador Na*/H* que cuando se expresa confiere una tolerancia incrementada a la sal en
una planta en comparacion con una planta en la que se ha introducido un polipéptido que codifica un péptido de
SEQ ID N°2, en el que el polipéptido transportador comprende una secuencia de aminoacidos al menos un 80%
idéntica a SEQ ID N°:2 a lo largo de toda la longitud del polipéptido transportador, en el que el residuo correspon-
diente a la serina de la posicién 508 en SEQ ID N°:2 se sustituye por un aminoacido que confiere la tolerancia in-
crementada a la sal.

En ciertos aspectos, la presente invencion proporciona una planta que comprende un polinucleétido seleccionado de
(@) y (b): (a) un polinucledtido que codifica un polipéptido transportador Na*/H* truncado en el extremo C-terminal,
que cuando se expresa confiere una tolerancia incrementada a la sal en la planta en comparacion con una planta en
la que se ha introducido un polipéptido que codifica un péptido de SEQ ID N°:2; y en el que el polipéptido transporta-
dor truncado consiste en una secuencia de aminoacidos que es al menos un 80% idéntica a SEQ ID N°:2 a lo largo
de toda la longitud del polipéptido transportador truncado, y en el que el polipéptido es menor de una longitud de 475
aminoacidos; y (b) un polinucledtido que codifica un polipéptido transportador Na*/H" que consiste en una secuencia
de aminoacidos seleccionada de SEQ ID N°:6; SEQ ID N°:8; y SEQ ID N°:10.

En ciertos aspectos, la presente invencion proporciona una planta que comprende un polinucleétido que codifica un
polipéptido transportador Na+/H+, que cuando se expresa confiere una tolerancia incrementada a la sal en la planta
en comparacion con una planta en la que se ha introducido un polipéptido que codifica un péptido de SEQ ID N°:2; y
en la que el polipéptido transportador comprende una secuencia de aminoacidos al menos un 80% idéntica a SEQ
ID N°:2 a lo largo de toda la longitud del polipéptido transportador; y en la que el residuo correspondiente a la serina
de la posicién 508 en SEQ ID N°:2 se sustituye por un aminoacido que confiere la tolerancia incrementada a la sal.

En ciertos aspectos, la presente invencién proporciona el uso de un polinucleétido para aumentar la tolerancia a la
sal en una planta, y dicho polinucleétido se selecciona de: (a) un polinucleétido que codifica un polipéptido transpor-
tador Na*/H" truncado en el extremo C-terminal, que cuando se expresa confiere una tolerancia incrementada a la
sal en la planta; y en el que el polipéptido transportador truncado consiste en una secuencia de aminoacidos que es:
i) al menos un 80% idéntica a SEQ ID N°:2 a lo largo de toda la longitud del polipéptido transportador truncado; v ii)
el polipéptido transportador es menor de una longitud de 475 aminoacidos; y en el que el polinucleétido se introduce
en una planta, y se selecciona una planta que exhibe una tolerancia incrementada a la sal en comparacién con una
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planta en la que se ha introducido un polipéptido que codifica un péptido de SEQ ID N°:2; y (b) un polinucleétido que
codifica un polipéptido transportador Na*/H" que consiste en una secuencia de aminoacidos seleccionada de: i) SEQ
ID N°:6; ii) SEQ ID N°: 8; y iii) SEQ ID N°: 10.

Opcionalmente, el método incluye la introduccién de un polinucleétido que tiene una secuencia que consiste en SEQ
ID N°:5, 7, y 9, para conferir la tolerancia a la sal a la planta.

Opcionalmente, el método incluye la introduccion de un polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene una
secuencia que consiste en SEQ ID N°:6, 8 6 10 para conferir la tolerancia a la sal a la planta.

Opcionalmente, el método incluye la introducciéon de un polinucleétido que codifica un polipéptido menor de una
longitud de 475 aminoacidos para conferir la tolerancia a la sal a la planta.

Opcionalmente, el método para aumentar la tolerancia a la sal de una planta comprende introducir en la planta un
polinucledtido que codifica un polipéptido transportador Na*/H" con una secuencia de aminoacidos al menos un 80%
idéntica a SEQ ID N°:2 en la que en el residuo correspondiente a la serina de la posicién 508 en SEQ ID N°2 se
sustituye por un aminoacido que confiere la tolerancia incrementada a la sal del polipéptido transportador Na*/H".

En ciertas realizaciones, un aminoacido neutro o polar sustituye a la serina de la posicion 508 en SEQ ID N°:2.

En ciertas realizaciones, el aminoacido neutro o polar correspondiente a la serina de la posicion 508 en SEQ ID N°:2
es treonina, metionina, cisteina, asparagina o glutamina.

En ciertas realizaciones, la secuencia polinucleotidica purificada que codifica un polipéptido transportador Na*/H*
que confiere tolerancia a la sal es SEQ ID N°:3.

En ciertas realizaciones, la secuencia del polipéptido transportador Na codificada por el polinucleétido purificado es
SEQ ID N°:4.

Opcionalmente, la planta comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido transportador Na*/H*, que cuando
se expresa confiere una tolerancia incrementada a la sal en la planta; y en el que el polipéptido transportador com-
prende una secuencia de aminoacidos al menos un 80% idéntica a SEQ ID N°:2 de menos de 530 aminoacidos.

Opcionalmente, la planta transgénica que comprende un polipéptido transportador Na*/H" que confiere una toleran-
cia incrementada a la sal en la planta tiene una secuencia de aminoacidos al menos un 80% idéntica a SEQ ID N°:2,
y el residuo correspondiente a la serina de la posicion 508 en SEQ ID N°:2 se sustituye por un aminoacido que con-
fiere la tolerancia incrementada a la sal. En ciertas realizaciones de la invencién, el aminoacido de sustituciéon es un
aminoacido polar o neutro, tal como cisteina.

Definiciones

El término "planta" incluye plantas completas, brotes, érganos vegetativos y/o estructuras (p.ej. hojas, tallos y tubér-
culos), raices, flores y 6rganos florales (p.ej. bracteas, sépalos, pétalos, estambres, carpelos, anteras), évulos (que
incluyen células huevo y células centrales), semilla (que incluye cigoto, embrién, endosperma, y envoltura de la se-
milla), fruto (p.ej., el ovario maduro), plantulas, tejido vegetal (p.€j., tejido vascular, tejido fundamental, y similares),
células (p.ej. células de guarda, células huevo, tricomas y similares), y la progenie de las mismas. La clase de plan-
tas que se pueden usar en el método de la invencién es en general tan amplia como la clase de plantas superiores e
inferiores adaptables a las técnicas de transformacion, que incluyen angiospermas (plantas monocotiledéneas y
dicotiledéneas), gimnospermas, helechos, y algas multicelulares. Se incluyen plantas de una diversidad de niveles
de ploidia, que incluye aneuploidia, poliploidia, diploidia, haploidia y hemicigotas.

La frase "secuencia de acido nucleico" se refiere a un polimero monocatenario o bicatenario de bases de desoxirri-
bonucledtido o ribonucleétido leido desde el extremo 5' al extremo 3'. Incluye el ADN cromosémico, plasmidos auto-
rreplicantes, polimeros infecciosos de ADN o ARN y ADN o ARN que lleva a cabo un papel principalmente estructu-
ral.

La frase "secuencia heterdloga" se refiere a una secuencia que se origina a partir de una especie exégena, o, si es
de la misma especie, se modifica a partir de su forma original. Por ejemplo, un promotor unido de forma operable a
una secuencia codificante heteréloga se refiere a una secuencia codificante de una especie diferente de la cual
procedid el promotor, o, si es de la misma especie, una secuencia codificante que no esta asociada de manera natu-
ral con el promotor (p.ej., una secuencia codificante modificada mediante ingenieria genética o un alelo de un eco-
tipo o variedad diferente).

Un polinucleétido "exdgeno respecto de" una planta individual es un polinucleétido que se introduce en la planta
mediante cualquier medio diferente del cruce sexual. Los ejemplos de medios por los cuales esto se puede llevar a
cabo se describen mas adelante, e incluyen la transformacién mediada por Agrobacterium, métodos de biolistica,
electroporacion, y similares. Tal planta que contiene el acido nucleico exégeno se denomina en la presente memoria
planta transgénica de generacion T1 (p.ej., en Arabidopsis mediante infiltracion al vacio) o RO (para plantas regene-
radas a partir de células transformadas in vitro). Las plantas transgénicas que surgen de un cruce sexual o mediante
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autopolinizacion son los descendientes de dicha planta.

Un "acido nucleico NHX71" o "secuencia polinucleotidica NHX1" de la invencion es una subsecuencia o polinucleétido
de longitud completa que codifica un polipéptido NHX7 y su complemento, p.ej. SEQ ID N°S: 1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 0
15. Un ejemplo de un gen NHX1, de Arabidopsis, es AINHX1. Los productos del gen NHX1 de la invencion (p.ej.,
mARNS o polipéptidos) se caracterizan por la capacidad de conferir una tolerancia incrementada a la sal. Un polinu-
cleétido NHX1 de la invencion comprende en general una secuencia codificante de al menos alrededor de 250 nu-
cleétidos a alrededor de 2000 nucleétidos de longitud. Normalmente, los acidos nucleicos NHX7 de la invencién son
de alrededor de 400 a alrededor de 1600 nucleétidos.

En la expresion de transgenes, un experto reconocera que no es necesario que la secuencia polinucleotidica inser-
tada sea idéntica, y puede ser "sustancialmente idéntica" a una secuencia del gen del que procede. Como se explica
mas adelante, esta expresion cubre especificamente estas variantes.

En el caso en el que la secuencia polinucleotidica insertada se transcribe y se traduce para producir un polipéptido
NHX1 funcional, un experto reconocera que debido a la degeneracion de los codones, varias secuencias polinucleo-
tidicas codificaran el mismo polipéptido. Estas variantes se cubren especificamente mediante los términos "secuen-
cia polinucleotidica NHX1" o "secuencia polinucleotidica NHX1". Ademas, los términos incluyen especificamente
aquellas secuencias de longitud completa sustancialmente idénticas (determinadas como se describe mas adelante)
a una secuencia del gen NHX1 y que codifican proteinas que conservan la funcion de las proteinas codificadas. Asi,
en el caso del gen AtNHX1 de Arabidopsis descrito en la presente memoria, el término anterior incluye secuencias
polinucleotidicas variantes que tienen una identidad sustancial con las secuencias descritas en la presente memoria,
y que codifican proteinas capaces de conferir tolerancia a la sal en una planta transgénica que comprende la se-
cuencia.

Se dice que los polinucleétidos o polipéptidos son "idénticos" si la secuencia de nucleétidos o de residuos de ami-
noacidos, respectivamente, en las dos secuencias es la misma cuando se alinean para obtener la maxima corres-
pondencia como se describe mas adelante. La expresion "complementario a" se usa en la presente memoria para
significar que la secuencia complementaria es idéntica a la totalidad o una porcién de una secuencia polinucleotidica
de referencia.

Se llevan a cabo comparaciones de secuencias entre dos (0 mas) polinucleétidos o polipéptidos comparando las
secuencias de las dos secuencias a lo largo de un segmento o "ventana de comparacién” para identificar y comparar
regiones locales de similitud de secuencia. El segmento usado para fines de comparacion puede ser al menos alre-
dedor de 20 posiciones contiguas, normalmente alrededor de 50 a alrededor de 200, mas normalmente alrededor de
100 a alrededor de 150, en el que una secuencia se puede comparar respecto de una secuencia de referencia del
mismo numero de posiciones contiguas después de haber alineado de manera éptima las dos secuencias.

La alineacion 6ptima de secuencias para la comparacion se puede llevar a cabo mediante el algoritmo de homologia
local de Smith y Waterman Adv. Appl. Math. 2: 482 (1981), mediante el algoritmo de alineacién por homologia de
Needleman y Wunsch J. Mol. Biol. 48: 443 (1970), mediante el método de busqueda de similitud de Pearson y
Lipman Proc. Natl. Acad. Sci. (U. S. A.) 85: 2444 (1988), mediante las implementaciones computarizadas de estos
algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer
Group (GCG), 575 Science Dr., Madison, Wis.), o mediante inspeccion. El "porcentaje de identidad de secuencia" se
determina comparando dos secuencias alineadas de manera 6ptima a lo largo de una ventana de comparacioén, en
la que la porcidon de la secuencia polinucleotidica de la ventana de comparacion puede comprender adiciones o
deleciones (es decir, huecos) en comparacién con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones o dele-
ciones) para la alineacion 6ptima de las dos secuencias. El porcentaje se calcula determinando el nUmero de posi-
ciones en las que la base de acido nucleico o residuo de aminoacido idéntico se da en ambas secuencias para pro-
porcionar el numero de posiciones coincidentes, dividiendo el nUmero de posiciones coincidentes por el niumero total
de posiciones en la ventana de comparacién y multiplicando el resultado por 100 para proporcionar el porcentaje de
identidad de secuencia.

El término "identidad sustancial" de secuencias polinucleotidicas significa que un polinucleétido comprende una
secuencia que tiene al menos un 60% de identidad de secuencia, preferiblemente al menos un 80%, mas preferi-
blemente al menos un 90% de y lo mas preferiblemente al menos un 95%, en comparaciéon con una secuencia de
referencia mediante el uso de los programas descritos anteriormente (preferiblemente BESTFIT) con el uso de los
parametros habituales. Un experto reconocera que estos valores se pueden ajustar de manera adecuada para de-
terminar la identidad correspondiente de las proteinas codificadas por dos secuencias nucleotidicas teniendo en
cuenta la degeneracién de los codones, la similitud de los aminoacidos, la colocacién del marco de lectura y simila-
res. Una identidad sustancial de secuencias de aminoacidos con este fin significa normalmente una identidad de
secuencia de al menos un 40%, preferiblemente al menos un 60%, mas preferiblemente al menos un 90%, y lo mas
preferiblemente al menos un 95%. Los polipéptidos que son "sustancialmente similares" comparten secuencias
como se indicé anteriormente, excepto porque las posiciones de los residuos que no son idénticos pueden diferir por
cambios de aminoacidos conservativos. Las sustituciones de aminoacidos conservativas se refieren a la posibilidad
de intercambio de residuos que tienen cadenas laterales similares. Por ejemplo, un grupo de aminoacidos que tienen
cadenas laterales alifaticas es glicina, alanina, valina, leucina, e isoleucina; un grupo de aminoacidos que tienen
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cadenas laterales alifaticas-hidroxilicas es serina y treonina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales
que contienen amida es asparagina y glutamina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales aromaticas
es fenilalanina, tirosina, y triptéfano; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales basicas es lisina, argi-
nina, e histidina; y un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen azufre es cisteina y metio-
nina. Los grupos de sustituciones conservativas de aminoacidos preferidos son: valina-leucina-isoleucina, fenilala-
nina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina, y asparagina-glutamina.

Otra indicacién de que las secuencias nucleotidicas son sustancialmente idénticas es si dos moléculas hibridan entre
si en condiciones rigurosas. Las condiciones rigurosas dependen de la secuencia, y seran diferentes en diferentes
circunstancias. En general, las condiciones rigurosas se seleccionan para que sean alrededor de 5 °C a alrededor de
20 °C menores que el punto de fusion térmico (Tm) para la secuencia especifica a una fuerza iénica y pH definidos.
La Tm es la temperatura (a una fuerza ionica y pH definidos) a la que un 50% de la secuencia de interés hibrida a
una sonda perfectamente coincidente. En general, las condiciones rigurosas seran aquellas en las que la concentra-
cion de sal es de alrededor de 0,02 molar a pH 7 y la temperatura es al menos alrededor de 60 °C.

Sin embargo, los acidos nucleicos que no hibridan entre si en condiciones rigurosas todavia son sustancialmente
idénticos si los polipéptidos que codifican son sustancialmente idénticos. Esto puede ocurrir, p.ej., cuando se crea
una copia de un acido nucleico mediante el uso de la maxima degeneracion de codones permitida por el codigo
genético.

Tal como se usa en la presente memoria, un homoélogo de un gen NHX1 particular (p.ej., los genes AtNHX1 de Ara-
bidopsis descritos en la presente memoria) es un segundo gen (en la misma especie o en una especie diferente) que
tiene una secuencia polinucleotidica de al menos 50 nucleétidos contiguos que son sustancialmente idénticos (de-
terminado como se describi6é anteriormente) a una secuencia en el primer gen. Se cree que, en general, los homolo-
gos comparten un pasado evolutivo comun.

Breve Descripcion de los Dibujos

La FIG. 1 muestra los resultados del ensayo de transformaciéon de levadura que indican que AtNHX1 modificado
incrementa la tolerancia a la sal.

La FIG. 2 muestra los resultados del ensayo de transformacién de levadura que demuestran que las deleciones en el
extremo C-terminal de AtNHX1 controlan la selectividad Na*/K" del transportador.

La FIG. 3 muestra los resultados del ensayo de transformacién de levadura que indican que AtNHX1 modificado
incrementa la tolerancia a Li".

La FIG. 4 muestra los resultados del ensayo de transformaciéon de levadura que indican que AtNHX1 modificado
incrementa la tolerancia al estrés osmatico.

La FIG. 5 muestra los resultados de los ensayos de transformacion de levadura llevados a cabo para caracterizar la
actividad del extremo N-terminal de AtNHX1 y los dominios transmembrana. El objeto de la figura 5 no es parte de la
invencion.

La FIG. 6 muestra los sitios de mutagénesis dirigida y de truncamiento de AtNHX1 que confieren la tolerancia a la
sal.

Descripcion Detallada de la Invencién

La presente invencion proporciona nuevas moléculas de acido nucleico aisladas modificadas que codifican proteinas
para el trasporte de iones sodio a través de una membrana de una célula, por ejemplo, del citosol de una célula a
una vacuola, para proporcionar a la célula tolerancia a la sal.

Los genes NHX1 codifican transportadores antiportadores Na*/H* asociados a membrana que conducen Na® a tra-
vés de una membrana mediante el uso de un gradiente electroquimico de protones, generado, por ejemplo, me-
diante la H+-adenosina trifosfatasa (ATPasa) vacuolar y H+-pirofosfatasa inorganica (PPjasa). En la presente inven-
cién, se han creado formas mutadas y truncadas de NHX7 que contienen una actividad de transporte aumentada.
Los productos génicos modificados (proteinas) permiten mas acumulacion de iones sodio del citosol en los compar-
timentos intracelulares, tales como la vacuola, en comparacion con la proteina completa. Estos genes permiten la
modificacién de plantas tolerantes a la sal mediante la transformacion de las cosechas sensibles a la sal que sobre-
expresan este gen.

La invencién también incluye antiportadores Na*/H* modificados que tienen una selectividad iénica o permeabilidad
i6nica alteradas, lo que conduce a una tolerancia osmética o a la sequia o a la sal incrementada.

La invencion se refiere también a la modificacion de genes NHX1 mediante el uso de mutagénesis dirigida y delecio-
nes basadas en amplificacion mediante PCR para cribar las formas de la proteina modificadas con una actividad de
transporte incrementada o una selectividad ionica alterada.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2400 807 T3

Aislamiento de los acidos nucleicos de la invencion

En general, la nomenclatura y los procedimientos de laboratorio de la tecnologia de ADN recombinante descritos
mas adelante son los conocidos y empleados habitualmente en la técnica. Se usan las técnicas habituales para la
clonacion, el aislamiento de ADN y ARN, la amplificacién y la purificaciéon. En general, las reacciones enzimaticas
que implican la ADN ligasa, ADN polimerasa, endonucleasas de restriccion y similares se llevan a cabo segun las
especificaciones del fabricante. Estas técnicas y otras diversas técnicas se llevan a cabo en general segun
Sambrook et al., Molecular Cloning-A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, Nueva
York, (1989) o Current Protocols in Molecular Biology. Volumenes 1-3, John Wiley & Sons, Inc. (1994-1998).

Mediante el uso de las secuencias proporcionadas en la presente memoria, se puede llevar a cabo el aislamiento de
los acidos nucleicos NHX1 mediante varias técnicas. Por ejemplo, se pueden usar sondas oligonucleotidicas basa-
das en las secuencias descritas en la presente memoria para identificar el gen deseado en una biblioteca de cADN o
una biblioteca de ADN gendémico. Para construir las bibliotecas genémicas, se generan segmentos largos de ADN
genomico mediante fragmentacion aleatoria, p.ej. mediante el uso de endonucleasas de restriccion, y se ligan con un
ADN vector para formar concatémeros que se pueden empaquetar en el vector adecuado. Para preparar una biblio-
teca de cADN, se aisla mARN a partir del 6rgano deseado, tal como las flores, y se prepara una biblioteca de cADN
que contiene el transcrito del gen NHX1 a partir del mMARN. De manera alternativa, se puede preparar cADN a partir
de mARN extraido de otros tejidos en los que se expresan los genes A{INHX1 u homologos.

La biblioteca de cADN o biblioteca gendmica se puede cribar mediante el uso de una sonda basada en la secuencia
de un gen NHX1 clonado o fragmento del mismo descrito en la presente memoria. Se pueden usar sondas para
hibridarlas con secuencias de ADN genémico o de cADN para aislar genes homologos en la misma o diferentes
especies de plantas. De manera alternativa, se pueden usar anticuerpos generados hacia un polipéptido NHX1 o
fragmento del mismo para cribar una biblioteca de expresion de mARN.

De manera alternativa, los acidos nucleicos de interés se pueden amplificar a partir de muestras de acido nucleico
mediante el uso de técnicas de amplificacion. Por ejemplo, se puede usar la técnica de reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR) para amplificar las secuencias de los genes NHX17 directamente a partir de ADN gendmico, de
cADN, de bibliotecas gendémicas o bibliotecas de cADN. La PCR y otros métodos de amplificacion in vitro también
pueden ser Utiles, por ejemplo, para clonar secuencias de acido nucleico que codifican proteinas a expresar, para
producir acidos nucleicos para usarlos como sondas para detectar la presencia del mMARN deseado en las muestras,
para la secuenciacion de acidos nucleicos, o para otros fines. Para una revision general de PCR, véase PCR
Protocols: A Guide to Methods and Applications. (Innis, M, Gleaned, D., Sninsky, J. y White, T., eds.), Academic
Press, San Diego (1990).

Los polinucledtidos se pueden sintetizar también mediante técnicas muy conocidas como se describe en la biblio-
grafia técnica. Véase, p.ej., Carruthers et al., Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol., 47: 411-418 (1982), y Adams et
al., J. Am. Chem. Soc., 105: 661 (1983). Se pueden obtener fragmentos de ADN bicatenarios sintetizando la cadena
complementaria y renaturalizando las cadenas en condiciones adecuadas, o afiadiendo la cadena complementaria
mediante el uso de una ADN polimerasa con una secuencia cebadora adecuada.

Los acidos nucleicos NHX1 de interés se pueden identificar también realizando busquedas en bases de datos de
acidos nucleicos, p.ej., las bases de datos EST e identificando las secuencias con una similitud elevada respecto de
una secuencia de acido nucleico NHX1 conocida. Una vez que se ha identificado un acido nucleico NHX1 candidato
0 secuencia polinucleotidica de la invencién, se pueden usar métodos habituales para determinar si el supuesto
acido nucleico es un acido nucleico NHX1 de la invencién. Los métodos para ensayar la actividad NHX1 se conocen
en la técnica, p.ej., véase el ejemplo 1y Apse et al., Science. 285, 1256-1258.

Preparacion de vectores recombinantes

Para usar las secuencias aisladas para la transformacion y otras técnicas de biologia molecular, se preparan vecto-
res de ADN recombinante adecuados para la transformacion de las células vegetales. Las técnicas para transformar
una amplia diversidad de especies vegetales superiores se conocen bien y se describen en la bibliografia técnica y
cientifica. Véase, por ejemplo, Weising et al. Ann. Rev. Genet., 22: 421-477 (1988). Se combinara preferiblemente
una secuencia de ADN que codifica el polipéptido deseado, por ejemplo una secuencia de cADN que codifica una
proteina de longitud completa, con secuencias reguladoras de la iniciacion transcripcional y traduccional que dirigiran
la transcripcién de la secuencia del gen en los tejidos deseados de la planta transformada.

Por ejemplo, para la sobreexpresion, se puede emplear un fragmento promotor vegetal que dirigira la expresion del
gen en todos los tejidos de una planta regenerada. Tales promotores se denominan en la presente memoria promo-
tores "constitutivos”, y son activos en la mayoria de las condiciones ambientales y de etapas del desarrollo o la dife-
renciacion celular. Los ejemplos de promotores constitutivos incluyen la region de iniciacion de la transcripcion de
35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV), el promotor 1’ o 2’ derivado del T-ADN de Agrobacterium tumafra-
ciens, y otras regiones de iniciacion de la transcripcion de diversos genes de plantas conocidas para los expertos.
Tales genes incluyen, por ejemplo, ACT11 de Arabidopsis (Huang et al. Plant Mol. Biol., 33:125-139 (1996)), Cat3 de
Arabidopsis (N° de GenBank U43147, Zhong et al., Mol. Gen. Genet., 251: 196-203 (1996)), el gen que codifica la
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estearoil-(proteina portadora de acilo) desaturasa de Brassica napus (N° de Genbank X74782, Solocombe et al.
Plant Physiol., 104: 1167-1176 (1994)), GPc1 de maiz (N° de GenBank X15596, Martinez et al. J. Mol. Biol, 208:551-
565 (1989)), y Gpc2 de maiz (N° de GenBank U45855, Manjunath et al., Plant Mol. Biol., 33: 97-112 (1997)).

De manera alternativa, el promotor vegetal puede dirigir la expresion del acido nucleico NHX7 en un tejido especi-
fico, érgano o tipo de célula (es decir, promotores especificos de tejido, promotores especificos de 6rgano) o puede
estar de otra manera bajo un control ambiental o del desarrollo méas preciso (es decir, promotores inducibles). Los
ejemplos de condiciones ambientales que pueden efectuar la transcripcién mediante promotores inducibles incluyen
las condiciones anaerobias, temperatura elevada, la presencia de luz, o la pulverizacion de productos quimi-
cos/hormonas. Un experto reconocera que un promotor especifico de érgano puede controlar la expresion de las
secuencias unidas de forma operable en érganos diferentes del érgano objetivo. Asi, tal como se usa en la presente
memoria, un promotor especifico de érgano es uno que controla la expresion preferentemente en el 6rgano objetivo,
pero también puede conducir a cierta expresién en otros érganos.

También se pueden usar varios promotores especificos de tejido en la invencion. Por ejemplo, los promotores de la
raiz que dirigen la expresion de los acidos nucleicos del tejido de la raiz tienen una importancia especial en la pre-
sente invencion.

Si se desea la expresion del polipéptido adecuado, se deberia incluir una region de poliadenilacién en el extremo 3'
de la region codificante. La regidon de poliadenilacion puede proceder del gen natural, de una diversidad de otros
genes vegetales, o del T-ADN.

El vector que comprende las secuencias (p.ej., promotores o regiones codificantes) de los genes de la invencion
comprendera en general un gen marcador que confiere un fenotipo seleccionable en las células vegetales. Por
ejemplo, el marcador puede codificar una resistencia a biocidas, en particular resistencia de antibiéticos, tal como
resistencia a kanamicina, G418, bleomicina, higromicina, o resistencia a herbicidas, tal como resistencia a clorosulfu-
ron o Basta.

Produccion de plantas

Las construcciones de ADN de la invencion se pueden introducir en el genoma del hospedador vegetal deseado
mediante una diversidad de técnicas convencionales. Por ejemplo, la construccion de ADN se puede introducir di-
rectamente en el ADN gendmico de la célula vegetal mediante el uso de técnicas tales como electroporacion y mi-
croinyeccion de protoplastos de células vegetales, o las construcciones de ADN se pueden introducir directamente
en el tejido vegetal mediante el uso de biolistica, p.ej., bombardeo con particulas de ADN.

Las técnicas de microinyeccion se conocen en la técnica, y se describen en la bibliografia cientifica y de patentes. La
introduccion de construcciones de ADN mediante el uso de precipitacion con polietilen glicol se describe en
Paszkowski et al. Embo J., 3: 2717-2722 (1984). Las técnicas de electroporacion se describen en Fromm et al. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 82:5824 (1985). Las técnicas de transformacion biolistica se describen en Klein et al. Nature,
327:70-73 (1987).

De manera alternativa, las construcciones de ADN se pueden combinar con regiones flanqueantes del T-ADN ade-
cuadas e introducirlas en un vector hospedador de Agrobacterium tumefaciens convencional. Las funciones de viru-
lencia del hospedador Agrobacterium tumefaciens dirigiran la insercién de la construccién y los marcadores adya-
centes en el ADN de la célula vegetal cuando la célula sea infectada por las bacterias. Las técnicas de
transformacion mediadas por Agrobacterium tumefaciens, que incluyen el desarme y el uso de vectores binarios, se
describen en la bibliografia cientifica. Véase, por ejemplo, Horsch et al. Science, 233: 496-498 (1984), y Fraley et al.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80: 4803 (1983) y Gene Transfer to Plants, Potrykus, ed. (Springer-Verlag, Berlin 1995).

Las células vegetales transformadas que se obtienen mediante cualquiera de las técnicas de transformacién anterio-
res se pueden cultivar para regenerar una planta completa que posee el genotipo transformado, y asi el fenotipo
deseado, tal como una actividad disminuida de farnesil transferasa. Tales técnicas de regeneracion se basan en la
manipulacion de ciertas fitohormonas en un medio de cultivo de tejidos, y se basa en general en un marcador de
biocida y/o herbicida que se ha introducido junto con las secuencias nucleotidicas deseadas. La regeneraciéon de
plantas a partir de protoplastos cultivados se describe en Evans et al., Protoplasts Isolation and Culture, Handbook of
Plant Cell Culture, pags. 124-176, MacMillilan Publishing Company, Nueva York, 1983; y Binding, Regeneration of
Plants, Plant Protoplasts, pags. 21-73, CRC Press, Boca Raton, 1985. La regeneracion se puede obtener también a
partir de callos vegetales, explantos, érganos, o partes de los mismos. Tales técnicas de regeneracion se describen
en general en Klee et al., Ann. Rev, of Plant Phys., 38: 467-486 (1987).

Los acidos nucleicos de la invencién se pueden usar para conferir rasgos deseados basicamente en cualquier
planta. Asi, la invencién tiene uso en una amplia diversidad de plantas, que incluyen especies de los géneros
Anacardium, Arachis, Asparagus, Atropa, Avena, Brassica, Chlamydomonas, Chlorella, Citrus, Citrullus, Capsicum,
Carthamus, Cocos, Coffea, Cucumis, Cucurbita, Cyrtomium, Daucus, Elaeis, Fragaria, Glycine, Gossypium,
Helianthus, Heterocallis, Hordeum, Hyoseyamus, Lactuca, Laminaria, Linum, Lolium, Lupinus, Lycopersicon, Macro-
cystis, Malus, Manihot, Majorana, Medicago, Nereocystis, Nicotiana, Olea, Oryza, Osmunda, Panieum, Pannesetum,
Persea, Phaseolus, Pistachia, Pisum, Pyrus, Polypodium, Prunus, Pteridium, Raphanus, Ricinus, Secale, Senecio,
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Sinapis, Solanum, Sorghum, Theobromus, Trigonella, Triticum, Vicia, Vitis, Vigna, y Zea.

Un experto reconocera que después de incorporar de manera estable el casete de expresién en las plantas transgé-
nicas y confirmar que es operable, se puede introducir en otras plantas mediante cruce sexual. Se puede usar cual-
quiera de varias técnicas habituales de mejora genética, dependiendo de la especie a cruzar.

Mediante el uso de procedimientos conocidos, un experto puede cribar en busca de plantas de la invencién detec-
tando el incremento o la disminuciéon del mARN o la proteina NHX7 en las plantas transgénicas. Los medios para
detectar y cuantificar mMARNSs o proteinas se conocen bien en la técnica, p.ej., transferencias de Northern, transfe-
rencias de Western o ensayos de actividad. Las plantas de la invencién se pueden identificar también detectando el
fenotipo deseado. Por ejemplo, midiendo la tolerancia a la sal o la tolerancia a la sequia mediante el uso de métodos
como se describe mas adelante.

Deteccion de organismos transgénicos de la invencion

Las cepas de levadura transformadas que contienen los polinucleétidos de la invencién se pueden analizar mediante
el uso de técnicas de biologia molecular establecidas, asi como mediante la monitorizaciéon de las tasas de creci-
miento con el uso de un medio de cultivo selectivo para una amplia diversidad de fenotipos, que incluyen la toleran-
cia a la sal.

De manera alternativa, las plantas transgénicas de la invencion pueden ser el objeto del andlisis. Tras la preparacion
de los casetes de expresion que contienen los polinucleétidos de la presente invencion y la introduccion de los ca-
setes en una planta, se puede ensayar en las plantas transgénicas resultantes las caracteristicas fenotipicas asocia-
das a la expresion incrementada o disminuida de NHX7. Por ejemplo, tras la introduccién del casete en una planta,
las plantas se criban en busca de la presencia del transgén y se cruzan con una linea endogédmica o hibrida. Las
plantas de la progenie se criban después en busca de la presencia del transgén, y se autopolinizan. Se cultiva la
progenie de las plantas autopolinizadas. Se puede ensayar en las plantas transgénicas resultantes la tolerancia
incrementada a la sal y la tolerancia incrementada la sequia, y la sensibilidad disminuida a toxinas. Por ejemplo, se
puede ensayar en una planta transgénica la tolerancia incrementada a la sal o la tolerancia incrementada a la se-
quia. Se conocen los métodos para ensayar la tolerancia incrementada a la sal, e incluyen medir la tasa de creci-
miento de las plantas a concentraciones crecientes de sal. Biomasa vegetal, proporciones raiz/brote, y contenido
iénico tisular. Las tasas de crecimiento de la raiz e hipocétilo se pueden medir y correlacionar con el contenido tisular
de agua de plantas que crecen a diferentes concentraciones de sal. Los métodos para ensayar la tolerancia incre-
mentada a la sequia también estan bien establecidos, e incluyen medir las tasas de transpiracién de los tejidos de
las plantas transgénicas, la conductancia estomatica, la tasa de pérdida de agua en un ensayo de hoja suelta o
examinar la turgencia foliar. Las plantas transgénicas con tasas de transpiracion disminuidas, por ejemplo, tienen
una tolerancia incrementada a la sequia.

Ejemplos
Ejemplo 1: Mutagénesis dirigida y clonacién de AtNHX1 truncado

El cADN de longitud completa de AtNHX1 se obtuvo mediante RT-PCR y se cloné en el vector pCR2.1-TOPO
(Invitrogen). La secuencia se confirmé mediante secuenciacion del marco de lectura abierto completo. EI cADN de
longitud completa se subcloné después en el vector de levadura pYPGE15 mediante el uso de sitios de clonacion
BamHI y EcoRI. La mutagénesis dirigida se llevé a cabo siguiendo las instrucciones del equipo de mutagénesis diri-
gida QuickChange (Stratagene). Los cebadores que se usaron para la generacion de SM-23 son los siguientes: SM-
23-F, ggagacaatttgatgactgcttcatgcgacccgtc; SM-23-R, gacgggtcgcatgaagcagtcatcaaattgtctcc. Para la clonacion de
AtNHX1 truncado, el cADN truncado se amplificé mediante PCR y se clon6 en el vector pYPGE15. Los cebadores
para la clonacion de AtNHX1 truncado son los siguientes: EXCH-5, agctaggatccggatctagaagaagataacaatgttgg;
EXCH-DL-1, agctgaattcctagggtacaaagccacgaccic; EXCH-DL-2, agctgaattcctacaagaagccacgtatactg; EXCH-DL-3,
agctgaattcctaagataacatgctcgtggtg. Todas las secuencias se verificaron mediante secuenciacion.

Ejemplo 2: Transformacién de levadura y ensayos de goteo

Las células de levadura se transformaron mediante el uso del método de acetato de litio/PEG. Las células de leva-
dura se inocularon en el medio liquido de goteo y se cultivaron durante la noche a 30 °C. Las células se recogieron
mediante centrifugacion y se resuspendieron en medio APG (Rodriguez-Navarro y Ramos, J. Bacteriol., 159: 940-
945 (1984)) y se ajustd la DO600 a 1,0. Se realizaron diluciones 1/10 en serie y se cargaron 3 ul de las células en
medio APG con diferentes complementos de sal, o en medio YPD (1% de extracto de levadura, 2% de peptona, 2%
de glucosa) con 10 mg/L de higromicina.

Ejemplo 3: Tolerancia incrementada a la sal conferida por A{NHX1 modificado

Tal como se muestra en la FIG. 1, la cepa mutante de levadura (enal nhxl) que carecia de antiportador Na'/H" NHX1
endogeno fue mas sensible a NaCl, asi como a higromicina, que la cepa de control (enal). La expresion de AINHX1
en el mutante de levadura recupero parcialmente el fenotipo mutante, lo que indica que AtNHX1 funciona como anti-
portador Na+/H+ para distribuir el Na* a la vacuola. El AtNHX1 modificado, que incluye SM-23, D1-1, D1-2, y D1-3,
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confirié a la célula mutante de levadura mas tolerancia a la sal e higromicina que la forma completa. Este resultado
indica que el AtNHX1 modificado tiene una actividad antiportadora superior, y podria transportar mas Na* a la va-
cuola.

Ejemplo 4: selectividad iénica alterada de A{NHX1 modificado

Cuando se cultivaron en el medio APG sin NaCl, las células de levadura crecieron igualmente independientemente
de la expresion de AtNHX1 completo o modificado (FIG. 2). Sin embargo, las células de levadura que expresaron
AtNHX1 modificado mostraron una tolerancia superior a NaCl que las que expresaron la forma completa de AtNHX1,
cuando se incremento K en el medio. Este resultado indica que el extremo C-terminal de los genes NHXI controla la
selectividad Na*/K".

Ejemplo 5: tolerancia incrementada a Li* conferida por AtNHX7 modificado

NHX1 de levadura puede transportar tanto Na* como Li*. El mutante de levadura que carece del gen NHX7 es mas
sensible a Li* que la cepa de levadura de control (FIG. 3). Aunque AtNHX1 pudo rescatar el fenotipo sensible a Na*
del mutante de levadura (Fig. 1), AtNHX1 fue incapaz de restaurar el fenotipo sensible a Li* del mutante de levadura,
tal como se muestra en la figura 3, lo que indica que AtNHX1 tiene poca o ninguna actividad para el trasporte de Li".
Sorprendentemente, las células mutantes de levadura que expresaron AtINHX1 modificado exhibieron una tolerancia
a Li" casi al nivel de la cepa de levadura de control. Este resultado proporciona la posibilidad de modificar los trans-
portadores capaces de destoxificar diferentes iones, y de modificar las plantas para que puedan tener tolerancia a
diferentes iones toxicos cuando se sobreexpresan los transportadores modificados.

Ejemplo 6: Tolerancia elevada al estrés osmoético en levaduras que expresan AtNHX1 modificado

El antiportador Na*/H" vacuolar puede capturar Na* en la vacuola y mantener la presién de turgencia de la célula. La
regulacion de la presion de turgencia puede funcionar para conducir el flujo de agua hacia la célula bajo estrés os-
motico. Las células mutantes de levadura que carecieron de NHX7 mostraron un fenotipo sensible después de afa-
dir KCI mayor de 1 M al medio de cultivo (FIG. 4), lo que indica que NHX1 también es importante en la regulacién
osmética. Debido a que no habia Na* en el medio de cultivo, la regulacién osmética mediante NHX1 se llevé a cabo
posiblemente mediante el transporte de K* a la vacuola. La expresién de la forma completa de AtNHX1 no pudo
complementar el fenotipo mutante, pero las formas modificadas de AtNHX1 rescataron el crecimiento de las células
mutantes hasta el nivel que consiguio el de tipo natural (enal), lo que indica que las formas modificadas de AtINHX1
tienen una actividad de transporte de K" mayor que la forma completa.

Es posible usar las formas modificadas de NHX1 para modificar plantas para que sean mas tolerantes a la sequia.
Debido a que las formas modificadas de AtNHX1 podrian transportar mas K* a la vacuola, la concentracién mayor de
K* en la vacuola podria controlar la absorcion de agua hacia la célula, lo que generaria una concentracion mayor
para forzar un flujo de agua mayor a través de la corriente del xilema. Tedéricamente, las plantas transgénicas que
sobreexpresan estas formas modificadas de A{NHX1 podrian captar agua de manera mas eficaz, y podrian tener
mas tolerancia al estrés por sequia.

Ejemplo 7: NHX1 modificado

Mediante el uso de los métodos descritos previamente en los Ejemplos 1 y 2, se generaron polinucleétidos NHX1
modificados que incluian 23 mutaciones puntuales, 3 deleciones del extremo N-terminal, y 3 deleciones del extremo
C-terminal de cADN de AfNHX1 (Véase la Tabla 1, y la FIG. 5). Los cADNs de AtNHX1 modificados en el vector de
levadura se transfirieron a un mutante de levadura que carecia del antiportador Na+/H+ endégeno NHX1 y de la
bomba de Na+ ENA1-4. Las actividades y la selectividad idnica de los transformantes se determinaron ensayando el
crecimiento de la levadura que albergaba las diferentes formas de AtNHX1 en diferentes condiciones de cultivo.

TABLA 1
Nombre Mutacién Crecimiento

Completo NA ++++
SM-1 Y85C/L86R +
SM-2 D137C +++++
SM-3 D142C +
SM-4 D145C ++++
SM-5 D157C ++++
SM-6 D168C/E169V ++++
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Nombre Mutacion Crecimiento
Completo NA ++++
SM-7 E180V ++++
SM-8 D185C +++
SM-9 H202A +++
SM-10 H205A ++++
SM-11 H210A
SM-12 H285A ++++
SM-13 H289A ++++
SM-14 N290D ++++
SM-15 H301A ++++
SM-16 R390C ++++
SM-17 G391E ++++
SM-18 R404C ++++
SM-19 H407A ++++
SM-20 R411C ++++
SM-21 H499A ++++
SM-22 D506C/D507C +++++
SM-23 S508C +++++
DL-1 delecion de 17 aa +HH+t+
DL-2 delecion de 47 aa +H+++
DL-3 delecion de 84 aa +H+++
NDL-1 delecién de 17 aa R Em s
NDL-2 delecion de 69 aa +++
DDL-3 delecion de 98 aa +++
SM-1a SM-22y NDI__—1 a N_I?L-B no son parte de la
invencion.

Ejemplo 8: Caracterizacion del extremo N-terminal y los dominios transmembrana de AtNHX1

El objeto del Ejemplo 8 no es parte de la invencion.

Las funciones del extremo N-terminal libre y los primeros dominios transmembrana de AtNHX1 se caracterizaron
mediante el uso de los métodos descritos en los Ejemplos 1 y 2 anteriores. Se crearon tres formas con delecion N-
terminal de AtNHX1 y se analizaron en ensayos de complementacién de levadura. La delecion del extremo N-termi-
nal libre de AtNHX1 (NDL-1, delecién de los primeros 17 aminoacidos) confirié a la cepa mutante de levadura (Aenal
Anhx1) mayor tolerancia a higromicina y NaCl en comparacion con el AtNHX1 completo. El crecimiento de las célu-
las de levadura que expresaron NDL-1 fue aproximadamente 30 veces mayor que el de las que expresaron AtNHX1
completo, lo que indica que el extremo N-terminal libre de AtNHX1 es un regulador negativo de la funcién antiporta-
dora en las células de levadura. La delecion de los dos primeros dominios transmembrana (NDL-2) y la delecion de
los tres primeros dominios transmembrana (NDL-3) elimind la funcion de AtNHX1 en cierto grado. Estos resultados
proporcionan la posibilidad de modificar una planta para que tenga mas tolerancia a la sal mediante la sobreexpre-
sion de formas modificadas de AtNHX1 con una actividad antiportadora elevada, por ejemplo, NDL-1.
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LISTADO DE SECUENCIAS
SEQ ID N°:1
AtNHX1 de tipo natural

1 atgttggatt ctctagtgtc gaaactgcct tegttatcga catctgatca cgcttetgtg

61 gttgcgttga atctctitgt tgcacttctt tgtgctigta tigttctigg tcatcttitg

121 gaagagaata gatggatgaa cgaatccatc accgcctigt tgattgggcet aggcactggt
181 gttaccattt tgttgattag taaaggaaaa agctcgcatc ttctegtctt tagtgaagat

241 cttttcttca tatatctttt gccacccatt atattcaatg cagggtttca agtaaaaaag

301 aagcagtttt tccgcaattt cgtgactatt atgctttttg gtgetgttgg gactattatt

361 tcttgcacaa tcatatctct aggtgtaaca cagttcttta agaagttgga cattggaacc

421 tttgacttgg gtgattatct tgctattggt gccatatttg ctgcaacaga ticagtatgt

481 acactgcagg ttctgaatca agacgagaca cctttgcetit acagtcttgt attcggagag
541 ggtgttgtga atgatgcaac gtcagttgtg gtcttcaacg cgattcagag ctttgatctc

601 actcacctaa accacgaagc tgcttttcat cttcttggaa acttcttgta tttgtttctc

661 ctaagtacct tgcttggtgce tgcaaccggt ctgataagtg cgtatgttat caagaagcta
721 tactttggaa ggcactcaac tgaccgagag gttgccctta tgatgcttat ggcgtatctt

781 tcttatatgc ttgctgagct tttcgacttg ageggtatcc tcactgtgtt tttctgtggt

841 attgtgatgt cccattacac atggcacaat gtaacggaga gctcaagaat aacaacaaag
901 catacctttg caactttgtc atttcttgcg gagacattta tittcttgta tgttggaatg

961 gatgccttgg acattgacaa gtggagatcc gtgagtgaca caccgggaac atcgatcgca
1021 gtgagctcaa tcctaatggg tctggtcatg gttggaagag cagcgttcgt ctttccgtta

1081 tcgtttctat ctaacttagec caagaagaat caaagcgaga aaatcaactt taacatgcag
1141 gttgtgattt ggtggtctgg tctcatgaga ggtgctgtat ctatggctct tgcatacaac

1201 aagtttacaa gggccgggcea cacagatgta cgcgggaatg caatcatgat cacgagtacg
1261 ataactgtct gtctttttag cacagtggtg tttggtatgc tgaccaaacc actcataagce

1321 tacctattac cgcaccagaa cgccaccacg agcatgttat ctgatgacaa caccccaaaa
1381 tccatacata tccctttgtt ggaccaagac tegttcattg agecttcagg gaaccacaat
1441 gtgcctegge ctgacagtat acgtggcttc ttgacacggc ccactcgaac cgtgcattac
1501 tactggagac aatttgatga ctccttcatg cgaccegtet ttggaggtcg tggctttgta

1561 ccctttgttc caggtictcc aactgagaga aaccctectg atcttagtaa ggct

5 SEQ ID N°:2

AtNHX1 de tipo natural, secuencia proteica

MLDSLVSKLPSLSTSDHASWALNLFVALLCACIVLGHLLEENR
WMNESITALLIGLGTGVTILLISKGKSSHLLVFSEDLFFIYLLPPIIFNAGFQVKKKQ
FFRNFVTIMLFGAVGTIISCTIISLGVTQFFKKLDIGTFDLGDYLAIGAIFAATDSVC
TLQVLNQDETPLLYSLVFGEGVVNDATSVWFNAIQSFDLTHLNHEAAFHLLGNFLY
LFLLSTLLGAATGLISAYVIKKLYFGRHSTDREVALMMLMAYLSYMLAELFDLSGIL
TVFFCGIVMSHYTWHNVTESSRITTKHTFATLSFLAETFIFLYVGMDALDIDKWRSVS
DTPGTSIAVSSILMGLVMVGRAAFVFPLSFLSNLAKKNQSEKINFNMQWIWWSGLM
RGAVSMALAYNKFTRAGHTDVRGNAIMITSTITVCLFSTVVFGMLTKPLISYLLPHQ
NATTSMLSDDNTPKSIHIPLLDQDSFIEPSGNHNVPRPDSIRGFLTRPTRTVHYYWRQF
DDS FMRPVFGGRGFVPFVPGSPTERNPPDLSKA

SEQ ID N°:3

SM-23, S508C, cambio de acido nucleico simple, secuencia de cADN

13



ES 2400 807 T3

atgttggattctctagtgtcgaaactgccttcgttatcgacatctgatcacgctictgtggttgegttgaatctctttgt
tgcacttctitgtgcttgtattgttcttggtcatcttttggaagagaatagatggatgaacgaatccatcaccgcecttgt
tgattgggctaggcactggtgttaccattttgttgattagtaaaggaaaaagctcgcatctictcgtctitagtgaagat
cttticttcatatatctttigccacccattatattcaatgcagggtttcaagtaaaaaagaagcagtttttccgcaattt
cgtgactattatgctttttggtgctgttgggactattatttcttgcacaatcatatctctaggtgtaacacagttcttta
agaagttggacattggaacctttgacttgggtgattatcttgctattggtgccatatttgctgcaacagattcagtatgt
acactgcaggttctgaatcaagacgagacacctttgctttacagtcttgtattcggagagggtgttgtgaatgatgcaac
gtcagttgtggtcttcaacgcgattcagagctttgatctcactcacctaaaccacgaagctgcttttcatcttcttggaa
acttcttgtatttgtttctcctaagtaccttgettggtgctgcaaccggtctgataagtgegtatgttatcaagaagceta
tactttggaaggcactcaactgaccgagaggttgcccttatgatgcttatggcgtatctttcttatatgettgctgagcet
tttcgacttgagcggtatcctcactgtgtttttctgtggtattgtgatgtcccattacacatggcacaatgtaacggaga
gctcaagaataacaacaaagcatacctttgcaactttgtcatttcttgcggagacatttattttctigtatgttggaatg

gatgccttggacattgacaagtggagatccgtgagtgacacaccgggaacatcgatcgcagtgagctcaatcctaatggg

tctggtcatggttggaagagcagcegttcgtetttcegttategttictatctaacttagccaagaagaatcaaagecgaga
aaatcaactttaacatgcaggttgtgatttggtggtctggtctcatgagaggtgctgtatctatggctcttgcatacaac
aagtttacaagggccgggcacacagatgtacgcgggaatgcaatcatgatcacgagtacgataactgtctgtctttttag
cacagtggtatttggtatgctgaccaaaccactcataagctacctattaccgcaccagaacgccaccacgagcatgttat
ctgatgacaacaccccaaaatccatacatatccctttgttggaccaagactcgttcattgagectticagggaaccacaat
gtgcctcggcectgacagtatacgtggcttcttgacacggceccactcgaaccgtgcattactactggagacaattigatga
ct(Ecttcatgcgacccgtctttggaggtcgtggctttgtaccctttgttccaggttctccaactgagagaaaccctcctg

atcttagtaaggct

SEQ ID N°:4
SM-23, S508C, SUSTITUCION DE AMINOACIDO SIMPLE, SECUENCIA PROTEICA

14



ES 2400 807 T3

MLDSLVSKLPSLSTSDHASWALNLFVALLCACIVLGHLLEENRWMNESITALLIGLGTGVT
ILLISKGKSSHLLVFSEDLFFIYLLPPIIFNAGFQVKKKQFFRNFVTIMLFGAVGTIISCTIISLG
VTQFFKKLDIGTFDLGDYLAIGAIFAATDSVCTLQVLNQDETPLLYSLVFGEGWNDATSV
WFNAIQSFDLTHLNHEAAFHLLGNFLYLFLLSTLLGAATGLISAYVIKKLYFGRHSTDREVA
LMMLMAYLSYMLAELFDLSGILTVFFCGIVMSHYTWHNVTESSRITTKHTFATLSFLAETFI
FLYVGMDALDIDKWRSVSDTPGTSIAVSSILMGLVMVGRAAFVFPLSFLSNLAKKNQSEK
INFNMQWIWWSGLMRGAVSMALAYNKFTRAGHTDVRGNAIMITSTITVCLFSTWFGMLT
KPLISYLLPHQNATTSMLSDDNTPKSIHIPLLDQDSFIEPSGNHNVPRPDSIRGFLTRPTRT
VHYYWRQF?DCFM RPVFGGRGFVPFVPGSPTERNPPDLSKA

SEQ ID N°:5

DL-1, delecidon de 17 aminoacidos del extremo C-terminal, secuencia de cADN

ATGTTGGATTCTCTAGTGTCGAAACTGCCTTCGTTATCGACATCTGATCACGCTTC
TGTGGTTGCGTTGAATCTCTTTGTTGCACTTCTITGTGCTTGTATTGTTCTTGGTCA
TCTTTTGGAAGAGAATAGATGGATGAACGAATCCATCACCGCCTTGTTGATTGGG
CTAGGCACTGGTGTTACCATTTTGTTGATTAGTAAAGGAAAAAGCTCGCATCTTC
TCGTCTTTAGTGAAGATCTTTTCTTCATATATCTTTTGCCACCCATTATATTCAATG
CAGGGTTTCAAGTAAAAAAGAAGCAGTTTTTCCGCAATTTCGTGACTATTATGCT
TTTTGGTGCTGTTGGGACTATTATTTCTTGCACAATCATATCTCTAGGTGTAACAC
AGTTCTTTAAGAAGTTGGACATTGGAACCTTTGACTTGGGTGATTATCTTGCTATT
GGTGCCATATTTGCTGCAACAGATTCAGTATGTACACTGCAGGTTCTGAATCAAG
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ACGAGACACCTTTGCTTTACAGTCTTGTATTCGGAGAGGGTGTTGTGAATGATGC
AACGTCAGTTGTGGTCTTCAACGCGATTCAGAGCTTTGATCTCACTCACCTAAAC
CACGAAGCTGCTTTTCATCTTCTTGGAAACTTCTTGTATTTGTTTCTCCTAAGTAC
CTTGCTTGGTGCTGCAACCGGTCTGATAAGTGCGTATGTTATCAAGAAGCTA
TACTTTGGAAGGCACTCAACTGACCGAGAGGTTGCCCTTATGATGCTTATGGCGT
ATCTTTCTTATATGCTTGCTGAGCTTTTCGACTTGAGCGGTATCCTCACTGTGTTTT
TCTGTGGTATTGTGATGTCCCATTACACATGGCACAATGTAACGGAGAGCTCAAG
AATAACAACAAAGCATACCTTTGCAACTTTGTCATTTCTTGCGGAGACATTTATTT
TCTTGTATGTTGGAATGGATGCCTTGGACATTGACAAGTGGAGATCCGTGAGTGA
CACACCGGGAACATCGATCGCAGTGAGCTCAATCCTAATGGGTCTGGTCATGGTT
GGAAGAGCAGCGTTCGTCTTTCCGTTATCGTTTCTATCTAACTTAGCCAAGAAGA
ATCAAAGCGAGAAAATCAACTTTAACATGCAGGTTGTGATTTGGTGGTCTGGTCT
CATGAGAGGTGCTGTATCTATGGCTCTTGC ATACAAC AAGTTTACAAGGGCCGGG
CACACAGATGTACGCGGGAATGCAATCATGATCACGAGTACGATAACTGTCTGT
CTTTTTAGCACAGTGGTGTTTGGTATGCTGACCAAACCACTCATAAGCTACCTATT
ACCGCACCAGAACGCCACCACGAGCATGTTATCTGATGACAACACCCCAAAATC
CATACATATCCCTTTGTTGGACCAAGACTCGTTCATTGAGCCTTCAGGGAACCAC
AATGTGCCTCGGCCTGACAGTATACGTGGCTTCTTGACACGGCCCACTCGAACCG
TGCATTACTACTGGAGACAATTTGATGACTCCTTCATGCGACCCGTCTTTGGAGG
TCGTGGCTTTGTACCC

SEQ ID N°:6

DL-1, DELECION DE 17 AMINOACIDOS DEL EXTREMO C-TERMINAL, SECUENCIA PROTEICA

MLDSLVSKLPSLSTSDHASVVALNLFVALLCACIVLGHLLEENRWMNESITALLIGLG
TGVTILLISKGKSSHLL SEDLFFIYLLPPIIFNAGFQVKKKQFFRNFVTIMLFGAVGTI
ISCTASLGVTQFFKKLDIGTFDLGDYLAIGATFAATDSVCTLQVLNQDETPLLYSLVFG
EGWNDATSWVFNAIQSFDLTHLNHEAAFHLLGNFLYLFLLSTLLGAATGLISAYVI
KKLYFGRHSTDREVALMMLMAYLSYMLAELFDLSGILTVFFCGIVMSHYTWHNVTE
SSRITTKHTFATLSFLAETFIFLYVGMDALDIDKWRSVSDTPGTSIAVSSILMGLVMVG
RAAFVFPLSFLSNLAKK-NQSEKINFNMQVVIWWSGLMRGAVSMALAYNKFTRAGH
TDVRGNAIMITSTITVCLFSTVVFGMLTKPLISYLLPHQNATTSMLSDDNTPKSIHIPLL
DQDSFIEPSGNFINVPRPDSIRGFLTRPTRTVHYYWRQFDDSFMRPVFGGRGF VP

SEQ ID N°:7
DL-2, DELECION DE 47 AMINOACIDOS DEL EXTREMO C-TERMINAL, SECUENCIA DE CADN

16



ES 2400 807 T3

atgttggattctctagtgtcgaaactgccttcgttatcgacatctgatcacgctictgtggttgegttgaatctctttgt
tgcacttctttgtgcttgtattgttcttggtcatcttttggaagagaatagatggatgaacgaatccatcaccgcecttgt
tgattgggctaggcactggtgttaccattttgttgattagtaaaggaaaaagctcgcatctictcgtctttagtgaagat
cttttcttcatatatcttttgccaccceattatattcaatgcagggtttcaagtaaaaaagaagcagtttttccgcaattt
cgtgactattatgctttttggtgctgttgggactattatttcttgcacaatcatatctctaggtgtaacacagttctita
agaagttggacattggaacctttgacttgggtgattatcttgctattggtgccatatttgctgcaacagattcagtatgt
acactgcaggttctgaatcaagacgagacacctttgctttacagtctigtaticggagagggtgtigtgaatgatgcaac
gtcagttgtggtcttcaacgcgattcagagctitgatctcactcacctaaaccacgaagctgcttitcatcttcttggaa
acticttgtatttgttictcctaagtaccttgettggtgetgcaaccggtctgataagtgegtatgttatcaagaagceta
tactttggaaggcactcaactgaccgagaggttgcccttatgatgcttatggcgtatctttcttatatgettgectgaget
tttcgacttgagcggtatcctcactgtgttttictgtggtattgtgatgtcccattacacatggcacaatgtaacggaga
gctcaagaataacaacaaagcataccttitgcaactttgtcatttcttgcggagacatttatittcttgtatgttggaatg
gatgccttggacattgacaagtggagatccgtgagtgacacaccgggaacatcgatcgcagtgagctcaatcctaatggg
tctggtcatggttggaagagcagcgttcgtctttccgttatcgtttctatctaacttagccaagaagaatcaaagcgagé
aaatcaactttaacatgcaggttgtgatttggtggtctggtctcatgagaggtgctgtatctatggctcttgcatacaac
aagtttacaagggccgggcacacagatgtacgcgggaatgcaatcatgatcacgagtacgataactgtctgtctttttag
cacagtggtgtttggtatgctgaccaaaccactcataagctacctattaccgcaccagaacgccaccacgagcatgttat
ctgatgacaacaccccaaaatccatacatatccectttgttggaccaagactcgticattgagecttcagggaaccacaat

gtgcctcggectgacagtatacgtggcettettg

SEQ ID N°:8
DL-2, DELECION DE 47 AMINOACIDOS DEL EXTREMO C-TERMINAL, SECUENCIA PROTEICA

MLDSLVSKLPSLSTSDHASVVALNLFVALLCACRVLGHLLEENRWMNESITALLI
GLGTGVTILLISKGKSSHLLVFSEDLFFIYLLPPIIFNAGFQVKKKQFFRNFVTIMLFG
AVGTIISCTIISLGVTQFFKKLDIGTFDLGDYLAIGATFAATDSVCTLQVLNQDETPL
LYSLVFGEGVVNDATSVWFNAIQSFDLTHLNHEAAFHLLGNFLYLFLLSTLLGAA

TGLISAYVIKKLYFGRHSTDREVALMMLMAYLSYMLAELFDLSGILTFFCGIVMS
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HYTWHNVTESSRITTKHTFATLSFLAETFTFLYVGMDALDIDKWRSVSDTPGTSIA
VSSILMGLVMVGRAAFPLSFLSNLAKKNQSEKI'NFNMQVVIWWSGLMRGAVSM
ALAYNKFTRAGHTDVRGNAI'MITSTITVCLFSTVVFGMLTKPLISYLLPHQNATTS

MLSDDNTPKSIHI'PLLDQDSFIEPSGNHNVPRPDSI'RGFL

SEQ ID N°:9
DL-3, DELECION DE 84 AMINOACIDOS DEL EXTREMO C-TERMINAL, SECUENCIA DE CADN

atgttggattctctagtgtcgaaactgecttcgttatcgacatctgatcacgcettetgtggttgegttgaatctetttgt
tgcacttctttgtgcttgtattgttcttggtcatcttttggaagagaatagatggatgaacgaatccatcaccgecttgt
tgattgggctaggcactggtgttaccattttgttgattagtaaaggaaaaagctcgcatcttctcgtctttagtgaagat
cttttcttcatatatcttttgccacccattatatt
cgtgactattatgctttttggtgctgttgggactattatttcttgcacaatcatatctctaggtgtaacacagttcttta
agaagttggacattggaacctltgacttgggtgattatcttgctattggtgccatatttgctgcaacagattcagtatgt
acactgcaggttctgaatcaagacgagacacctttgcetttacagtcttgtattcggagagggtgttgtgaatgatgcaac
gtcagttgtggtcttcaacgegattcagagctttgatctcactcacctaaaccacgaagctgcettttcatcttcttggaa
acttcttgtatttgtttctcctaagtaccttgettggtgctgcaaccggtctgataagtgegtatgttatcaagaagceta
tactttggaaggcactcaactgaccgagaggttgeccttatgatgcttatggcgtatctttcttatatgettgetgaget
tttcgacttgageggtatcctcactgtgtttttctgtggtattgtgatgtceccattacacatggeacaatgtaacggaga
gctcaagaataacaacaaagcatacctttgcaactttgtcatttcttgcggagacatttattttctigtatgitggaatg
gatgccttggacattgacaagtggagatccgtgagtgacacaccgggaacatcgatcgeagtgagctcaatcctaatggg
tctggtcatggttggaagagcagegttegtctttcegttatcgtttctatctaacttagccaagaagaatcaaagegaga
aaatcaactttaacatgcaggttgtgatttggtoptctggtctcatgagaggtgctgtatctatggetcttgecatacaac
aagtttacaagggccgggcacacagatgtacgcgggaatgcaatcatgatcacgagtacgataactgtctgtctttttag
cacagtggtgtttggtatgctgaccaaaccactcataagctacctattaccgcaccagaacgccaccacgagceatgttat ct

SEQ ID N°:10
DL-3, DELECION DE 84 AMINOACIDOS DEL EXTREMO C-TERMINAL, SECUENCIA PROTEICA
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MLDSLVSKLPSLSTSDHASVVALNLFVALLCACI'VLGHLLEENRWMNESITALLIL
GTGVTILLISKGKSSHLLVFSEDLFFIYLLPPIIFNAGFQVKKKQFFRNFVTIMLFGA
VGTHSCTIISLGVTQFFKKLDIGTFDLGDYLAIGATFAATDSVCTLQVLNQDETPLL
YSLVFGEGWNDATSVVVFNAIQSFDLTHLNHEAAFHLLGNFLYLFLLSTLLGAAT
GLISAYVIKKLYFGRHSTDREVALMMLMAYLSYMLAELFDLSGILTVFFCGIVMSF
IYTWHNVTESSRITTKHTFATLSFLAETFTFLY VGMDALDI'DKWRSVSDTPGTSIA
VSSILMGLVMVGPVAAFVFPLSFLSNLAKKNQSEKINFNMQVVIWWSGLMRGAV
SMALAYNKFTRAGHDVRGNAI'MITSTITVCLFSTVVFGMLTKPLISYLLPHQNATT

SMLS

SEQ ID N°S: 11-16 no forman parte de la invencion
SEQ ID N°:11
Secuencia de cADN de NDL-1

atggcttetgtggttgegttgaatctettigttgeacttetttgtgcttgtattgttcttggtcatcttttggaagagaa
tagatggatgaacgaatccatcaccgecttgttgattgggoctaggcactggtgttaccattttgttgattagtaaaggaa
aaagctcgcatcttctcgtctttagtgaagatcttttcttcatatatcttttgccacccattatattcaatgcagggtit
caagtaaaaaagaagcagtn tccgcaatttcgtgactattatgcttittggtectgttgggactattatttcttgcac
aatcatatctctaggtgtaacacagttctttaagaagttggacattggaacctttgacttgggtgattatcttgctattg
gtgccatatttgetgcaacagattcagtatgtacactgcaggttctgaatcaagacgagacacctttgetttacagtctt
gtattcggagagggtgttgtgaatgatgcaacgtcagttgtggtcticaacgegattcagagctttgatctcactcacct
aaaccacgaagctgcttttcatcttcttggaaacttcttgtatttgtitctcctaagtaccttgcettggtgcetgeaaccg
gtctgataagtgegtatgttatcaagaagctatactttggaaggcactcaactgaccgagaggttgeccttatgatgett
atggcgtatctttcttatatgcttgetgagcttttcgacttgageggtatcctcactgtgtttttctgtggtattgtgat
gtcccattacacatggcacaatgtaacggagagctcaagaataacaacaaagcatacctttgcaactttgtcatttcttg
cggagacatttattttcttgtatgttggaatggatgccttggacattgacaagtggagatccgtgagtgacacaccggga
acatcgatcgcagtgagctcaatcctaatgggtctggtcatggttggaagageagegttcgtetttcegttatcgtttct
atctaacttagccaagaagaatcaaagcgagaaaatcaactttaacatgcaggttgtgatttggtgotctggtctcatga
gaggtgctgtatctatggctcttgcatacaacaagtttacaagggecgggeacacagatgtacgegggaatgcaatcatg
atcacgagtacgataactgtctgtcttittagcacagtggtgtttggtatgctgaccaaaccactcataagctacctatt
accgceaccagaacgcecaccacgagcatgttatctgatgacaacaccccaaaatccatacatatcectttgttggaccaag
actcgttcattgagccttcagggaaccacaatgtgectcggectgacagtatacgtggcettcttgacacggeccactcga

accgtgcattactactggagacaatttgatgactccttcatgegacccgtctttggaggtcgtggctttgtaccctttgt
tccaggttctccaactgagagaaaccctcctgatettagtaagget

SEQ ID N°: 12

Secuencia proteica de NDL-1
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MASVVALNLFVALLCACI'VLGHLLEENRWMNESITALLIGLGTGVTILLISKGKSS
HLLSEDLFFIYLLPPIIFNAGFQVKKKQFFRNFVTIMLFGAVGTIISCTIISLGVTQFF
KKLDIGTFDLGDYLAIGAIFAATDSVCTLQVLNQDETPLLYSLVFGEGVVNDATSV
WFNAIQSFDLTHLNHEAAFHLLGNELYLFLLSTLLGAATGLISAYVIKKLYFGRHS
TDREVALMMLMAYLSYMLAELFDLSGILTVFFCGIVMSHYTWHNVTESSRITTKH
TFATLSFLAETFTFLYVGMDALDIDKWRSVSDTPGTSIAVSSILMGLVMVGRAAFV
FPLSFLSNLAKKNQSEKINFNMQVVIWWSGLMRGAVSMALAYNKFTRAGHTDVR
GNAIMITSTITVCLFSTVVTGMLTKPLISYLLPHQNATTSMLSDDNTPKSFFLLPLL
DQDSFIEPSGNHNWRPDSIRGFLTRPTRTVHYYWRQFDDSFMRPVFGGRGFVPFV
PGSPTERNPPDLSKA

SEQ ID N°: 13
Secuencia de cADN de NDL-2

atgaaaagctcgceatcttctcgtctttagtgaagatcttttcttcatatatcttttgccacccattatattcaatgcagg
gtttcaagtaaaaaagaagcagtttttccgcaatttcgtgactattatgetttttggtgctgttgggactattatttctt
gcacaatcatatctctaggtgtaacacagttctttaagaagttggacattggaacctttgacttgggtgattatcttget
attggtgccatatttgetgcaacagattcagtatgtacactgecaggttctgaatcaagacgagacacctttgctttacag
tcttgtattcggagagggtgttgtgaatgatgcaacgtcagttgtggtcttcaacgegattcagagetttgatctcacte
acctaaaccacgaagctgcttttcatcttcttggaaacttcttgtatttgtttctcctaagtaccttgettggtgctgea
accggtctgataagtgegtatgttatcaagaagctatactttggaaggcactcaactgaccgagaggttgececttatgat
gcettatggcgtatctttcttatatgettgetgagcettttcgacttgageggtatcctcactgtgtttitctgtggtattg
tgatgtcccattacacatggcacaatgtaacggagagctcaagaataacaacaaagcatacctttgcaactttgtcattt
cttgcggagacatttattttcttgtatgttggaatggatgecttggacattgacaagtggagatcegtgagtgacacace
gggaacatcgatcgcagtgagcetcaatcctaatgggtctggtcatggttggaagageagegttecgtctttcegttatcgt
ttctatctaacttagccaagaagaatcaaagcgagaaaatcaactttaacatgcaggttgtgatttggtgotctggtctc
atgagaggtgctgtatctatggcetcttgcatacaacaagtttacaagggccgggcacacagatgtacgcgggaatgcaat
catgatcacgagtacgataactgtctgtctttttagcacagtggtgtttggtatgctgaccaaaccactcataagetace
tattaccgcaccagaacgccaccacgagcatgttatctgatgacaacaccccaaaatccatacatatccctttgttggac
caagactcgttcattgagccttcagggaaccacaatgtgectcggectgacagtatacgtggettettgacacggeccac
tcgaaccgtgcattactactggagacaatttgatgactccttcatgcgaccegtetttggaggtcegtggctttgtaccct
ttgttccaggttctccaactgagagaaaccctcctgatcttagtaaggcet

SEQ ID N°: 14

Secuencia proteica de NDL-2

MKSSHLLSEDLFFIYLLPPIIFNAGFQVKKKQFFRNFVITMLFGAVGTIISCTIISLGV
TQFFKKLDIGTFDLGDYLAIGAIFAATDSVCTLQVLNQDETPLLYSLVFGEGWNDA
TSVVVFNAIQSFDLTHLNHEAAFHLLGNFLYLFLLSTLLGAATGLISAYVIKKLYFG
RHSTDREVALMMLMAYLSYMLAELFDLSGILTVFFCGIVMSHYTWHNVTESSRIT
TKHTFATLSFLAETFIFLYVGMDALDIDKWRSVSDTPGTSIAVSSILMGLVMVGRA
AFVFPLSFLSNLAKKNQSEKIJOTNMQVVIWWSGLMRGAVSMALAYNKFTRAGH

TDVRGNAIMITSTITVCLESTVVEGMLTKPLISYLLPHQNATTSMLSDDNTPKSI'HI'
PLLDQDSFIEPSGNHNVPRPDSI'RGFLTRPTRTVHYYWRQFDDSFMRPVFGGRGF
VPFVPGSPTERNPPDLSKA

SEQ ID N°: 15
Secuencia de cADN de NDL-3
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atgaaaaagaagcagtttttccgcaatttcgtgactattatgetttttggtgctgttgggactattatttcttgecacaat
catatctctaggtgtaacacagttctttaagaagttggacattggaacctttgacttgggtgattatcttgctattggtg
ccatatttgctgcaacagattcagtatgtacactgcaggttctgaatcaagacgagacacctttgctttacagtcttgta
ttcggagagggtgttgtgaatgatgcaacgtcagttgtggtcttcaacgegattcagagctttgatctcactcacctaaa
ccacgaagctgcttttcatcttcttggaaacttcttgtatttgtttctcctaagtaccttgettggtgctgcaaccggte
tgataagtgcgtatgttatcaagaagctatactttggaaggcactcaactgaccgagaggttgeccttatgatgcettatg
gegtatctttcttatatgcttgetgagettttcgacttgageggtatcctcactgtgtttttctgtggtattgtgatgte
ccattacacatggcacaatgtaacggagagctcaagaataacaacaaagcatacctttgcaactttgtcatttcttgegg
agacatttattttcttgtatgttggaatggatgccttggacattgacaagtggagatccgtgagtgacacaccgggaaca
tcgatcgcagtgagetcaatcctaatgggtctggtcatggttggaagagceagegttegtetttcegttatcgtttctate
taacttagccaagaagaatcaaagcgagaaaatcaactttaacatgcaggttgtgatttggtgotctggtctcatgagag
gtgctgtatctatggctcttgcatacaacaagtttacaagggecgggeacacagatgtacgegggaatgcaatcatgatc
acgagtacgataactgtctgtctttttagcacagtggtgtttggtatgetgaccaaaccactcataagctacctattace
gcaccagaacgccaccacgagcatgttatctgatgacaacaccccaaaatccatacatatccctttgttggaccaagact
cgttcattgagccttcagggaaccacaatgtgectcggectgacagtatacgtggettettgacacggeccactcgaace
gtgcattactactggagacaatttgatgactccttcatgegaccegtetttggaggtcgtggetttgtacectttgttee
aggttctccaactgagagaaaccctcctgatcttagtaaggcet

SEQ ID N°: 16

Secuencia proteica de NDL-3

MKKKQFFRNFVTIMLFGAVGTISCTIISLGVTQFFKKLDIGTFDLGDYLAIGAT'FA

ATDSVCTLQVLNQDETPLLYSLVFGEGVVNDATSWVFENAIQSFDLTHLNHEAAFH
LLGNFLYLFLLSTLLGAATGLISAYVIKKLYFGRHSTDREVALMMLMAYLSYMLA
ELFDLSGILTVFFCGIVMSHYTWHNVTESSRITTKHTFATLSFLAETFTFLYVGMDA
LDI'DKWRSVSDTPGTSLAVSSILMGLVMVGPVAAFPLSFLSNLAKKNQSEKTNFN
MQVVIWWSGLMRGAVSMALAYNKFTRAGHTDVRGNAI'MITSTITVCLFSTVVEG

MLTKPLISYLLPHQNATTSMLSDDNTPKSFFLLPLLDQDSFIEPSGNHNWRPDS
GFLTRPTRTVHYYWRQFDDSFMRPVFGGRGFVPFVPGSPTERNPPDLSKA
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REIVINDICACIONES
1. Un método para aumentar la tolerancia a la sal en una planta, y el método comprende,

a. introducir en la planta un polinucleétido que codifica un polipéptido transportador Na+/H+ truncado en el
extremo C-terminal, que cuando se expresa confiere una tolerancia incrementada a la sal en la planta; y en el
que el polipéptido transportador truncado consiste en una secuencia de aminoacidos que es:

i al menos un 80% idéntica a SEQ ID N°:2 a lo largo de toda la longitud del polipéptido transportador
truncado; y

ii.  menor de una longitud de 475 aminoacidos; y

b. seleccionar una planta que exhibe una tolerancia incrementada a la sal en comparacién con una planta en
la que se ha introducido un polipéptido que codifica un péptido de SEQ ID N°:2.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que el polipéptido transportador esta truncado en el extremo C-terminal
mediante la delecidon de 84 aminoacidos del extremo C-terminal.

3. El método de la reivindicacion 1, en el que el polinucleétido es SEQ ID N°: 9 y/o codifica un polipéptido que
tiene una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID N°: 10.

4. Un método para aumentar la tolerancia a la sal de una planta, y el método comprende,

a. introducir en la planta un polinucleétido que codifica un polipéptido transportador Na+/H+, que cuando se
expresa confiere una tolerancia incrementada a la sal en la planta; y en el que el polipéptido transportador
comprende:

i una secuencia de aminoacidos al menos un 80% idéntica a SEQ ID N°:2 a lo largo de toda la longitud
del polipéptido transportador; y

i. en el que el residuo correspondiente a la serina de la posicion 508 en SEQ ID N°:2 se sustituye por un
aminoécido que confiere la tolerancia incrementada a la sal del polipéptido transportador Na+/H+; y

b. seleccionar una planta con una tolerancia aumentada a la sal en comparacién con una planta en la que se
ha introducido un polipéptido que codifica un péptido de SEQ ID N°:2.

5. El método segun la reivindicacién 4, en el que el aminoacido que sustituye la serina de la posiciéon 508 es un
aminoacido polar neutro.

6. El método segun la reivindicaciéon 4, en el que el aminoacido que sustituye la serina de la posicion 508 se
selecciona del grupo que consiste en treonina, metionina, cisteina, asparagina y glutamina.

7. El método segun la reivindicacion 6, en el que el aminoacido que sustituye la serina de la posiciéon 508 es cis-
teina.

8. Un vector de ADN recombinante adecuado para transformar células vegetales que comprende un promotor y
una secuencia polinucleotidica que codifica un polipéptido transportador Na+/H+ truncado en el extremo C-terminal
que cuando se expresa confiere una tolerancia incrementada a la sal en una planta en comparacién con una planta
en la que se ha introducido un polipéptido que codifica un péptido de SEQ ID N°:2; en el que el polipéptido transpor-
tador truncado consiste en una secuencia de aminoacidos que es:

i. al menos un 90% idéntica a SEQ ID N°:2 a lo largo de toda la longitud del polipéptido transportador trun-
cado; y

ii. menor de una longitud de 475 aminoacidos.

9.  El vector de la reivindicacion 8, en el que la secuencia nucleotidica es SEQ ID N°:9 y/o codifica un polipéptido
que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID N°: 10.

10. Un polinucledétido que comprende una secuencia nucleotidica que codifica un polipéptido transportador Na+/H+
que cuando se expresa confiere una tolerancia incrementada a la sal en una planta en comparacién con una planta
en la que se ha introducido un polipéptido que codifica un péptido de SEQ ID N°:2, en el que el polipéptido transpor-
tador comprende una secuencia de aminoacidos al menos un 80% idéntica a SEQ ID N°:2 a lo largo de toda la lon-
gitud del polipéptido transportador, en el que el residuo correspondiente a la serina de la posicién 508 en SEQ ID
N°:2 se sustituye por un aminoacido que confiere la tolerancia incrementada a la sal.

11. El polinucleétido segun la reivindicacion 10, en el que el aminoacido que sustituye la serina de la posiciéon 508
es un aminodacido polar neutro.
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12. El polinucleétido segun la reivindicacién 10, en el que el aminoacido que sustituye la serina de la posicion 508
se selecciona del grupo que consiste en treonina, metionina, cisteina, asparagina y glutamina.

13. El polinucleétido segun la reivindicaciéon 10, en el que el aminoacido que sustituye la serina de la posicion 508
es cisteina.

14. El polinucledtido segun la reivindicacion 10, en el que la secuencia nucleotidica es SEQ ID N°:3.

15. El polipéptido segun la reivindicacion 10, que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos
como se muestra en SEQ ID N°:4.

16. Una planta que comprende un polinucledtido seleccionado de (a) y (b):

(a) un polinucledtido que codifica un polipéptido transportador Na+/H+ truncado en el extremo C-terminal, que
cuando se expresa confiere una tolerancia incrementada a la sal en la planta en comparacion con una planta
en la que se ha introducido un polipéptido que codifica un péptido de SEQ ID N°:2; y en el que el polipéptido
transportador truncado consiste en una secuencia de aminoacidos que es al menos un 80% idéntica a SEQ ID
N°:2 a lo largo de toda la longitud del polipéptido transportador truncado, y en el que el polipéptido es menor de
una longitud de 475 aminoacidos; y

(b) un polinucledtido que codifica un polipéptido transportador Na+/H+ que consiste en una secuencia de
aminoacidos seleccionada de SEQ ID N°:6; SEQ ID N°: 8; y SEQ ID N°: 10.

17. La planta segun la reivindicacion 16, en la que el polinucleétido es SEQ ID N°: 9 y/o codifica un polipéptido que
tiene la secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID N°: 10.

18. Una planta que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido transportador Na+/H+, que cuando se
expresa confiere una tolerancia incrementada a la sal en la planta en comparacién con una planta en la que se ha
introducido un polipéptido que codifica un péptido de SEQ ID N°:2; y en la que el polipéptido transportador com-
prende una secuencia de aminoacidos al menos un 80% idéntica a SEQ ID N°:2 a lo largo de toda la longitud del
polipéptido transportador; y

en la que el residuo correspondiente a la serina de la posicion 508 en SEQ ID N°:2 se sustituye por un aminoacido
que confiere la tolerancia incrementada a la sal.

19. La planta segun la reivindicacion 18, en la que el aminoacido que sustituye la serina de la posicion 508 es un
aminoacido polar neutro.

20. La planta segun la reivindicacion 18, en la que el aminoacido que sustituye la serina de la posicion 508 se
selecciona del grupo que consiste en treonina, metionina, cisteina, asparagina y glutamina.

21. La planta segun la reivindicacion 18, en la que el aminoacido que sustituye la serina de la posicion 508 es cis-
teina.

22. La planta segun la reivindicacion 18, en la que la secuencia nucleotidica es SEQ ID N°:3 y/o el polipéptido tiene
una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID N°:4.

23. El uso de un polinucledtido para aumentar la tolerancia a la sal en una planta, y el polinucleétido se selecciona
de:

(a) un polinucleétido que codifica un polipéptido transportador Na+/H+ truncado en el extremo C-terminal, que
cuando se expresa confiere una tolerancia incrementada a la sal en la planta; y en el que el polipéptido trans-
portador truncado consiste en una secuencia de aminoacidos que es:

i. al menos un 80% idéntica a SEQ ID N°:2 a lo largo de toda la longitud del polipéptido transportador
truncado; y

ii. el polipéptido transportador es menor de una longitud de 475 aminoacidos; y

en el que el polinucleédtido se introduce en una planta, y se selecciona una planta que exhibe una tolerancia in-
crementada a la sal en comparacién con una planta en la que se ha introducido un polipéptido que codifica un
péptido de SEQ ID N°:2; y

(b) un polinucledtido que codifica un polipéptido transportador Na+/H+ que consiste en una secuencia de
aminoacidos seleccionada de:

i) SEQ ID N°:6;
iy SEQIDN°: 8;y
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iii) SEQ ID N°: 10.
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