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DESCRIPCIÓN 

Plantas que sobreexpresan una proteína de tipo NAP1 con aumento del rendimiento de semillas, método para 
producir las mismas. 

La presente invención se refiere a un método para mejorar características de crecimiento, y en particular para 
aumentar el rendimiento de una planta. Más específicamente, la presente invención se refiere a un método para 5 
aumentar el rendimiento modulando la expresión en una planta de un ácido nucleico que codifica para una proteína 
homóloga a la proteína de ensamblaje de nucleosomas 1 (proteína de tipo NAP1). La presente invención también se 
refiere a plantas que tienen modulada la expresión de un ácido nucleico que codifica para una proteína de tipo 
NAP1, plantas que tienen un aumento del rendimiento con relación a plantas de tipo natural correspondientes. 

Dada la población mundial cada vez mayor, y la disminución del área de tierra disponible para la agricultura, sigue 10 
siendo un objetivo principal mejorar la eficacia de la agricultura y aumentar la diversidad de plantas en horticultura. 
Los medios convencionales para las mejoras de cultivos y en horticultura utilizan técnicas de reproducción selectiva 
para identificar plantas que tienen características deseables. Sin embargo, tales técnicas de reproducción selectivas 
tienen varios inconvenientes, concretamente que estas técnicas requieren normalmente mucha mano de obra y dan 
como resultado plantas que contienen a menudo complementos genéticos heterogéneos que pueden no dar siempre 15 
como resultado el rasgo deseable que se transmite desde las plantas parentales. Los avances en la biología 
molecular han permitido a la humanidad manipular el germoplasma de animales y plantas. La ingeniería genética de 
plantas conlleva el aislamiento y la manipulación de material genético (normalmente en forma de ADN o ARN) y la 
posterior introducción de ese material genético en una planta. Tal tecnología ha conducido al desarrollo de plantas 
que tienen diversos rasgos económicos, agronómicos u hortícolas mejorados. Rasgos de particular interés 20 
económico son características de crecimiento tales como alto rendimiento. 

Las proteínas NAP forman una familia de proteínas relacionadas que se conocen en animales y se notifica que están 
implicadas en actividades relacionadas con la cromatina. La familia de proteínas NAP se caracteriza por la presencia 
de una secuencia conservada conocida como dominio NAP. El dominio NAP se describe en las bases de datos 
Pfam (registro PF00956) e Interpro (registro IPR002164). NAP es un componente de un complejo multifactorial que 25 
media el empaquetamiento de ADN en nucleosomas (Krude, T. y Keller, C. (2001) Cell. Mol. Life Sci. 58, 665-672). 
Durante la fase S del ciclo de división celular en eucariotas, el ADN recién replicado se ensambla rápidamente en la 
cromatina. Este proceso requiere la acción coordinada de varios factores. En las etapas iniciales, CAF1 (factor 1 de 
ensamblaje de cromatina) se une a las proteínas histonas H3 y H4 y las dirige a la horquilla de replicación a través 
de la unión a PCNA. La deposición posterior de las proteínas histonas H2A y H2B está mediada por proteínas NAP1. 30 
NAP1 se describió por primera vez en células HeLA (von Lindern et al. (1992) Mol. Cell. Biol. 12, 3346-3355) y se 
encontró más tarde conservada en todas las eucariotas. Además, se cree que las proteínas NAP regulan la 
transcripción génica y pueden influir en el desarrollo y la diferenciación celulares. 

Las proteínas SET están sumamente relacionadas con las proteínas NAP y desempeñan un papel en diversos 
procesos celulares en seres humanos. En células humanas, se ha mostrado que las SET están asociadas con 35 
diversos complejos de CDK-ciclina durante la regulación del ciclo celular, tal como la transición G2/M. SET es un 
potente inhibidor de la proteína fosfatasa 2A (PP2A) que está implicada en varias rutas de señalización. La actividad 
inhibidora de SET podría atribuirse a un dominio C-terminal ácido (Canela et al. (2003) J. Biol. Chem. 278, 1158-
1164). Otros informes muestran la implicación de SET en la transcripción y la reparación de ADN. SET es parte de 
un complejo que tiene actividades de unión y curvatura del ADN mediadas por la proteína asociada a la cromatina 40 
HMG2. HMG2 facilita el ensamblaje de estructuras de orden superior de nucleoproteínas mediante la curvatura y 
formación de bucles de ADN o mediante la estabilización de ADN subenrollado. HMG2 precipita conjuntamente con 
SET (Fan et al. (2002) Mol. Cell. Biol. 22, 2810-2820). También se notifica que SET inhibe la desmetilación activa de 
ADN (Cervoni et al. (2002) J. Biol. Chem. 277, 25026-25031). La oncoproteína Set/TAF-1, implicada en la inhibición 
de la acetilación de histonas, también inhibe la desmetilación de ADN metilado de manera ectópica que da como 45 
resultado el silenciamiento génico. Se sugiere que Set/TAF-I desempeña un papel en la integración de estados 
epigenéticos de histonas y ADN en la regulación génica. 

La actividad de las proteínas NAP1 está regulada en parte mediante fosforilación. Se mostró que la localización 
subcelular de NAP1 en Drosophila depende de su estado de fosforilación, que puede controlarse por caseína cinasa 
II (Rodriguez et al (2000) J. Mol. Biol. 298, 225-238). Se notifica que los mamíferos presentan varias proteínas 50 
NAP1, mientras que en levaduras sólo existe una proteína NAP1 conocida. 

Los ortólogos de NAP1 de plantas siguen siendo desconocidos en gran medida, aunque se notificaron proteínas 
NAP1 de la soja (Yoon et al (1995) Mol. Gen. Genet. 249, 465-473), Arabidopsis, tabaco, maíz y arroz (Dong et al. 
(2003) Plant 216, 561-570). El análisis filogenético de genes de tipo NAP1 de plantas ha revelado que existen dos 
subgrupos, uno relacionado con NAP1 y el otro con la proteína SET (figura 1). De la manera más probable, puede 55 
haberse producido divergencia de secuencia posterior puesto que el agrupamiento de las dos secuencias de 
Arabidopsis, las dos de maíz y las dos de tabaco señalan en conjunto a un efecto de duplicación génica más 
reciente. El genoma de Saccharomyces cerevisiae contiene sólo un gen que codifica para NAP, que combina las 
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propiedades funcionales de ambos subgrupos de NAP1 y SET. De manera similar, el factor 1 de activación de molde 
(TAF-1), un homólogo de NAP1, combina tanto actividad de inhibición de PP2a (Saito et al., Biochem. Biophys. Res. 
Comm. 259, 471-475, 1999) como actividad de remodelación de cromatina (Kawase et al., Genes Cells 1, 1045-
1056, 1996). Por tanto, es probable que las proteínas de plantas de la familia NAP/SET sean redundantes en gran 
medida en su función, particularmente en el grupo de proteínas SET en el que se observa un menor grado de 5 
divergencia en comparación con el grupo de NAP. Además, existen pruebas estructurales de que las proteínas NAP 
y SET pertenecen a la misma familia puesto que comparten el dominio NAP que va seguido por una región ácida C-
terminal. 

Se conoce poco sobre la función de proteínas de tipo NAP1 en plantas, aunque se ha propuesto un papel en la 
mitosis y la citocinesis (Dong et al 2003). De la manera más probable, los ortólogos de plantas de la proteína NAP1 10 
desempeñan un papel diferente que sus homólogos de animales. Basándose en su localización nuclear y en las 
similitudes de secuencia con la proteína SET de mamífero, puede esperarse un papel en la remodelación de 
cromatina para las proteínas de plantas. Además, el grupo de proteínas NAP/SET de plantas podría estar implicado 
en la regulación de PP2A en plantas. PP2A es una de las principales fosfatasas en plantas, que actúa en gran 
medida sobre factores de transcripción y proteínas cinasas, y se ha propuesto que regula la actividad de proteínas 15 
implicadas en una variedad de procesos celulares, incluyendo el ciclo celular (Ayaydin et al. (2000) Plant J. 23, 85-
96), acciones hormonales tales como el movimiento de estomas mediado por ABA, la germinación (Kwak et al. 
(2002) Plant Cell 14, 2849-2861), o el transporte de auxina y el desarrollo de las raíces (Garbers et al 1996 EMBO J. 
15, 2115-2124). Se notifica además que PP2A está implicada en la fotosíntesis y la señalización luminosa (Sheen 
(1993) EMBO J. 12, 3497,3505) y en la asimilación de nitrógeno (Hirose y Yamaya (1999) Plant Physiology 121, 20 
805-812). 

Hasta la fecha, no se han descrito efectos sobre rasgos agronómicos con la modulación de la expresión de proteínas 
de tipo NAP1 en plantas. Se ha descubierto ahora sorprendentemente que la modulación de la expresión de un 
ácido nucleico que codifica para una proteína de tipo NAP1 en una planta proporciona que las plantas tengan un 
crecimiento y desarrollo mejorados, en particular el aumento del rendimiento, más particularmente el aumento del 25 
rendimiento de semillas en comparación con plantas de tipo natural correspondientes. Por tanto, según una primera 
realización de la presente invención se proporciona un método para mejorar el rendimiento de semillas tal como se 
expone en la reivindicación 1. 

El término proteína de tipo NAP1, tal como se define en el presente documento, se refiere a tal como se define en la 
reivindicación 1 que comprende un dominio NAP y una región C-terminal ácida y que tienen actividad de inhibición 30 
de la fosfatasa PP2a. El término “dominio NAP” tal como se usa en el presente documento es tal como se define por 
la base de datos Pfam mediante el número de registro PF00956 (http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/; Bateman 
et al., Nucleic Acid Research 30(1):276-280 (2002), véase por ejemplo la tabla 1). Las secuencias de proteína de 
tipo NAP1 útiles en la presente invención tienen un dominio NAP que comprende una secuencia distintiva 
(T/S)FF(TIN/S/E/D)(W/F)(L/F) y/o la secuencia de aminoácidos conservada facilitada en SEQ ID NO:33. Más 35 
preferiblemente, el dominio NAP es tal como se representa por SEQ ID NO: 32 El término “región C-terminal ácida” o 
“extremo C-terminal ácido” tal como se usa en el presente documento se refiere al extremo carboxi-terminal de la 
proteína, extremo carboxi-terminal que tiene aproximadamente de 20 a 25 aminoácidos de largo, del que al menos 
13 residuos son ácido glutámico y/o aspártico. 

Tabla 1: Ejemplos de proteínas de Arabidopsis que comprenden un dominio NAP1 40 

ID del gen  Perfil de Pfam  Posición  Puntuación  Valor de e  N.º de ID de SET:  

at1g18800  PF00956  27-224  147,7  2e-40  20, 21  

at1g74560  PF00956  31-229  135,0  1,3e-36  1, 2  

at2g 19480  PF00956  52-300  457,4  1,2e-133  26, 27  

at5g56950  PF00956  52-300  473,2  2,2e-138  28, 29  

at4g26110  PF00956  52-301  503,4  1,7e-147  24, 25  

at3g 13782  PF00956  69-311  300,7  1,7e-86  30, 31  

 

Opcionalmente, la proteína de tipo NAP1 útil en los métodos de la presente invención tiene, además de ser un 
inhibidor de fosfatasas PP2a, también actividades de remodelación de cromatina. Se conocen en la técnica métodos 
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para medir la inhibición de fosfatasas PP2a y comprenden, por ejemplo, ensayos basados en sustratos marcados 
con colorante o marcados con fluorocromo disponibles comercialmente o ensayos basados en la medición de 
radiactividad en fracciones solubles en TCA tras tratamiento con fosfatasa PP2a de histona H1 marcada con [32P] 
(Saito et al.(1999) Biochem. Biophys. Res. Comm. 259, 471-475) o de radiactividad liberada por proteína básica de 
mielina marcada (U et al, J. Biol. Chem. 271, 11059-11062, 1996). Se facilita un método alternativo para medir la 5 
actividad de proteína de tipo NAP1 en el ejemplo 6, que se basa en el método descrito por Ulloa et al. (FEBS Letters 
330, 85-89, 1993). Pueden someterse a ensayo las actividades de remodelación de cromatina de varias maneras, 
tales como la medición de la actividad de unión al ADN en un ensayo de retardo en gel (Fan et al., 2002) o como la 
medición de la actividad de unión a histonas usando ELISA (Rodriguez et al. (1997) Genomics 44, 253-265). Puede 
determinarse la actividad de curvatura del ADN en un ensayo de circularización mediada por ligasa (Fan et al., 2002) 10 
o en un ensayo de superenrollamiento (Fujii-Nakata et al. (1992) J. Biol. Chem. 267, 20980-20986; Yoon et al. 
(1995), Mol. Gen. Gen. 249, 465-473). 

Preferiblemente, la proteína de tipo NAP1, que comprende un dominio NAP y una región C-terminal ácida tal como 
se describió anteriormente, es de origen vegetal. La proteína de tipo NAP1 es preferiblemente de una planta 
dicotiledónea, preferiblemente de la familia de Brassicaceae, más preferiblemente de Arabidopsis thaliana, lo más 15 
preferiblemente la proteína de tipo NAP1 es una proteína representada por SEQ ID NO: 2 o es un homólogo, 
derivado o fragmento activo de la misma tal como se define en la reivindicación 1, comprendiendo los homólogos, 
derivados o fragmentos activos un dominio NAP y el extremo C-terminal ácido tal como se describió anteriormente, y 
teniendo además los homólogos, derivados o fragmentos activos actividad de inhibición de PP2A. Preferiblemente, 
las proteínas de tipo NAP1 están codificadas por un ácido nucleico representado por SEQ ID NO: 1 o un ácido 20 
nucleico que puede hibridarse con el mismo en condiciones rigurosas. 

El término “proteína de tipo NAP1” incluye proteínas homólogas a la proteína presentada en SEQ ID NO: 2. Los 
homólogos que van a usarse en los métodos de la presente invención comprenden un dominio NAP y un extremo C-
terminal ácido tal como se describió anteriormente. Los homólogos tienen un dominio NAP que comprende una 
secuencia distintiva (T/S)FF(T/N/S/E/D)(W/F)(L/F) y/o la secuencia conservada de SEQ ID NO: 33, y un extremo C-25 
terminal ácido de 20 a 25 residuos que comprende al menos 13 residuos de ácido aspártico y/o glutámico. 
Adicionalmente, los homólogos de NAP1 tienen actividad de inhibición de PP2a y presentan opcionalmente también 
actividades de remodelación de cromatina, que pueden medirse tal como se describió anteriormente. 

Pueden encontrarse homólogos de SEQ ID NO: 2 en diversos organismos eucariotas. Los homólogos más próximos 
se encuentran generalmente en el reino vegetal. Los homólogos de SEQ ID NO: 2 adecuados en los métodos de la 30 
presente invención incluyen dos proteínas del tabaco (SEQ ID NO: 7 y 9), una proteína del tomate (SEQ ID NO: 23), 
una proteína de la alfalfa (SEQ ID NO: 11), la proteína de Arabidopsis representada por SEQ ID NO: 21. Otros 
homólogos adecuados para poner en práctica el método según la invención incluyen, por ejemplo, los homólogos de 
Zea mays nfa104 (n.º de registro AF384036, SEQ ID NO: 13) y nfa103 (n.º de registro AF384035, SEQ ID NO: 19); o 
los homólogos de Oryza sativa (SEQ ID NO: 15 y 17). 35 

Los métodos para la búsqueda e identificación de homólogos de tipo NAP1 estarían completamente dentro del 
campo de los expertos en la técnica. Tales métodos comprenden la comparación de las secuencias representadas 
por SEQ ID NO: 1 ó 2, en un formato legible por ordenador, con secuencias que están disponibles en bases de 
datos públicas tales como MIPS (http://mips.gsf.de/), GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html) o 
la base de datos de secuencias de nucleótidos EMBL (http://www.ebi.ac.uk/embl/index.html), usando algoritmos bien 40 
conocidos en la técnica para la alineación o la comparación de secuencias, tales como GAP (Needleman y Wunsch, 
J. Mol. Biol. 48; 443-453 (1970)), BESTFIT (usando el algoritmo de homología local de Smith y Waterman (Advances 
in Applied Mathematics 2; 482-489 (1981))), BLAST (Altschul, S.F., Gish, W., Miller, W., Myers, E.W. & Lipman, D.J., 
J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990)), FASTA y TFASTA (W. R. Pearson y D. J. Lipman Proc.Natl. Acad.Sci. USA 
85:2444- 2448 (1988)). El software para realizar análisis de BLAST está disponible para el público a través del 45 
Centro Nacional para Información Biotecnológica. Se identificaron los homólogos mencionados anteriormente 
usando los parámetros por defecto de Blast (matriz BLOSUM62, penalización por apertura de hueco de 11 y 
penalización por extensión de hueco de 1) y preferiblemente se usan las secuencias de longitud completa para el 
análisis. Alternativamente, puede usarse sólo el dominio NAP1 para la comparación, puesto que este dominio 
comprende la parte principal de la proteína. 50 

Los “homólogos” de una proteína de tipo NAP1 engloban péptidos, oligopéptidos, polipéptidos, proteínas y enzimas 
que tienen sustituciones, deleciones y/o inserciones de aminoácidos con relación a la proteína sin modificar en 
cuestión y que tienen actividad biológica y funcional similar a la de la proteína sin modificar de la que se derivan. 
Para producir tales homólogos, pueden sustituirse aminoácidos de la proteína por otros aminoácidos que tienen 
propiedades similares (tales como similar hidrofobicidad, hidrofilicidad, antigenicidad, propensión a formar o romper 55 
estructuras de hélice α o estructuras de lámina β). Se conocen bien en la técnica tablas de sustituciones 
conservativas (véase, por ejemplo, Creighton (1984) Proteins. W.H. Freeman and Company). 

Los homólogos útiles en el método según la invención tienen una identidad de secuencia de al menos el 50% con la 
secuencia de proteína representada en SEQ ID NO: 2 (registro GenBank NP177596), alternativamente una similitud 
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o identidad de secuencia de al menos el 60% o el 70% con SEQ ID NO: 2. Normalmente, los homólogos tienen una 
similitud o identidad de secuencia de al menos el 80%, preferiblemente una similitud o identidad de secuencia de al 
menos el 85%, más preferiblemente una similitud o identidad de secuencia de al menos el 90%, lo más 
preferiblemente una similitud o identidad de secuencia de al menos el 95%, 96%, 97%, 98% o el 99% con SEQ ID 
NO: 2. 5 

El porcentaje de identidad puede calcularse partiendo de secuencias de proteína de longitud completa o de 
determinadas regiones (preferiblemente, conservadas) de una secuencia de este tipo, usando programas de 
alineación basados en el algoritmo de Needleman y Wunsch (tales como GAP), usando la matriz BLOSUM62, una 
penalización por apertura de hueco de 10 y una penalización por extensión de hueco de 0,5. Por ejemplo, puede 
usarse el dominio NAP facilitado en SEQ ID NO: 32 como consulta. La identificación de tales dominios en una 10 
secuencia de proteína estaría completamente dentro del campo del experto en la técnica e implicaría un formato 
legible por ordenador de los ácidos nucleicos usados en los métodos de la presente invención, el uso de programas 
de software de alineación y el uso de información disponible para el público sobre dominios de proteína, cajas y 
motivos conservados. Puede realizarse una búsqueda integrada usando la base de datos INTERPRO (Mulder et al., 
(2003) Nucl. Acids Res. 31, 315-318, http://www.ebi.ac.uk/interpro/scan.html) que combina varias bases de datos 15 
sobre familias de proteínas, dominios y sitios funcionales, tales como las bases de datos PRODOM (Servant et al., 
(2002) Briefings in Bioinformatics 3, 246-251, http://prodes.toulouse.inra.fr/prodom/2002,1/html/home.php), PIR 
(Huang et al. (2003) Nucl. Acids Res. 31, 390-392, http://pir.georgetown.edu/) o Pfam (Bateman et al. (2002) Nucl. 
Acids Res. 30, 276-280, http://pfam.wustl.edu/). Pueden usarse programas de análisis de secuencias diseñados para 
la búsqueda de motivos para la identificación de fragmentos conservados, regiones y dominios tal como se 20 
mencionó anteriormente. Los programas informáticos adecuados incluyen, por ejemplo, MEME (Bailey y Elkan 
(1994) Proceedings of the Second International Conference on Intelligent Systems for Molecular Biology, págs. 28-
36, AAAI Press, Menlo Park, California, http://meme.sdsc.edu/meme/website/intro.html). 

Pueden agruparse las proteínas homólogas en “familias de proteínas”. Una familia de proteínas puede definirse 
mediante análisis funcional y de similitud de secuencia, tal como, por ejemplo, Clustal W. Puede generarse un árbol 25 
del vecino más cercano (neighbour-joining) de las proteínas homólogas a la de tipo NAP1 mediante el programa 
Clustal W y proporciona una buena visión general de su relación estructural y ancestral. En una realización particular 
de la presente invención, el/los homólogos de tipo NAP1 pertenece(n) a la misma familia de proteínas que la 
proteína correspondiente a SEQ ID NO: 2. En el genoma de Arabidopsis, se identificaron dos miembros de la familia 
de la proteína de tipo NAP1 (NM177596 (SEQ ID NO: 2), NP564063 (SEQ ID NO: 21)). También pueden 30 
identificarse miembros de la familia de la proteína de tipo NAP1 en otras plantas tales como arroz u otras plantas 
monocotiledóneas. Ventajosamente, estos miembros de la familia también son útiles en los métodos de la presente 
invención. 

Dos formas especiales de homología, ortóloga y paráloga, son conceptos evolutivos usados para describir las 
relaciones ancestrales de genes. El término “parálogo” se refiere a genes homólogos que resultan de una o más 35 
duplicaciones génicas dentro del genoma de una especie. El término “ortólogo” se refiere a genes homólogos en 
diferentes organismos debido a una relación ancestral de estos genes. El término “homólogo” tal como se usa en el 
presente documento también engloba parálogos y ortólogos de las proteínas útiles en los métodos según la 
invención. 

Pueden identificarse genes ortólogos realizando una consulta en una o más bases de datos de genes con un gen de 40 
interés de consulta, usando por ejemplo el programa BLAST. Los genes objeto de mayor clasificación que resultan 
de la búsqueda se someten de nuevo a análisis de BLAST, y sólo aquellos genes objeto que coinciden de nuevo con 
el gen de consulta se conservan como verdaderos genes ortólogos. Por ejemplo, para hallar un ortólogo de arroz de 
un gen de Arabidopsis thaliana, puede realizarse un análisis de BLASTN o TBLASTX en una base de datos de arroz 
(tal como (pero sin limitarse a) la base de datos de Oryza sativa Nipponbare disponible en el NCBI 45 
(http://www.ncbi.nim.nih.gov) o las secuencias genómicas del arroz (cultivares índica o japónica)). En una siguiente 
etapa, se usan las secuencias de arroz obtenidas en un análisis de BLAST inverso usando una base de datos de 
Arabidopsis. Los resultados pueden refinarse adicionalmente cuando se analizan las secuencias resultantes con 
ClustalW y se visualizan en un árbol del vecino más cercano. Este método puede usarse para identificar ortólogos 
de muchas especies diferentes. 50 

Los “homólogos” de una proteína de tipo NAP1 engloban proteínas que tienen sustituciones, inserciones y/o 
deleciones de aminoácidos con relación a la proteína sin modificar en cuestión. “Variantes de sustitución” de una 
proteína son aquéllas en las que se ha eliminado al menos un residuo en una secuencia de aminoácidos y se ha 
insertado en su lugar un residuo diferente. Las sustituciones de aminoácidos son normalmente de residuos 
individuales, pero pueden agruparse dependiendo de restricciones funcionales puestas sobre el polipéptido; las 55 
inserciones serán habitualmente del orden de aproximadamente 1 a 10 residuos de aminoácidos, y las deleciones 
oscilarán entre aproximadamente 1 y 20 residuos. Preferiblemente, las sustituciones de aminoácidos comprenden 
sustituciones de aminoácidos conservativas. “Las variantes de inserción” de una proteína son aquéllas en las que se 
introducen uno o más residuos de aminoácido en un sitio predeterminado en una proteína. Las inserciones pueden 
comprender fusiones amino-terminales y/o carboxi-terminales así como inserciones intra-secuencia de aminoácidos 60 
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individuales o múltiples. Generalmente, las inserciones dentro de la secuencia de aminoácidos serán menores que 
las fusiones amino o carboxi-terminales. Ejemplos de proteínas o péptidos de fusión amino o carboxi-terminal 
incluyen el dominio de unión o el dominio de activación de un activador transcripcional tal como se usa en el sistema 
de dos híbridos en levadura, proteínas de la cubierta de fagos, cola de 6 (histidina), cola de glutatión-S-transferasa, 
proteína A, proteína de unión a maltosa, dihidrofolato reductasa, epítopo Tag·100, epítopo de c-myc, epítopo FLAG®, 5 
lacZ, CMP (péptido de unión a calmodulina), epítopo de HA, epítopo de proteína C y epítopo de VSV. Las “variantes 
de deleción” de una proteína se caracterizan por la eliminación de uno o más aminoácidos de la proteína. Pueden 
prepararse fácilmente variantes de aminoácidos de una proteína usando técnicas de síntesis de péptidos bien 
conocidas en la técnica, tales como síntesis de péptidos en fase sólida y similares, o mediante manipulaciones ADN 
recombinante. Se conocen bien en la técnica métodos para la manipulación de secuencias de ADN para producir 10 
variantes de sustitución, inserción o deleción de una proteína. Por ejemplo, se conocen bien técnicas para producir 
mutaciones de sustitución en sitios predeterminados en el ADN por los expertos en la técnica e incluyen 
mutagénesis con M13, mutagénesis in vitro del gen de T7 (USB, Cleveland, OH), mutagénesis dirigida al sitio 
QuickChange (Stratagene, San Diego, CA), mutagénesis dirigida al sitio mediada por PCR u otros protocolos de 
mutagénesis dirigida al sitio. 15 

El término “derivados” de una proteína de tipo NAP1 se refiere a péptidos, oligopéptidos, polipéptidos, proteínas y 
enzimas que pueden comprender sustituciones, deleciones o adiciones de residuos de aminoácido que se producen 
y no se producen de manera natural en comparación con la secuencia de aminoácidos de la forma que se produce 
de manera natural de la proteína de tipo NAP1 (tal como la proteína presentada en SEQ ID NO: 2). Los “derivados” 
de una proteína engloban péptidos, oligopéptidos, polipéptidos, proteínas y enzimas que pueden comprender 20 
residuos de aminoácido que se producen de manera natural alterados, glicosilados, acilados o que no se producen 
de manera natural en comparación con la secuencia de aminoácidos de una forma que se produce de manera 
natural del polipéptido. Un derivado también puede comprender uno o más sustituyentes distintos a aminoácido en 
comparación con la secuencia de aminoácidos de la que se deriva, por ejemplo una molécula indicadora u otro 
ligando, unido de manera covalente o no covalente a la secuencia de aminoácidos tal como, por ejemplo, una 25 
molécula indicadora que se une para facilitar su detección, y residuos de aminoácido que no se producen de manera 
natural con relación a la secuencia de aminoácidos de una proteína que se produce de manera natural. 

Los “fragmentos activos” de una proteína de tipo NAP1 engloban al menos la cantidad de residuos de aminoácido, 
suficiente para conservar una actividad biológica y/o funcional similar en comparación con la proteína que se 
produce de manera natural. Un fragmento activo preferido de una proteína de tipo NAP1 comprende al menos un 30 
dominio NAP (Pfam 00956) y un dominio C-terminal ácido enriquecido en residuos D y/o E tal como se describió 
anteriormente, un fragmento activo más preferido comprende además la secuencia conservada de SEQ ID NO: 33. 

El término gen/ácido nucleico de tipo NAP1, tal como se define en la reivindicación 1 en el presente documento, se 
refiere a cualquier ácido nucleico que codifica para una proteína de tipo NAP1 tal como se define. El ácido nucleico 
puede derivarse (o bien directa o bien indirectamente (si se modifica posteriormente)) de cualquier fuente siempre 35 
que el ácido nucleico, cuando se expresa en una planta, conduzca a la expresión modulada de un gen/ácido 
nucleico de tipo NAP1 o la actividad y/o los niveles modulados de una proteína de tipo NAP1. El ácido nucleico 
puede aislarse de una fuente eucariota, tal como levadura u hongos, plantas (incluyendo algas) o animales 
(incluyendo seres humanos). Este ácido nucleico puede modificarse sustancialmente a partir de su forma nativa en 
composición y/o entorno genómico a través de manipulación humana deliberada. La secuencia de ácido nucleico es 40 
preferiblemente una secuencia de ácido nucleico homóloga, es decir una secuencia de ácido nucleico que codifica 
para una proteína relacionada estructural y/o funcionalmente con SEQ ID NO: 2, preferiblemente obtenida de una 
planta, ya sea de la misma especie de planta o de una diferente. Preferiblemente, el ácido nucleico es tal como se 
representa por SEQ ID NO: 1 o una parte de la misma o una secuencia de ácido nucleico que puede hibridarse con 
el mismo, codificando la secuencia de hibridación para proteínas que tienen actividad de proteína de tipo NAP1 tal 45 
como se describió anteriormente; o es un ácido nucleico que codifica para un aminoácido representado por SEQ ID 
NO: 2 o que codifica para un homólogo, derivado o fragmento activo del mismo. Este término también engloba 
variantes del ácido nucleico que codifican para una proteína de tipo NAP1 debido a la degeneración del código 
genético; variantes alélicas; y diferentes variantes de corte y empalme del ácido nucleico que codifican para una 
proteína de tipo NAP1, incluyendo variantes que están interrumpidas por una o más secuencias intermedias. 50 

Ventajosamente, el método tal como se da a conocer en el presente documento también puede ponerse en práctica 
usando partes de una secuencia de ácido nucleico que codifica para una proteína de tipo NAP1 definida 
anteriormente, tal como la proteína de tipo NAP1 codificada por SEQ ID NO: 1, o usando secuencias que se hibridan 
con una secuencia de ácido nucleico que codifica para una proteína de tipo NAP1 definida anteriormente, tal como 
SEQ ID NO: 1, preferiblemente en condiciones rigurosas, (codificando las secuencias de hibridación para proteínas 55 
que tienen actividad de tipo NAP1), o usando ácidos nucleicos que codifican para homólogos, derivados o 
fragmentos activos de una proteína de tipo NAP1, tal como la representada por SEQ ID NO: 2. 

Partes de una secuencia de ADN se refieren a un trozo de ADN derivado o preparado a partir de una molécula de 
ADN original (más grande), dando lugar la parte de ADN, cuando se expresa en una planta, a plantas que tienen 
características de crecimiento mejoradas. Preferiblemente, las características de crecimiento mejoradas son el 60 
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aumento del rendimiento, más preferiblemente el aumento del rendimiento de semillas, lo más preferiblemente el 
aumento del rendimiento de semillas comprende uno o más de aumento del índice de cosecha, aumento del peso 
total de semillas y aumento del número de semillas llenas. La parte puede comprender muchos genes, con o sin 
elementos de control adicionales, o puede contener sólo secuencias espaciadoras, etc. 

La presente invención también engloba secuencias de ácido nucleico que pueden hibridarse en condiciones 5 
rigurosas con una secuencia de ácido nucleico que codifica para una proteína de tipo NAP1, pudiendo ser también 
las secuencias de ácido nucleico útiles en la puesta en práctica de los métodos según la invención. El término 
“hibridación” tal como se define en el presente documento es un proceso en el que sustancialmente secuencias de 
nucleótidos complementarias homólogas se aparean entre sí. El proceso de hibridación puede producirse 
completamente en disolución, es decir ambos ácidos nucleicos complementarios están en disolución. Las 10 
herramientas en biología molecular que se basan en tal proceso incluyen la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR; y todos los métodos basados en la misma), hibridación sustractiva, extensión con cebadores aleatorios, 
mapeo con nucleasa S1, extensión con cebadores, transcripción inversa, síntesis de ADNc, presentación diferencial 
de ARN y determinación de la secuencia de ADN. El proceso de hibridación también puede producirse con uno de 
los ácidos nucleicos complementarios inmovilizados en una matriz tal como perlas magnéticas, perlas de Sepharose 15 
o cualquier otra resina. Las herramientas en biología molecular que se basan en tal proceso incluyen el aislamiento 
de ARNm de poli (A+). El proceso de hibridación puede producirse además con unos de los ácidos nucleicos 
complementarios inmovilizados en un soporte sólido tal como una membrana de nitrocelulosa o nailon o 
inmovilizados mediante, por ejemplo, fotolitografía en, por ejemplo, un soporte de vidrio silíceo (esto último conocido 
como alineamientos o microalineamientos de ácido nucleico o como chips de ácido nucleico). Las herramientas en 20 
biología molecular que se basan en tal proceso incluyen análisis de transferencia en gel de ARN y ADN, hibridación 
de colonias, hibridación de placas, hibridación in situ e hibridación de microalineamientos. Para permitir que se 
produzca la hibridación, las moléculas de ácido nucleico generalmente se desnaturalizan térmica o químicamente 
para fundir una cadena doble en dos cadenas sencillas y/o para eliminar horquillas u otras estructuras secundarias a 
partir de ácidos nucleicos monocatenarios. La rigurosidad de hibridación está influida por condiciones tales como 25 
temperatura, concentración salina y composición del tampón de hibridación. Para aplicaciones que requieren alta 
selectividad, se deseará normalmente emplear condiciones relativamente rigurosas para formar los híbridos, por 
ejemplo, se seleccionarán condiciones de relativamente baja concentración salina y/o alta temperatura, tales como 
las proporcionadas por NaCl aproximadamente de 0,02 M a aproximadamente 0,15 M a temperaturas de 
aproximadamente 50ºC a aproximadamente 70ºC. Las condiciones de alta rigurosidad para la hibridación incluyen, 30 
por tanto, alta temperatura y/o baja concentración salina (las sales incluyen NaCl y citrato de Na3) pero también 
pueden estar influidas por las inclusión de formamida en el tampón de hibridación y/o la disminución de la 
concentración de compuestos tales como SDS (dodecilsulfato de sodio) en el tampón de hibridación y/o la exclusión 
de compuestos tales como sulfato de dextrano o polietilenglicol (que promueven la aglomeración molecular) del 
tampón de hibridación. Se prefieren particularmente condiciones de hibridación de rigurosidad suficientemente baja 35 
para el aislamiento de ácidos nucleicos homólogos a las secuencias de ADN útiles en los métodos de la invención 
definidas anteriormente. Los elementos que contribuyen a la homología incluyen el alelismo, la degeneración del 
código genético y las diferencias en la utilización de codones preferidos. La presencia de cationes monovalentes en 
la disolución de hibridación reduce la repulsión electrostática entre las dos cadenas de ácido nucleico promoviendo 
de ese modo la formación de híbridos; este efecto es visible para concentraciones de sodio de hasta 0,4 M. La 40 
formamida reduce la temperatura de fusión de dúplex de ADN-ADN y ADN-ARN con de 0,6 a 0,7ºC para cada tanto 
por ciento de formamida, y la adición de formamida al 50% permite que se realice la hibridación a de 30 a 45ºC, 
aunque disminuirá la tasa de hibridación. Los apareamientos erróneos de pares de bases reducen la tasa de 
hibridación y la estabilidad térmica de los dúplex. En promedio y para sondas grandes, la Tf (temperatura a fuerza 
iónica y pH definidos, a la que el 50% de la secuencia diana se hibrida con una sonda con apareamiento perfecto) 45 
disminuye aproximadamente 1ºC por % de apareamiento erróneo de bases. 

Las “condiciones de hibridación rigurosas” y “condiciones de lavado de hibridación rigurosas” en el contexto de 
experimentos de hibridación de ácidos nucleicos tales como hibridaciones de tipo Southern y Northern dependen de 
la secuencia y son diferentes en diferentes parámetros ambientales. Por ejemplo, secuencias más largas se hibridan 
específicamente a mayores temperaturas. La especificidad es normalmente la función de los lavados tras la 50 
hibridación. Los factores críticos de tales lavados incluyen la fuerza iónica y la temperatura de la disolución de 
lavado final. 

Generalmente, se selecciona que las condiciones rigurosas sean aproximadamente 50ºC menores que el punto de 
fusión térmico (Tf) para la secuencia específica a una fuerza iónica y un pH definidos. La Tf depende de las 
condiciones de disolución y la composición de bases de la sonda, y puede calcularse usando la siguiente ecuación: 55 

Tf = 79,8ºC + (18,5 x log[Na+]) + (58,4ºC x % de [G+C]) – (820 x (n.º de pb en dúplex)-1) – (0,5 x % de formamida) 

Se conocen en la técnica fórmulas alternativas, dependiendo de los tipos de híbridos, por ejemplo: 

• Híbridos de ADN-ADN (Meinkoth y Wahl, Anal. Biochem., 138: 267-284, 1984): 
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Tf = 81,5ºC + 16,6 x log[Na+]a + 0,41 x % de [G/Cb] – 500 x [Lc]-1) – 0,61 x % de formamida 

• Híbridos de ADN-ARN o ARN-ARN: 

Tf = 79,8 + 18,5 x log10[Na+]a) + 0,58 (% de G/Cb) + 11,8 (%G/Cb)2 – 820/Lc 

• Híbridos de oligo-ADN u oligo-ARNd:  

Para < 20 nucleótidos: Tf = 2 (ln) 5 

Para 20-35 nucleótidos: Tf = 22 + 1,46 (ln) 

a o para otro catión monovalente, pero sólo es preciso en el intervalo de 0,01-0,4 M. 

b sólo es preciso para el % de GC en el intervalo del 30% al 75%. 

c L = longitud del dúplex en pares de bases. 

d Oligo, oligonucleótido; ln, longitud eficaz del cebador = 2 X (n.º de G/C) + (n.º de A/T). 10 

Nota. Para cada 1% de formamida, se reduce la Tf en aproximadamente de 0,6 a 0,7ºC, mientras que la presencia 
de urea 6 M reduce la Tf en aproximadamente 30ºC 

Condiciones rigurosas más preferidas son cuando la temperatura es de 20ºC por debajo de la Tf, y las condiciones 
rigurosas más preferidas son cuando la temperatura es de 10ºC por debajo de la Tf. también puede controlarse la 
unión no específica usando una cualquiera de varias técnicas conocidas tales como, por ejemplo, el bloqueo de la 15 
membrana con disoluciones que contienen proteína, adiciones de ADN, ARN heterológo y SDS al tampón de 
hibridación, y tratamiento con ARNasa. 

Las condiciones de lavado se realizan normalmente a o por debajo de la rigurosidad de hibridación. Generalmente, 
condiciones rigurosas adecuadas para ensayos de hibridación de ácidos nucleicos o procedimientos de detección de 
amplificación génica son tal como se expusieron anteriormente. También pueden seleccionarse condiciones más o 20 
menos rigurosas. 

Para los fines de definir el nivel de rigurosidad, puede hacerse referencia convenientemente a Sambrook et al. 
(2001) Molecular Cloning: a laboratory manual, 3ª edición Cold Spring Harbor Laboratory Press, CSH, Nueva York o 
a Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989). Un ejemplo de condiciones de baja 
rigurosidad es SSC 4-6x / SDS al 0,1-0,5% p/v a 37-45ºC durante 2-3 horas. Dependiendo de la fuente y la 25 
concentración del ácido nucleico implicado en la hibridación, pueden emplearse condiciones de rigurosidad 
alternativas tales como condiciones rigurosas del medio. Ejemplos de condiciones rigurosas del medio incluyen SSC 
1-4x / SDS al 0,25% p/v a ≥ 45ºC durante 2-3 horas. Un ejemplo de las condiciones de alta rigurosidad incluye SSC 
0,1-1x / SDS al 0,1% p/v a 60ºC durante 1-3 horas. El experto conoce diversos parámetros que pueden alterarse 
durante la hibridación y el lavado y que o bien mantendrán o bien cambiarán las condiciones de rigurosidad. Por 30 
ejemplo, otra condición de hibridación rigurosa es la hibridación a SSC 4x a 65ºC, seguida por un lavado con SSC 
0,1x a 65ºC durante aproximadamente una hora. Un ejemplo alternativo de condiciones de hibridación rigurosas es 
en formamida al 50%, SSC 4x a 42ºC. Todavía otro ejemplo de condiciones rigurosas incluyen la hibridación a 62ºC 
en SSC 6x, BLOTTO 0,05x y lavado a SSC 2x, SDS al 0,1% p/v a 62ºC. 

Los métodos según la presente invención también pueden ponerse en práctica usando una variante alternativa de 35 
corte y empalme de una secuencia de ácido nucleico que codifica para una proteína de tipo NAP1. El término 
“variante alternativa de corte y empalme” tal como se usa en el presente documento engloba variantes de una 
secuencia de ácido nucleico en la que se han cortado, reemplazado o añadido intrones y/o exones seleccionados. 
Tales variantes serán aquéllas en las que la actividad biológica de la proteína permanece sin afectar, lo que puede 
lograrse mediante la conservación selectiva del fragmento funcional de la proteína. Tales variantes de corte y 40 
empalme pueden encontrarse en la naturaleza o pueden ser artificiales. Se conocen bien en la técnica métodos para 
producir tales variantes de corte y empalme. Por tanto según otro aspecto de la presente invención, se proporciona, 
un método para mejorar las características de crecimiento de plantas, que comprende modular la expresión en una 
planta de una variante alternativa de corte y empalme de una secuencia de ácido nucleico que codifica para una 
proteína de tipo NAP1 y/o modular la actividad y/o los niveles de una proteína de tipo NAP1 codificada por la 45 
variante alternativa de corte y empalme Preferiblemente, la variante de corte y empalme es una variante de corte y 
empalme de la secuencia representada por SEQ ID NO: 1. Preferiblemente las características de crecimiento 
mejoradas son el aumento del rendimiento, más preferiblemente aumento del rendimiento de semillas, lo más 
preferiblemente el aumento del rendimiento de semillas comprende aumento del índice de cosecha, aumento del 
número de semillas llenas y/o aumento del peso total de semillas. 50 
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Ventajosamente, los métodos según la presente invención también pueden ponerse en práctica usando variantes 
alélicas de una secuencia de ácido nucleico que codifica para una proteína de tipo NAP1, preferiblemente una 
variante alélica de una secuencia representada por SEQ ID NO: 1. Las variantes alélicas existen en la naturaleza y 
el uso de estos alelos naturales está englobado dentro de los métodos de la presente invención. Las variantes 
alélicas engloban polimorfismos de un solo nucleótido (SNP), así como polimorfismos de pequeña inserción/deleción 5 
(INDEL). El tamaño de los INDEL es habitualmente inferior a 100 pb. Los SNP e INDEL forman la mayor proteína de 
tipo NAP1 de las variantes de secuencia en cepas polimórficas que se producen de manera natural de la mayoría de 
organismos. Son útiles en el mapeo de genes y el descubrimiento de genes y funciones génicas. Además son útiles 
en la identificación de loci genéticos, por ejemplo genes de plantas, implicados en la determinación de procesos 
tales como la velocidad de crecimiento, el tamaño de la planta y el rendimiento de la planta, el vigor de la planta, la 10 
resistencia a enfermedades, la tolerancia al estrés, etc. 

La actividad de una proteína de tipo NAP1 o un homólogo de la misma también puede modularse (aumentarse o 
disminuirse) introduciendo una modificación genética (preferiblemente, en el locus de un gen de tipo NAP1). El locus 
de un gen tal como se define en el presente documento se toma como que significa una región genómica, que 
incluye el gen de interés y 10 KB en el sentido de 5’ o de 3’ de la región codificante. El término “modificación 15 
genética” se refiere a un cambio mediante intervención humana en el contenido genético de una célula en 
comparación con una célula de tipo natural e incluye técnicas como ingeniería genética, reproducción o 
mutagénesis. El cambio en el contenido genético comprende modificaciones del genoma e incluye la adición, 
deleción y sustitución de material genético en los cromosomas de una célula vegetal así como en episomas. El 
término también engloba la adición de información extracromosómica a una célula vegetal. Preferiblemente, la 20 
modificación genética da como resultado la expresión modulada de un ácido nucleico de tipo NAP1, más 
preferiblemente la expresión aumentada de un ácido nucleico de tipo NAP1. 

La modificación genética puede introducirse, por ejemplo, mediante uno cualquiera (o más) de los siguientes 
métodos: activación de ADNT, TILLING, mutagénesis dirigida al sitio, recombinación homóloga o introduciendo y 
expresando en una célula vegetal un ácido nucleico que codifica para una proteína de tipo NAP1 o un homólogo de 25 
la misma. Tras la introducción de la modificación genética, sigue una etapa de selección de actividad modulada de 
una proteína de tipo NAP1. Preferiblemente, la actividad modulada de una proteína de tipo NAP1 es un aumento de 
actividad, proporcionando el aumento de actividad plantas que tienen características de crecimiento mejoradas tales 
como aumento del rendimiento de semillas. La etapa de selección puede basarse en la monitorización de la 
presencia o ausencia de características de crecimiento mejoradas, o en la monitorización de la presencia o ausencia 30 
de genes marcadores seleccionables o examinables unidos a un ácido nucleico de interés introducido. 

El marcaje con etiqueta de la activación de ADN-T (Hayashi et al. Science (1992) 1350-1353) implica la inserción de 
ADN-T que contiene habitualmente un promotor (también puede ser un potenciador de la traducción o un intrón), en 
la región genómica del gen de interés o 10 KB en el sentido de 5’ o de 3’ de la región codificante de un gen en una 
configuración tal que el promotor dirige la expresión del gen dirigido. Normalmente, la regulación de la expresión del 35 
gen dirigido por su promotor natural se altera y el gen cae bajo el control del promotor recién introducido. El promotor 
se incluye normalmente en un ADN-T. Este ADNT es se inserta aleatoriamente en el genoma de la planta, por 
ejemplo, a través de infección por Agrobacterium y conduce a la sobreexpresión de genes cerca del ADN-T 
insertado. Las plantas transgénicas resultantes muestran fenotipos dominantes debido a la sobreexpresión de genes 
cerca del promotor introducido. El promotor que va a introducirse puede ser cualquier promotor que pueda dirigir la 40 
expresión de un gen en el organismo deseado, en este caso una planta. Por ejemplo, los promotores constitutivos, 
preferidos según el tejido, preferidos según el tipo celular e inducibles son todos adecuados para su uso en la 
activación de ADN-T. 

También puede introducirse una modificación genética en el locus de un gen de tipo NAP1 usando la técnica de 
TILLING (Targeted Induced Local Lesions IN Genomes, lesiones locales inducidas de manera dirigida en genomas). 45 
Esto es una tecnología de mutagénesis útil para generar y/o identificar, y aislar eventualmente variantes 
mutagenizadas de un ácido nucleico de tipo NAP1 que codifica para un polipéptido que puede presentar actividad de 
tipo NAP1. TILLING también permite la selección de plantas que portan tales variantes mutantes. Estas variantes 
mutantes pueden presentar incluso mayor actividad de tipo NAP1 que la presentada por el gen en su forma natural. 
TILLING combina mutagénesis de alta densidad con métodos de selección de alto rendimiento. Las etapas que se 50 
siguen normalmente en TILLING son: (a) mutagénesis con EMS (Redei y Koncz, 1992; Feldmann et al., 1994; 
Lightner y Caspar, 1998); (b) preparación y combinación de ADN y de individuos; (c) amplificación por PCR de una 
región de interés; (d) desnaturalización y apareamiento para permitir la formación de heterodúplex; (e) DHPLC, en la 
que se detecta la presencia de un heterodúplex en una combinación como un pico adicional en el cromatograma; (f) 
identificación del individuo mutante; y (g) secuenciación del producto de PCR mutante. Se conocen bien en la 55 
técnica métodos para TILLING (McCallum Nat Biotechnol. Abril de 2000; 18(4):455-7, revisado por Stemple 2004 
(TILLING-a high-throughput harvest for functional genomics. Nat Rev Genet febrero de 2004;5(2):145-50.)). 

Puede usarse mutagénesis dirigida al sitio para generar variantes de ácidos nucleicos de tipo NAP1 o partes de los 
mismos. Están disponibles varios métodos para lograr la mutagénesis dirigida al sitio, siendo los más comunes los 
métodos basados en PCR (current protocols in molecular biology. Wiley Eds.  60 
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http://www.4ulr.com/products/currentprotocols/index.html). 

La activación de ADNT, TILLING y la mutagénesis dirigida al sitio son ejemplos de tecnologías que permiten la 
generación de variantes de tipo NAP1 y alelos novedosos. 

La recombinación homóloga permite la introducción en un genoma de un ácido nucleico seleccionado en una 
posición seleccionada definida. La recombinación homóloga es una tecnología convencional usada de manera 5 
rutinaria en ciencias biológicas para organismos inferiores tales como levadura o el musgo Physcomitrella. Se han 
descrito métodos para realizar recombinación homóloga en plantas no sólo para plantas modelo (Offringa et al. 
Extrachromosomal homologous recombination and gene targeting in plant cells after Agrobacterium-mediated 
transformation. 1990 EMBO J. octubre de 1990; 9(10):3077-84) sino también para plantas de cultivo, por ejemplo 
arroz (Terada R, Urawa H, Inagaki Y, Tsugane K, lida S. Efficient gene targeting by homologous recombination in 10 
rice. Nat Biotechnol. 2002. lida y Terada: A tale of two Integrations, transgene and T-DNA: gene targeting by 
homologous recombination in rice. Curr Opin Biotechnol. abril de 2004; 15(2):132-8). El ácido nucleico que va a 
dirigirse (que puede ser un ácido nucleico de tipo NAP1 o variante del mismo tal como se definió anteriormente en el 
presente documento) no es necesario que se dirija al locus de un gen de tipo NAP1, sino que puede introducirse en, 
por ejemplo, regiones de alta expresión. El ácido nucleico que va a dirigirse puede ser un alelo mejorado usado para 15 
reemplazar el gen endógeno o puede introducirse además del gen endógeno. 

Las proteínas de tipo NAP1 tienen una organización de dominios típica, que consiste en un dominio NAP seguido 
por una región C-terminal ácida. Por tanto, se prevé que la modificación mediante ingeniería genética de los 
dominios de la proteína de tipo NAP1 de tal manera que la actividad de la proteína de tipo NAP1 se conserve o 
modifique, es útil para realizar los métodos de la invención. Un tipo preferido de variantes incluye las generadas 20 
mediante la deleción de dominios, apilamiento o intercambio de ADN (véanse, por ejemplo, He et al., Science 288, 
2360-2363, 2000; o las patentes estadounidenses 5.811.238 y 6.395.547), siempre que la proteína de tipo NAP1 
resultante comprenda un dominio NAP y una región C-terminal ácida de 20 a 25 aminoácidos que comprende al 
menos 13 residuos de ácido glutámico y/o aspártico. También puede usarse la evolución dirigida para generar 
variantes de ácidos nucleicos que codifican para una proteína de tipo NAP1. Esto consiste en iteraciones de 25 
intercambio de ADN seguido por el examen y/o la selección apropiados para generar variantes de ácidos nucleicos 
de tipo NAP1 o partes de los mismos que codifican para polipéptidos de tipo NAP1 u homólogos o partes de los 
mismos que tienen una actividad biológica modificada (Castle et al., (2004) Science 304(5674): 1151-4; patentes 
estadounidenses 5.811.238 y 6.395.547). 

Por consiguiente, como otro aspecto de la invención, se proporciona un método para mejorar el rendimiento de 30 
semillas en comparación con plantas de tipo natural correspondientes, que comprende modular la expresión, 
preferiblemente aumentar la expresión en una planta de una secuencia de ácido nucleico que codifica para una 
proteína de tipo NAP1, en el que la secuencia de ácido nucleico codifica para una proteína de tipo NAP1 tal como se 
define en la reivindicación 1. 

Preferiblemente, el aumento del rendimiento de semillas comprende uno o más de aumento del índice de cosecha, 35 
aumento del número de semillas llenas y/o aumento del peso total de semillas. 

En los métodos de la presente invención, se prevé el aumento de la expresión de un ácido nucleico introduciendo 
una secuencia de ácido nucleico que codifica para la proteína de tipo NAP1. Modular la expresión (aumentar o 
disminuir la expresión) de un ácido nucleico que codifica para una proteína de tipo NAP1 o modular la actividad y/o 
los niveles de la propia proteína de tipo NAP1 engloba la expresión alterada de un gen y/o la actividad alterada y/o 40 
los niveles de un producto génico, concretamente un polipéptido, en células o tejidos específicos. La expresión 
alterada (aumentada o disminuida) de un gen y/o la actividad alterada (aumentada o disminuida) y/o los niveles de 
un producto génico puede efectuarse, por ejemplo con medios recombinantes. Modular la expresión de un gen y/o 
los niveles de un producto génico y/o modular la actividad de un producto génico puede efectuarse directamente a 
través de la modulación de la expresión de un gen que codifica para una proteína de tipo NAP1 y/o directamente a 45 
través de la modulación de la actividad y/o los niveles de una proteína de tipo NAP1. La expresión modulada puede 
resultar de los niveles de la expresión alterada de un gen endógeno de tipo NAP1 y/o puede resultar de la expresión 
modulada de una proteína de tipo NAP1 que codifica para ácido nucleico que se introdujo previamente en una 
planta. De manera similar, los niveles y/o la actividad modulados de una proteína de tipo NAP1 pueden ser el 
resultado de niveles de expresión alterados de un gen endógeno de tipo NAP1 y/o puede resultar de la expresión 50 
alterada de una proteína de tipo NAP1 que codifica para ácido nucleico que se introdujo previamente en una planta. 
Adicional o alternativamente, la modulación de la expresión tal como se mencionó anteriormente se efectúa de 
manera indirecta, por ejemplo puede efectuarse como resultado de una disminución o un aumento de los niveles y/o 
la actividad de factores que controlan la expresión de un gen de tipo NAP1 o que influye en la actividad y/o los 
niveles de la proteína de tipo NAP1. 55 

Según una realización preferida de la presente invención, el aumento de la expresión de un ácido nucleico que 
codifica para una proteína de tipo NAP1 y/o la modulación de la actividad y/o los niveles de la propia proteína de tipo 
NAP1 se efectúa mediante medios recombinantes. Tales medios recombinantes pueden comprender un enfoque 

E05729788
16-04-2013ES 2 403 414 T3

 



11 

directo y/o indirecto para la modulación de la expresión de un ácido nucleico y/o para la modulación de la actividad 
y/o los niveles de una proteína. 

Un enfoque directo y preferido para modular la expresión de un gen de tipo NAP1 o modular la actividad y/o los 
niveles de una proteína de tipo NAP1, comprende introducir en una planta una secuencia aislada de ácido nucleico 
que codifica para una proteína de tipo NAP1 tal como se define en la reivindicación 1. El ácido nucleico puede 5 
introducirse en una planta mediante, por ejemplo, transformación. Por tanto, según un aspecto preferido de la 
presente invención, se proporciona un método para aumentar el rendimiento de semillas de una planta que 
comprende una modificación genética de la planta, comprendiendo la modificación genética introducir un ácido 
nucleico que codifica para una proteína de tipo NAP1 en una planta. El aumento del rendimiento de la planta es 
aumento del rendimiento de semillas, más preferiblemente comprende uno o más de aumento del índice de 10 
cosecha, aumento del número de semillas llenas o aumento del peso total de semillas. 

Según un aspecto preferido de la presente invención, se prevé la potenciación o el aumento de la expresión de un 
ácido nucleico. Están bien documentados en la técnica métodos para obtener la potenciación o el aumento de la 
expresión de genes o productos génicos e incluyen, por ejemplo, sobreexpresión dirigida por un promotor adecuado 
(preferiblemente, fuerte), el uso de potenciadores de la transcripción o potenciadores de la traducción. El término 15 
sobreexpresión tal como se usa en el presente documento significa cualquier forma de expresión que es adicional al 
nivel de expresión de tipo natural original. Preferiblemente el ácido nucleico que va a introducirse en la planta y/o el 
ácido nucleico que va a sobreexpresarse en las plantas está en el sentido codificante con respecto al promotor al 
que está unido operativamente. Preferiblemente, el ácido nucleico que va a sobreexpresarse codifica para una 
proteína de tipo NAP1 definida en la reivindicación 1, además preferiblemente la secuencia de ácido nucleico que 20 
codifica para la proteína de tipo NAP1 se aísla de una planta dicotiledónea, preferiblemente de la familia 
Brassicaceae, además preferiblemente la secuencia se aísla de Arabidopsis thaliana, lo más preferiblemente la 
secuencia de ácido nucleico es tal como se representa por SEQ ID NO: 1 o una parte de la misma, o codifica para 
una secuencia de aminoácidos tal como se representa por SEQ ID NO: 2 o un homólogo, derivado o fragmento 
activo de la misma. Alternativamente, la secuencia de ácido nucleico que codifica para la proteína de tipo NAP1 es 25 
tal como se representa en SEQ ID NO: 20 (número de registro GenBank NM101738) o es una parte de la misma, o 
codifica para una secuencia de aminoácidos representada en SEQ ID NO: 21 (número de registro GenBank 
NP564063) o codifica para un homólogo, derivado o fragmento activo de la misma. Debe indicarse que la 
aplicabilidad de la invención no se basa en el uso del ácido nucleico representado por SEQ ID NO: 1, ni en la 
secuencia de ácido nucleico que codifica para la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 2, sino que pueden 30 
usarse otras secuencias de ácido nucleico que codifican para homólogos, derivados o fragmentos activos de SEQ ID 
NO: 2, o partes de SEQ ID NO: 1, o secuencias que se hibridan con SEQ ID NO: 1, en los métodos de la presente 
invención. En particular, también son útiles homólogos de otras especies tales como tabaco (SEQ ID NO: 7 ó 9), 
maíz (SEQ ID NO: 13 ó 19), Medicago sativa (SEQ ID NO: 11), tomate (SEQ ID NO: 23) o arroz (SEQ ID NO: 15 ó 
17) en los métodos de la presente invención. 35 

La presente invención se refiere a métodos para mejorar características de crecimiento de una planta o a métodos 
para producir plantas con características de crecimiento mejoradas, en los que las características de crecimiento 
incluyen aumento del rendimiento, que comprende uno cualquiera o más de: aumento del número de vástagos, 
aumento del número de primeras panículas (que son la panícula más alta y todas las panículas que se solapan con 
la panícula más alta cuando se alinean en vertical), aumento del número de segundas panículas, aumento del 40 
número total de semillas, aumento del número de semillas llenas, aumento del peso de semilla total por planta, 
aumento del índice de cosecha, aumento del peso de mil granos. La presente invención también proporciona 
métodos para mejorar una de las características de crecimiento mencionadas anteriormente, sin provocar una 
penalización en una de las demás características de crecimiento, por ejemplo aumento del número de semillas 
llenas cuando se conserva el mismo número de espiguillas por panícula. 45 

El término “aumento del rendimiento” engloba un aumento en la biomasa en una o más partes de una planta con 
relación a la(s) parte(s) correspondiente(s) de plantas de tipo natural. El término engloba un aumento en el 
rendimiento de semillas, incluyendo un aumento en la biomasa de la semilla (peso de semilla) y/o un aumento en el 
número de semillas (llenas) y/o en el tamaño de las semillas y/o un aumento en el volumen de semilla, cada uno con 
relación a plantas de tipo natural correspondientes. Dependiendo del cultivo, las partes de la planta en cuestión 50 
pueden ser biomasa por encima del suelo (por ejemplo, maíz, cuando se usa como ensilado, caña de azúcar), raíces 
(por ejemplo, remolacha azucarera), frutos (por ejemplo, tomate), fibras de algodón, o cualquier otra parte de la 
planta que sea de valor económico. Tomando el arroz como ejemplo, un aumento de rendimiento puede 
manifestarse mediante un aumento en uno o más de los siguientes: número de panículas por planta, número de 
espiguillas por panícula, número de flores por panícula, aumento en la tasa de llenado de semillas, aumento en el 55 
peso de mil granos, entre otros. Para el maíz, el aumento del rendimiento de semillas puede reflejarse, por ejemplo, 
en un aumento de filas (de semillas) por mazorca y/o un aumento del número de granos por fila. Un aumento en el 
tamaño y/o volumen de semilla también puede influir en la composición de semillas. Un aumento en el rendimiento 
de semillas podría deberse a un aumento en el número y/o el tamaño de las flores. Un aumento en el rendimiento 
también podría aumentar el índice de cosecha, que se expresa como una razón del rendimiento de partes 60 
cosechables, tales como semillas, con respecto a la biomasa total; o el peso de mil granos. El aumento del 
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rendimiento también engloba la capacidad para la plantación a mayor densidad (número de plantas por hectárea o 
acre). 

También la división celular modificada puede contribuir al aumento de rendimiento. El término “división celular 
modificada” engloba un aumento o una disminución en la división celular o una citocinesis/división celular anómala, 
plano de división alterado, polaridad celular alterada, diferenciación celular alterada. El término también comprende 5 
fenómenos tales como endomitosis, acitocinesis, poliploidía, politenia y endorreduplicación. 

Puede preverse que plantas que tienen un aumento del rendimiento también presenten una velocidad de crecimiento 
modificada en comparación con plantas de tipo natural correspondientes. El término “velocidad de crecimiento 
modificada” tal como se usa en el presente documento engloba, pero no se limita a, una velocidad de crecimiento 
más rápida en una o más partes de una planta (incluyendo semillas), en una o más etapas en el ciclo vital de una 10 
planta. Las plantas con crecimiento mejorado pueden mostrar una curva de crecimiento modificada y pueden tener 
valores modificados para su Tmid o T90 (respectivamente el tiempo necesario para alcanzar la mitad de su tamaño 
máximo o el 90% de su tamaño máximo, cada uno con relación a plantas de tipo natural correspondientes). El 
término “crecimiento mejorado” engloba vigor potenciado, floración más temprana, tiempo de ciclación modificado. 

Según una característica preferida de la presente invención, la realización de los métodos según la presente 15 
invención da como resultado plantas que tienen un aumento del rendimiento, en particular plantas que tienen 
aumento del rendimiento de semillas. Preferiblemente, el aumento del rendimiento de semillas incluye al menos un 
aumento en uno cualquiera o más del número de semillas llenas, el peso total de semillas y el índice de cosecha, 
cada uno con relación a plantas control. Por tanto, según la presente invención, se proporciona un método para 
aumentar el rendimiento de plantas, comprendiendo el método modular la expresión de una secuencia de ácido 20 
nucleico que codifica para una proteína de tipo NAP1 definida en la reivindicación 1 en una planta. Preferiblemente 
cuando la proteína de tipo NAP1 está codificada por una secuencia de ácido nucleico representada por SEQ ID NO: 
1 o una parte de la misma o por secuencias que pueden hibridarse con la misma o cuando la proteína de tipo NAP1 
está representada por SEQ ID NO: 2 o es un homólogo, derivado o fragmento activo de la misma. Alternativamente, 
la proteína de tipo NAP1 puede estar codificada por secuencias de ácido nucleico representadas en SEQ ID NO: 20 25 
(número de registro GenBank NM101738), SEQ ID NO: 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 ó 22, o la proteína de tipo NAP1 
puede ser tal como se representa en SEQ ID NO: 21 (número de registro GenBank NP564063), SEQ ID NO: 7, 9, 
11, 13, 15, 17, 19, 23. 

Los métodos de la presente invención son favorables para aplicarse a plantas de cultivo porque los métodos de la 
presente invención se usan para aumentar uno o más del peso total de semillas, el número de semillas llenas y el 30 
índice de cosecha de una planta. Por tanto, los métodos de la presente invención son particularmente útiles para 
plantas de cultivo cultivadas para sus semillas, tales como cereales, girasol, soja, guisante, lino, altramuces, canola. 
Por consiguiente, una realización particular de la presente invención se refiere a un método para aumentar el 
rendimiento de semillas (aumento del peso total de semillas, aumento del número de semillas llenas y/o para 
aumentar el índice de cosecha) de un cereal. 35 

Según una realización adicional, se proporcionan constructos genéticos y vectores para facilitar la introducción y/o la 
expresión de las secuencias de nucleótidos útiles en los métodos. Por tanto, según una segunda realización, se 
proporciona un constructo génico para la expresión en una planta, que comprende: 

(i) una secuencia de ácido nucleico que codifica para una proteína de tipo NAP1; 

(ii) una o más secuencias de control que pueden dirigir la expresión en una planta de la secuencia de ácido nucleico 40 
de (i); y opcionalmente 

(iii) una secuencia de terminación de la transcripción. 

Pueden crearse constructos útiles en los métodos según la presente invención usando tecnología de ADN 
recombinante bien conocida por los expertos en la técnica. Los constructos génicos pueden insertarse en vectores, 
que pueden estar disponibles comercialmente, ser adecuados para la transformación en plantas y adecuados para la 45 
expresión del gen de interés en las células transformadas. El constructo genético puede ser un vector de expresión 
en el que la secuencia de ácido nucleico está unida operativamente a una o más secuencias de control que permiten 
la expresión en células huésped procariotas y/o eucariotas. 

Según una realización preferida de la invención, el constructo genético es un vector de expresión diseñado para 
sobreexpresar la secuencia de ácido nucleico. La secuencia de ácido nucleico que puede modular la expresión de 50 
un ácido nucleico que codifica para una proteína de tipo NAP1 es una secuencia de ácido nucleico que codifica para 
una proteína de tipo NAP1 tal como se define en la reivindicación 1. Una secuencia de ácido nucleico preferida es la 
secuencia representada por SEQ ID NO: 1 o una parte de la misma o secuencias que pueden hibridarse con la 
misma en condiciones rigurosas o una secuencia de ácido nucleico que codifica para una proteína representada por 
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SEQ ID NO: 2. Preferiblemente, este ácido nucleico se clona en la orientación sentido con relación a la secuencia de 
control a la que está unido operativamente. 

Se transforman plantas con un vector que comprende la secuencia de interés (es decir, la secuencia de ácido 
nucleico que puede modular la expresión de ácido nucleico que codifica para una proteína de tipo NAP1), estando la 
secuencia unida operativamente a una o más secuencias de control (al menos un promotor). Los términos “elemento 5 
regulador”, “secuencia de control” y “promotor” se usan todos en el presente documento de manera intercambiable y 
han de tomarse en un contexto amplio para referirse a secuencias reguladores de ácido nucleico que pueden 
efectuar la expresión de las secuencias a las que se ligan. Están englobadas por los términos mencionados 
anteriormente, secuencias reguladoras de la transcripción derivadas de un gen genómico eucariota clásico 
(incluyendo la caja TATA que se requiere para la iniciación de la transcripción exacta, con o sin una secuencia de 10 
caja CCAAT) y elementos reguladores adicionales (es decir, secuencias de activación en el sentido de 5’, 
potenciadores y silenciadores) que alteran la expresión génica en respuesta a estímulos de desarrollo y/o externos, 
o de manera específica del tejido. También está incluida dentro del término una secuencia reguladora de la 
transcripción de un gen procariota clásico, en cuyo caso puede incluir una secuencia de caja -35 y/o secuencias 
reguladores de la transcripción de caja -10. El término “elemento regulador” también engloba una molécula de fusión 15 
sintética o un derivado que confiere, activa o potencia la expresión de una molécula de ácido nucleico en una célula, 
un tejido o un órgano. El término “unido operativamente” tal como se usa en el presente documento se refiere a una 
unión funcional entre la secuencia promotora y el gen de interés, de manera que la secuencia promotora puede 
iniciar la transcripción del gen de interés. 

Ventajosamente, puede usarse cualquier tipo de promotor para dirigir la expresión de la secuencia de ácido nucleico 20 
dependiendo del resultado deseado. Preferiblemente, la secuencia de ácido nucleico que codifica para una proteína 
de tipo NAP1 está unida operativamente a un promotor constitutivo. El término “constitutivo” tal como se define en el 
presente documento se refiere a un promotor que se expresa predominantemente en al menos un tejido u órgano y 
predominantemente en cualquier etapa vital de la planta. Preferiblemente, el promotor se expresa 
predominantemente en la totalidad de la planta. Preferiblemente, el promotor constitutivo es el promotor GOS2 del 25 
arroz, o un promotor de fuerza similar y/o un promotor con un patrón de expresión similar. Alternativamente, pueden 
usarse promotores específicos de tejido. Por ejemplo, en los casos en los que se prevé el aumento del rendimiento 
de semillas, puede contemplarse el uso de promotores preferidos para semillas, preferidos para flores, promotores 
preferidos para meristemo o promotores activos en células en división. Pueden analizarse la fuerza del promotor y/o 
el patrón de expresión por ejemplo acoplando el promotor a un gen indicador y someter a ensayo la expresión del 30 
gen indicador en diversos tejidos de la planta. Un gen indicador adecuado bien conocido por un experto en la técnica 
es beta-glucuronidasa. Se presentan ejemplos de promotores alternativos con su patrón de expresión respectivo en 
la tabla 2, y estos promotores o derivados de los mismos pueden ser útiles para los métodos de la presente 
invención. 

Tabla 2: Ejemplos de promotores para su uso en la realización de la presente invención  35 

Fuente del gen  Patrón de expresión  Bibliografía  

Actina  constitutivo  McElroy et al, Plant Cell, 2: 163-171, 
1990  

35S de VMCo  constitutivo  Odell et al, Nature, 313: 810-812, 
1985  

19S de VMCo constitutivo  Nilsson et al., Physiol. Plant. 100: 
456-462, 1997  

GOS2  constitutivo  de Pater et al, Plant J Nov;2(6):837-
44, 1992  

ubiquitina  constitutivo  Christensen et al, Plant Mol. Biol. 18: 
675-689, 1992  

ciclofilina del arroz constitutivo  Buchholz et al. Plant Mol Biol. 25(5): 
837-43, 1994  
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(continuación) 
 

Fuente del gen  Patrón de expresión  Bibliografía  

histona H3 del maíz  constitutivo  Lepetit et al, Mol. Gen. Genet 231: 
276-285, 1992  

actina 2  constitutivo  An et al, Plant J. 10(1); 107-121, 
1996  

genes específicos de semilla  semilla  Simon, et al., Plant Mol. Biol. 5: 191, 
1985; Scofield, et al., J. Biol. Chem. 
262:12202,1987.; Baszczynski, et al., 
Plant Mol. Biol. 14: 633, 1990.  

albúmina de nuez de Brasil  semilla  Pearson, et al., Plant Mol. Biol. 18: 
235-245, 1992.  

legumina  semilla  Ellis, et al., Plant Mol. Biol. 10: 203-
214, 1988.  

glutelina (arroz)  semilla  Takaiwa, et al., Mol. Gen. Genet. 
208: 15-22, 1986; Takaiwa, et al., 
FEBS Letts. 221:43-47, 1987.  

zeína  semilla  Matzke et al Plant Mol Biol, 14(3): 
323-32 1990  

napA  semilla  Stalberg, et al, Planta 199: 515-519, 
1996.  

glutenina-1 LMW y HMW del trigo endospermo  Mol Gen Genet 216:81-90, 1989; 
NAR 17:461-2, 1989  

SPA del trigo  semilla  Albani et al, Plant Cell, 9: 171-184, 
1997  

α, β, γ-gliadinas del trigo  endospermo  EMBO 3:1409-15, 1984  

promotor de Itr1 de la cebada  endospermo   

hordeína B1, C, D de la cebada  endospermo  Theor Appl Gen 98:1253-62, 1999; 
Plant J 4:343-55,1993;MolGen Genet 
250:750-60, 1996  

DOF de la cebada  endospermo  Mena et al, The Plant Journal, 
116(1): 53-62, 1998  

blz2  endospermo  Documento EP99106056.7  

promotor sintético endospermo  Vicente-Carbajosa et al., Plant J. 13: 
629-640, 1998.  

prolamina NRP33 del arroz  endospermo  Wu et al, Plant Cell Physiology 39(8) 
885-889, 1998  
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(continuación) 
 

Fuente del gen  Patrón de expresión  Bibliografía  

α-globulina Glb-1 del arroz  endospermo  Wu et al, Plant Cell Physiology 39(8) 
885-889, 1998  

OSH1 del arroz  embrión  Sato et al, Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 93: 8117-8122, 1996  

α-globulina REB/OHP-1 del arroz endospermo  Nakase et al. Plant Mol. Biol. 33: 
513-522, 1997  

ADP-glucosa PP del arroz  endospermo  Trans Res 6:157-68, 1997  

familia de genes ESR del maíz  endospermo  Plant J 12:235-46, 1997  

γ-kafirina del sorgo  endospermo  PMB 32:1029-35, 1996  

KNOX  embrión  Postma-Haarsma et al, PlantMol. 
Biol. 39:257-71, 1999  

oleosina del arroz  embrión y aleurona  Wu et at, J. Biochem., 123:386, 1998  

oleosina del girasol semilla (embrión y semilla 
seca)  

Cummins, et al., Plant Mol. Biol. 19: 
873-876,1992  

AtPRP4  flores  http://salus.medium.edu/mmg/tierney/
html  

chalcona sintasa (chsA)  flores  Van der Meer, et al., Plant Mol. Biol. 
15, 95-109, 1990.  

LEAFY  meristemo de brote  Weigel et al., Cell 69:843-859, 1992.  

knat1 de Arabidopsis thaliana  meristemo de brote  Número de registro AJ131822  

kn1 de Malus domestica  meristemo de brote  Número de registro Z71981  

CLAVATA1  meristemo de brote Número de registro AF049870  

Ciclina B1;1 del tabaco (N. 
sylvestris)  

Células en división /tejido 
meristemático  

Trehin et al. 1997 Plant Mol.Biol. 35, 
667-672.  

Ciclinas mitóticas CYS (tipo A) y 
CYM (tipo B) de Catharanthus 
roseus  

Células en división /tejido 
meristemático  

Ito et al. 1997 Plant J. 11, 983-992  

cyc1At (=cyc B1;1) y cyc3aAt (tipo 
A) de Arabidopsis 

Células en división /tejido 
meristemático  

Shaul et al. 1996 
Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 93,4868-
4872.  

Caja del promotor tef1 de 
Arabidopsis  

Células en división /tejido 
meristemático  

Regad et al. 1995 Mol.Gen.Genet 
248, 703-711.  

cyc07 de Catharanthus roseus  Células en división /tejido 
meristemático  

Ito et al. 1994 Plant Mol. Biol. 24, 
863-878.  

 

Opcionalmente, también pueden usarse una o más secuencias terminadoras en el constructo introducido en una 
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planta. El término “terminador” engloba una secuencia de control que es una secuencia de ADN en el extremo de 
una unidad de transcripción que señaliza el procesamiento en 3’ y la poliadenilación de un transcrito primario y la 
terminación de la transcripción. Elementos reguladores adicionales pueden incluir potenciadores transcripcionales 
así como traduccionales. Los expertos en la técnica conocerán secuencias terminadoras y potenciadoras que 
pueden ser adecuadas para su uso en la realización de la invención. Tales secuencias las conocería o puede 5 
obtenerlas fácilmente un experto en la técnica. 

Los constructos genéticos de la invención pueden incluir además una secuencia de origen de replicación que se 
requiere para el mantenimiento y/o la replicación en un tipo celular específico. Un ejemplo es cuando se requiere 
que se mantenga un constructo genético en una célula bacteriana como un elemento genético episómico (por 
ejemplo, molécula de plásmido o cósmido). Los orígenes de replicación preferidos incluyen, pero no se limitan a, f1-10 
ori y colE1. 

El constructo genético puede comprender opcionalmente un gen marcador seleccionable. Tal como se usa en el 
presente documento, el término “gen marcador seleccionable” incluye cualquier gen que confiera un fenotipo a una 
célula en la que se expresa para facilitar la identificación y/o selección de células que se transfectan o transforman 
con un constructo de ácido nucleico de la invención. Pueden seleccionarse marcadores adecuados de marcadores 15 
que confieren resistencia a antibióticos o herbicidas, que introducen un nuevo rasgo metabólico o que permiten la 
selección visual. Los ejemplos de genes marcadores seleccionables incluyen genes que confieren resistencia a 
antibióticos (tales como nptII que fosforila neomicina y kanamicina, o hpt, que fosforila higromicina), a herbicidas (por 
ejemplo, bar que proporciona resistencia a Basta; aroA o gox que proporciona resistencia frente a glifosato), o genes 
que proporcionan un rasgo metabólico (tales como manA que permite que las plantas usen manosa como única 20 
fuente de carbono). Los genes marcadores visuales dan como resultado la formación de color (por ejemplo, β-
glucuronidasa, GUS), luminiscencia (tales como luciferasa) o fluorescencia (proteína fluorescente verde, GFP, y 
derivados de la misma). 

En una realización preferida, el constructo genético tal como se mencionó anteriormente, comprende un gen de tipo 
NAP1 en orientación sentido acoplado a un promotor que es preferiblemente un promotor constitutivo, tal como el 25 
promotor GOS2 del arroz. Por tanto, otro aspecto de la presente invención es un constructo de vector que porta un 
casete de expresión esencialmente similar a SEQ ID NO: 3, que comprende el promotor GOS2 del arroz, el gen de 
tipo NAP1 de Arabidopsis y la zeína T + secuencia de terminación de la transcripción T-rubisco deltaGA. Una 
secuencia esencialmente similar a SEQ ID NO: 3 engloba un ácido nucleico que codifica para una proteína 
homóloga a SEQ ID NO: 2 o que se hibrida con SEQ ID NO: 1, estando el ácido nucleico unido operativamente a un 30 
promotor GOS2 del arroz o un promotor con un patrón de expresión similar y/o uniéndose el ácido nucleico a una 
secuencia de terminación de la transcripción. 

Por tanto según otro aspecto, se proporciona un constructo génico, que comprende un casete de expresión en el 
que se ubica una secuencia de ácido nucleico que codifica para una proteína de tipo NAP1, elegida del grupo que 
comprende: 35 

(i) una secuencia de ácido nucleico representada por SEQ ID NO: 1 o la cadena complementaria de la misma; 

(ii) una secuencia de ácido nucleico que codifica para una secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID NO: 
2 u homólogos, derivados o fragmentos activos de la misma; 

(iii) una secuencia de ácido nucleico que puede hibridarse (preferiblemente en condiciones rigurosas) con una 
secuencia de ácido nucleico de (i) o (ii) anteriormente, codificando preferiblemente la secuencia de hibridación para 40 
una proteína que tienen actividad de proteína de tipo NAP1; 

(iv) una secuencia de ácido nucleico según (i) a (iii) anteriormente que es degenerada como resultado del código 
genético;  

(v) secuencia de ácido nucleico que es una variante alélica para las secuencias de ácido nucleico según (i) a (iii); 

(vi) secuencia de ácido nucleico que es una variante alternativa de corte y empalme para las secuencias de ácido 45 
nucleico según (i) a (iii); 

plantas que pueden obtenerse mediante los métodos según la presente invención. Las plantas que pueden 
obtenerse mediante los métodos de la presente invención, teniendo las plantas un aumento del rendimiento y 
teniendo las plantas actividad y/o niveles de proteína de tipo NAP1 modulados y/o expresión modulada de un ácido 
nucleico que codifica para una proteína de tipo NAP1. Preferiblemente, las plantas son plantas transgénicas que 50 
comprenden una secuencia aislada de ácido nucleico que codifica para una proteína de tipo NAP1, caracterizadas 
porque la planta transgénica se ha seleccionado porque tienen un aumento del rendimiento. Además 
preferiblemente, la planta transgénica se ha seleccionado por la expresión modulada de un ácido nucleico que 

E05729788
16-04-2013ES 2 403 414 T3

 



17 

codifica para una proteína de tipo NAP1. Además preferiblemente, la planta transgénica se ha seleccionado por la 
expresión modulada de un ácido nucleico que codifica para una proteína de tipo NAP1 representada por SEQ ID 
NO: 2 

Según una tercera realización de la presente invención, se proporciona un método para la producción de plantas 
transgénicas que tienen características de crecimiento mejoradas, que comprende introducción y la expresión en 5 
una planta de un ácido nucleico que codifica para una proteína de tipo NAP1 definida en la reivindicación 1. Las 
características de crecimiento mejoradas comprenden el aumento del rendimiento, más preferiblemente aumento del 
rendimiento de semillas, lo más preferiblemente que comprende uno o más de aumento del número de semillas 
llenas, aumento del índice de cosecha o aumento del peso total de semillas. 

Se da a conocer un método para la producción de plantas transgénicas que tienen un aumento del rendimiento, 10 
comprendiendo el método: 

(i) introducir en una célula vegetal una secuencia de ácido nucleico que codifica para una proteína de tipo NAP1; 

(ii) regenerar y/o hacer crecer una planta a partir de una célula de planta transgénica. 

La propia proteína de tipo NAP1 definida en la reivindicación 1 y/o el propio ácido nucleico de tipo NAP1 tal como se 
define en la reivindicación 1 pueden introducirse directamente en una célula vegetal o en la propia planta (incluyendo 15 
la introducción en un tejido, órgano o cualquier otra parte de la planta). Según una característica preferida de la 
presente invención, el ácido nucleico se introduce preferiblemente en una planta mediante transformación. El ácido 
nucleico es preferiblemente tal como se representa por SEQ ID NO: 1 o una parte de la misma o secuencias que 
pueden hibridarse con el mismo, o es un ácido nucleico que codifica para una secuencia de aminoácidos 
representada por SEQ ID NO: 2 o un homólogo, derivado o fragmento activo del mismo. Alternativamente, la 20 
secuencia de ácido nucleico es tal como se representa en SEQ ID NO: 20 (número de registro GenBank 
NM101738), SEQ ID NO: 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 22 o una parte de las mismas o secuencias que pueden hibridarse 
con cualquiera de las secuencias mencionadas anteriormente. La secuencia de aminoácidos puede ser 
alternativamente una secuencia representada en SEQ ID NO: 21 (número de registro GenBank NP564063), SEQ ID 
NO: 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 23 u homólogos, derivados o fragmentos activos de las mismas. 25 

El término “transformación” tal como se hace referencia en el presente documento engloba la transferencia de un 
polinucleótido exógeno a una célula huésped, independientemente del método usado para la transferencia. Puede 
transformarse tejido de la planta que puede dar una propagación clonal posterior, ya sea mediante organogénesis o 
embriogénesis, con un constructo genético de la presente invención y regenerarse a partir del mismo una planta 
completa. El tejido particular elegido variará dependiendo de los sistemas de propagación clonal disponibles y más 30 
idóneos para la especie particular que esté transformándose. Las dianas tisulares a modo de ejemplo incluyen 
discos foliares, polen, embriones, cotiledones, hipocótilos, megagametofitos, tejido calloso, tejido meristemático 
existente (por ejemplo, meristemo apical, yemas axilares y meristemos de raíz), y tejido de meristemo inducido (por 
ejemplo, meristemo de cotiledón y meristemo de hipocótilo). El polinucleótido puede introducirse de manera 
transitoria o estable en una célula huésped y puede mantenerse no integrado, por ejemplo, como un plásmido. 35 
Alternativamente, puede integrarse en el genoma del huésped. Entonces puede usarse la célula vegetal 
transformada resultante para regenerar una planta transformada de manera conocida por los expertos en la técnica. 

La transformación de una especie de planta es ahora una técnica bastante rutinaria. Ventajosamente, puede usarse 
cualquiera de varios métodos de transformación para introducir el gen de interés en una célula ancestral adecuada. 
Los métodos de transformación incluyen el uso de liposomas, electroporación, productos químicos que aumentan la 40 
captación de ADN libre, inyección del ADN directamente en la planta, bombardeo con pistola de partículas, 
transformación usando virus o polen y microproyección. Pueden seleccionarse los métodos del método con 
calcio/polietilenglicol para protoplastos (Krens, F.A. et al., 1882, Nature 296, 72-74; Negrutiu I. et al., junio de 1987, 
Plant Mol. Biol. 8, 363-373); electroporación de protoplastos (Shillito R.D. et al., 1985 Bio/Technol 3, 1099-1102); 
microinyección en material vegetal (Crossway A. et al., 1986, Mol. Gen Genet 202, 179-185); bombardeo con 45 
partículas recubiertas con ADN o ARN (Klein T.M. et al., 1987, Nature 327, 70) infección con virus (no integradores) 
y similares. Se producen preferiblemente plantas de arroz transgénicas que expresan un gen de tipo NAP1 a través 
de una transformación mediada por Agrobacterium usando cualquiera de los métodos bien conocidos para la 
transformación de arroz, tal como los descritos en cualquiera de los siguientes: solicitud de patente europea EP 
1198985 A1, Aldemita y Hodges (Plant, 199, 612-617, 1996); Chan et al. (Plant Mol. Biol. 22 (3) 491-506, 1993), Hiei 50 
et al. (Plant J. 6 (2) 271-282, 1994), incorporándose las descripciones como referencia al presente documento como 
si se expusieran totalmente. En el caso de la transformación de maíz, el método preferido es tal como se describe o 
bien en Ishida et al. (Nat. Biotechnol. junio de 1996; 14(6): 745-50) o bien en Frame et al. (Plant Physiol. mayo de 
2002; 129(1): 13-22), incorporándose las descripciones como referencia al presente documento como si se 
expusieran totalmente. 55 

Generalmente tras la transformación, se seleccionan células vegetales o agrupaciones de células por la presencia 
de uno o más marcadores que están codificados por genes que pueden expresarse en plantas transferidos 
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conjuntamente con el gen de interés, tras lo cual se regenera el material transformado para dar una planta completa. 

Tras la transferencia de ADN y la regeneración, pueden evaluarse plantas supuestamente transformadas, por 
ejemplo usando análisis de tipo Southern, para determinar la presencia del gen de interés, el número de copias y/o 
la organización genómica. Alternativa o adicionalmente, pueden monitorizarse los niveles de expresión del ADN 
recién introducido usando análisis de tipo Northern y/o Western, conociéndose bien ambas técnicas por los expertos 5 
habituales en la técnica. 

Las plantas transformadas generadas pueden propagarse mediante una variedad de medios, tales como mediante 
técnicas de propagación clonal o de reproducción clásicas. Por ejemplo, puede polinizarse una planta transformada 
de primera generación (o T1) para proporcionar transformantes homocigotos de segunda generación (o T2), y 
propagarse adicionalmente las plantas T2 a través de técnicas de reproducción clásicas. 10 

Los organismos transformados generados pueden adoptar una variedad de formas. Por ejemplo, pueden ser 
quimeras de células transformadas y células no transformadas; transformantes clonales (por ejemplo, para que 
todas las células transformadas contengan el casete de expresión); injertos de tejidos transformados y sin 
transformar (por ejemplo, en plantas, un portainjerto transformado injertado a una púa sin transformar). 

Se da a conocer una célula vegetal o planta producida mediante cualquiera de los métodos descritos en el presente 15 
documento, y para todas las partes de la planta y propágulos de la misma. La presente invención se extiende 
además para englobar la progenie de una célula, tejido, órgano o planta completa primario transformado o 
transfectado que se ha producido mediante cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, siendo el único 
requisito que la progenie presente la(s) misma(s) característica(s) genotípica(s) y/o fenotípica(s) que la(s) 
producida(s) en el progenitor mediante los métodos según la invención. La invención también incluye células 20 
huésped que contienen una molécula de ácido nucleico aislada que codifica para una proteína que puede modular 
los niveles y/o la actividad de una proteína de tipo NAP1, preferiblemente en las que la proteína es una proteína de 
tipo NAP1. Células huésped preferidas según la invención son células vegetales. Por tanto, la invención también 
engloba células huésped o plantas transgénicas que tienen características de crecimiento alteradas, caracterizadas 
porque la célula huésped o planta transgénica tiene la expresión modulada de una secuencia de ácido nucleico que 25 
codifica para una proteína de tipo NAP1 y/o actividad y/o nivel modulados de una proteína de tipo NAP1. 
Preferiblemente, las características de crecimiento alteradas comprenden aumento del rendimiento, más 
preferiblemente aumento del rendimiento de semillas. 

Se dan a conocer partes cosechables de una planta tales como, pero sin limitarse a, semillas, hojas, frutos, flores, 
tallos o cultivos de tallos, rizomas, raíces, tubérculos y bulbos. La invención se refiere además a productos derivados 30 
directamente de una parte cosechable de una planta de este tipo, tales como polvos o gránulos secos, aceite, grasa 
y ácidos grasos, almidón o proteínas. 

El término “planta” tal como se usa en el presente documento engloba plantas completas, ancestros y progenie de 
las plantas y partes de las plantas, células, tejidos y órganos vegetales. El término “planta” también engloba, por 
tanto, cultivos en suspensión, embriones, regiones meristemáticas, tejido calloso, hojas, flores, frutos, semillas, 35 
raíces (incluyendo rizomas y tubérculos), brotes, bulbos, tallos, gametofitos, esporofitos, polen y microesporas. Las 
plantas que son particularmente útiles en los métodos de la invención incluyen algas, helechos y todas las plantas 
que pertenecen a la superfamilia Viridiplantae, en particular plantas monocotiledóneas y dicotiledóneas, incluyendo 
forraje o leguminosas forrajeras, plantas ornamentales, cultivos de alimentos, árboles o arbustos seleccionados de la 
lista que comprende Abelmoschus spp., Acer spp., Actinidia spp., Agropyron spp., Allium spp., Amaranthus spp., 40 
Ananas comosus, Annona spp., Apium graveolens, Arabidopsis thaliana, Arachis spp., Artocarpus spp., Asparagus 
officinalis, Avena sativa, Averrhoa carambola, Benincasa hispida, Bertholletia excelsea, Beta vulgaris, Brassica spp., 
Cadaba farinosa, Camellia sinensis, Canna indica, Capsicum spp., Carica papaya, Carissa macrocarpa, Carthamus 
tinctorius, Carya spp., Castanea spp., Cichorium endivia, Cinnamomum spp., Citrullus lanatus, Citrus spp., Cocos 
spp., Coffea spp., Cola spp., Colocasia esculenta, Corylus spp., Crataegus spp., Cucumis spp., Cucurbita spp., 45 
Cynara spp., Daucus carota, Desmodium spp., Dimocarpus longan, Dioscorea spp., Diospyros spp., Echinochloa 
spp., Eleusine coracana, Eriobotrya japonica, Eugenia uniflora, Fagopyrum spp., Fagus spp., Ficus carica, Fortunella 
spp., Fragaria spp., Ginkgo biloba, Glycine spp., Gossypium hirsutum, Helianthus spp., Hibiscus spp., Hordeum spp., 
Ipomoea batatas, Juglans spp., Lactuca sativa, Lathyrus spp., Lemna spp., Lens culinaris, Linum usitatissimum, 
Litchi chinensis, Lotus spp., Luffa acutangula, Lupinus spp., Macrotyloma spp., Malpighia emarginata, Malus spp., 50 
Mammea americana, Mangifera indica, Manihot spp., Manilkara zapota, Medicago sativa, Melilotus spp., Mentha 
spp., Momordica spp., Morus nigra, Musa spp., Nicotiana spp., Olea spp., Opuntia spp., Omithopus spp., Oryza spp., 
Panicum miliaceum, Passiflora edulis, Pastinaca sativa, Persea spp., Petroselinum crispum, Phaseolus spp., 
Phoenix spp., Physalis spp., Pinus spp., Pistacia vera, Pisum spp., Poa spp., Populus spp., Prosopis spp., Pnmus 
spp., Psidium spp., Punica granatum, Pyrus communis, Quercus spp., Raphanus sativus, Rheum rhabarbarum, 55 
Ribes spp., Rubus spp., Saccharum spp., Sambucus spp., Secale cereale, Sesamum spp., Solanum spp., Sorghum 
bicolor, Spinacia spp., Syzygium spp., Tamarindus indica, Theobroma cacao, Trifolium spp., Triticoseca/e rimpaul, 
Triticum spp., Vaccinium spp., Vicia spp., Vigna spp., Vitis spp., Zea mays, Zizania palustris, Ziziphus spp., entre 
otros. 
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Según una característica preferida de la presente invención, la planta es una planta de cultivo que comprende soja, 
girasol, canola, alfalfa, colza o algodón. Además preferiblemente, la planta según la presente invención es una 
planta monocotiledónea tal como caña de azúcar, lo más preferiblemente un cereal, tal como arroz, maíz, trigo, mijo, 
cebada, avenas, sorgo. 

La presente invención también engloba el uso de ácidos nucleicos que codifican para una proteína de tipo NAP1, tal 5 
como se define en la reivindicación 1 para aumentar el rendimiento de semillas tal como se expone en las 
reivindicaciones 5 y 6. 

El uso se refiere a la mejora del rendimiento de semillas. El rendimiento de semillas puede incluir uno o más de los 
siguientes: aumento del número de semillas, aumento del número de semillas llenas, aumento del peso total de 
semillas, aumento del índice de cosecha, aumento del peso de mil granos, tasa de llenado de semillas, entre otros. 10 
Preferiblemente, la proteína de tipo NAP1 o el ácido nucleico que codifica para una proteína de tipo NAP1 es de 
origen vegetal, más preferiblemente de una planta dicotiledónea, además preferiblemente de la familia de 
Brassicaceae, lo más preferiblemente, la proteína de tipo NAP1 está codificada por SEQ ID NO: 1 o es tal como se 
representa por SEQ ID NO: 2. 

Los ácidos nucleicos de tipo NAP1 o variantes de los mismos o polipéptidos de tipo NAP1 u homólogos de los 15 
mismos pueden encontrar uso en programas de reproducción en los que se identifica un marcador de ADN que 
puede estar unido genéticamente a un gen de tipo NAP1 o variante del mismo. El gen de tipo NAP1 o variantes del 
mismo o proteína de tipo NAP1 u homólogos de la misma pueden usarse para definir un marcador molecular. Este 
marcador de proteína o ADN puede usarse entonces en programas de reproducción para seleccionar plantas que 
tienen características de crecimiento mejoradas. El gen de tipo NAP1 o variante del mismo puede ser, por ejemplo, 20 
un ácido nucleico tal como se representa por SEQ ID NO: 1, o un ácido nucleico que codifica para cualquiera de los 
homólogos mencionados anteriormente. 

Variantes alélicas de un gen que codifica para una proteína de tipo NAP1 también pueden encontrar uso en 
programas de reproducción asistidos por marcadores. Tales programas de reproducción requieren a veces la 
introducción de una variación alélica mediante tratamiento mutagénico de las plantas, usando por ejemplo 25 
mutagénesis con EMS; alternativamente, el programa puede iniciarse con una colección de variantes alélicas de las 
denominadas de origen “natural” producidas involuntariamente. Entonces tiene lugar la identificación de variantes 
alélicas mediante, por ejemplo, PCR. Esto va seguido por una etapa de selección para la selección de variantes 
alélicas superiores de la secuencia en cuestión y que dan lugar a características de crecimiento mejoradas en una 
planta, tales como aumento del rendimiento de semillas. La selección se lleva a cabo normalmente monitorizando el 30 
rendimiento de crecimiento de plantas que contienen diferentes variantes alélicas de la secuencia en cuestión, por 
ejemplo, diferentes variantes alélicas de SEQ ID NO: 1, o de ácidos nucleicos que codifican para cualquiera de los 
homólogos de planta mencionados anteriormente. El rendimiento de crecimiento puede monitorizarse en un 
invernadero o en el campo. Etapas opcionales adicionales incluyen el cruzamiento de plantas, en las que se 
identificó la variante alélica superior que daba como resultado un aumento del rendimiento de semillas, con otra 35 
planta. Esto podría usarse, por ejemplo, para preparar una combinación de características fenotípicas interesantes. 

Un ácido nucleico de tipo NAP1 o variante del mismo también puede usarse como sondas para mapear genética y 
físicamente los genes de los que son parte, y como marcadores para rasgos relacionados con esos genes. Tal 
información puede ser útil en la reproducción de plantas con el fin de desarrollar líneas con fenotipos deseados. Tal 
uso de ácidos nucleicos de tipo NAP1 o variantes de los mismos sólo requiere una secuencia de ácido nucleico de al 40 
menos 10 nucleótidos de longitud. Los ácidos nucleicos de tipo NAP1 o variantes de los mismos pueden usarse 
como marcadores de polimorfismos de longitud de fragmento de restricción (RFLP). Pueden tratarse con sonda las 
transferencias de tipo Southern de ADN genómico de planta digerido por restricción con los ácidos nucleicos de tipo 
NAP1 o variantes de los mismos. Los patrones de bandas resultantes pueden someterse entonces a análisis 
genéticos usando programas informáticos tales como MapMaker (Lander et al. (1987) Genomics 1, 174-181) con el 45 
fin de construir un mapa genético. Además, los ácidos nucleicos pueden usarse para tratar con sonda transferencias 
de tipo Southern que contienen ADN genómicos tratados con endonucleasa de restricción de un conjunto de 
individuos que representan los progenitores y la progenie de un cruzamiento genético definido. Se observa 
segregación de los polimorfismos de ADN y se usa para calcular la posición del ácido nucleico de tipo NAP1 o 
variante del mismo en el mapa genético obtenido previamente usando esta población (Botstein et al. (1980) Am. J. 50 
Hum. Genet 32, 314-331). 

La producción y el uso de sondas derivadas de genes de plantas para su uso en el mapeo genético se describen en 
Bematzky y Tanksley (Plant Mol. Biol. Reporter 4, 37-41, 1986). Numerosas publicaciones describen mapeo 
genético de clones de ADNc específicos usando la metodología expuesta anteriormente o variaciones de la misma. 
Por ejemplo, pueden usarse para el mapeo poblaciones de intercruzamiento F2, poblaciones de retrocruzamiento, 55 
poblaciones apareadas aleatoriamente, líneas casi isogénicas y otros conjuntos de individuos. Tales metodologías 
las conocen bien los expertos en la técnica. 

También pueden usarse sondas de ácido nucleico para mapeo físico (es decir, colocación de secuencias en mapas 
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físicos; véanse Hoheisel et al. En: Nonmammalian Genomic Analysis: A Practical Guide, Academic Press 1996, 
págs. 319-346, y la bibliografía citada en el mismo). 

En otra realización, pueden usarse sondas de ácido nucleico en mapeo mediante hibridación in situ con 
fluorescencia directa (FISH) (Trask (1991) Trends Genet 7, 149-154). Aunque los métodos actuales de mapeo 
mediante FISH favorecen el uso de clones grandes (de varios a varios cientos de kb; véase Laan et al. (1995) 5 
Genome Res. 5, 13-20), las mejoras en la sensibilidad pueden permitir la realización de mapeo mediante FISH 
usando sondas más cortas. 

Puede llevarse a cabo una variedad de métodos basados en la amplificación de ácidos nucleicos de mapeo genético 
y físico usando los ácidos nucleicos. Los ejemplos incluyen amplificación específica de alelo (Kazazian (1989) J. 
Lab. Clin. Med. 11, 95-96), polimorfismo de fragmentos amplificados por PCR (CAPS; Sheffield et al. (1993) 10 
Genomics 16, 325-332), ligamiento específico de alelo (Landegren et al. (1988) Science 241, 1077-1080), 
reacciones de extensión de nucleótidos (Sokolov (1990) Ácido nucleico Res. 18, 3671), mapeo de híbridos por 
radiación (Walter et al. (1997) Nat. Genet 7, 22-28) y mapeo HAPPY (Dear y Cook (1989) Nucleic Acid Res. 17, 
6795-6807). Para estos métodos, se usa la secuencia de un ácido nucleico para diseñar y producir pares de 
cebadores para su uso en la reacción de amplificación o en reacciones de extensión con cebadores. El diseño de 15 
tales cebadores lo conocen bien los expertos en la técnica. En métodos que emplean mapeo genético basado en 
PCR, puede ser necesario identificar diferencias en la secuencia de ADN entre los progenitores del cruzamiento de 
mapeo en la región correspondiente a la presente secuencia de ácido nucleico. Esto, sin embargo, generalmente no 
es necesario para métodos de mapeo. 

De esta manera, pueden realizarse la generación, la identificación y/o el aislamiento de plantas modificadas con la 20 
actividad de tipo NAP1 alterada que presentan características de crecimiento mejoradas. 

Los ácidos nucleicos de tipo NAP1 o variantes de los mismos o polipéptidos de tipo NAP1 u homólogos de los 
mismos también pueden encontrar uso como reguladores del crecimiento. Puesto que estas moléculas han 
mostrado que son útiles en la mejora de las características de crecimiento de plantas, también serán útiles como 
reguladores del crecimiento, tales como herbicidas o estimuladores del crecimiento. La presente invención 25 
proporciona, por tanto, una composición que comprende un ácido nucleico de tipo NAP1 o variante del mismo o un 
polipéptido de tipo NAP1 u homólogo del mismo, junto con un portador, diluyente o excipiente adecuado, para su 
uso como regulador del crecimiento, preferiblemente como promotor del crecimiento, más preferiblemente para 
aumentar el rendimiento. 

Los métodos según la presente invención dan como resultado plantas que tienen un rendimiento de semillas 30 
mejorados tal como se describió anteriormente en el presente documento. Estas características de crecimiento 
ventajosas también pueden combinarse con otros rasgos ventajosos desde el punto de vista económico, tales como 
rasgos de potenciación del rendimiento adicionales, tolerancia a diversos estrés, rasgos que modifican diversas 
características arquitectónicas y/o características bioquímicas y/o fisiológicas. Por consiguiente, los métodos de la 
presente invención también pueden usarse en los denominados procedimientos de “apilamiento de genes”.  35 

Descripción de las figuras 

La presente invención se describirá a continuación con referencia a las siguientes figuras, en las que: 

Figura 1. Árbol filogenético que representa las relaciones entre proteínas NAP y SET de levadura, hombre y plantas. 
Se estableció el árbol mediante el programa AlignX de VNTI serie 5.5 (Informax, http://www.informaxinc.com/). La 
matriz usada para generar la alineación múltiple es Blosum62 y los parámetros de alineación usados fueron: 40 
penalización por apertura de hueco, 10; penalización por extensión de hueco, 0,5; intervalo de penalización por 
separación de hueco, 8; % de identidad para el retardo de alineación, 40. Se construye el árbol filogenético usando 
el método del vecino más cercano de Saitou y Nei. Los números de registro GenBank y MIPS (para Arabidopsis 
thaliana) de las secuencias usadas en la alineación se indican en el árbol. At: Arabidopsis thaliana, Gm: Glycine 
max, Nt: Nicotiana tabacum (secuencias derivadas del documento WO 03/085115), Os: Oryza sativa, Ps: Pisum 45 
sativum, Zm: Zea mays, Hs: Homo sapiens, Sc: Saccharomyces cerevisiae. 

Figura 2. Presentación esquemática del clon de entrada p68, que contiene CDS0406 dentro de los sitios AttL1 y 
AttL2 para la clonación Gateway® en la estructura principal de pDONR201. CDS0406 es el código interno para la 
secuencia codificante de la proteína de tipo NAP1 de Arabidopsis. Este vector contiene también un casete de 
resistencia a kanamicina bacteriano y un origen de replicación bacteriano. 50 

Figura 3. Vector binario para la expresión en Oryza sativa del gen de tipo NAP1 de Arabidopsis (CDS0406) bajo el 
control del promotor GOS2 (PRO0129). Este vector contiene un ADN-T derivado del plásmido Ti, limitado por un 
borde izquierdo (repetición de LB, LB Ti C58) y un borde derecho (repetición de RB, RB Ti C58)). Desde el borde 
izquierdo al borde derecho, este ADN-T contiene: un casete para la selección de antibióticos de plantas 
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transformadas; un casete de marcador seleccionable para el examen visual de plantas transformadas y el casete de 
terminación doble PRO0129 - CDS0406 -zeína y rbcS-deltaGA para la expresión del gen de tipo NAP1 de 
Arabidopsis. Este vector también contiene un origen de replicación de pBR322 para la replicación bacteriana y un 
marcador seleccionable (Spe/SmeR) para la selección bacteriana con espectinomicina y estreptomicina. 

Figura 4. La proteína de tipo NAP1 de Medicago se expresó en E. coli y se purificó a partir del extracto celular en 5 
bruto mediante cromatografía de afinidad a través de la cola de 6XHIS. Se visualiza la elución de la proteína de 
34 kD a diferentes concentraciones de imidazol a partir de la resina de níquel-agarosa mediante inmunotransferencia 
de tipo Western usando anticuerpo anti-6xHIS (Sigma, St Louis, EE.UU.). 

Figura 5. Alineación de la proteína de tipo NAP1 de Arabidopsis thaliana (de tipo AtNAP1) y la proteína de tipo NAP1 
de Medicago sativa (de tipo MsNAP1) usando el algoritmo de Needleman y Wunsch. Se fijó la penalización por 10 
apertura de hueco en 10, la penalización por extensión de hueco era de 0,5. Con estos ajustes, la identidad de 
secuencia era del 71,2% y la homología de secuencia era del 84,5%. 

Figura 6. La proteína de tipo NAP1 tiene una localización nuclear en plantas. A) La proteína de tipo NAP1 de 
Medicago ha mostrado que se localiza en el núcleo de células de alfalfa cultivadas mediante inmunofluorescencia 
indirecta usando un anticuerpo producido frente a la proteína purificada (fotografía a la izquierda del panel A). Para 15 
confirmar la localización nuclear, se tiñeron los núcleos en paralelo con el colorante fluorescente DAPI, (fotografía a 
la derecha del panel A). En la inserción, la flecha apunta a una célula en metafase. Una fluorescencia débil indica 
baja abundancia de la proteína de tipo NAP1 alrededor de los cromosomas en las células en metafase sin un 
compartimento nuclear. B) La proteína de tipo NAP1 de Arabidopsis expresada de manera transitoria, fusionada a 
GFP, se localiza en el núcleo de células de Arabidopsis tras una captación mediada por PEG del constructo génico 20 
en protoplastos. 

Figura 7. La proteína de tipo NAP1 de Medicago purificada inhibe in vitro la actividad de desfosforilación de la fosfo-
histona H2B de PP2A (purificada a partir de músculo esquelético de conejo), pero no tiene influencia sobre la 
desfosforilación de la glucógeno fosforilasa por la misma enzima. 

Figura 8. Ejemplos de secuencias útiles en la realización de los métodos según la presente invención. 25 

Ejemplos 

La presente invención se describirá a continuación con referencia a los siguientes ejemplos, que son a modo de 
ilustración solos. 

A menos que se establezca de otro modo, se realizan técnicas de ADN recombinante según protocolos 
convencionales descritos en (Sambrook (2001) Molecular Cloning: a laboratory manual, 3ª edición Cold Spring 30 
Harbor Laboratory Press, CSH, Nueva York) o en los volúmenes 1 y 2 de Ausubel et al. (Current Protocols in 
Molecular Biology. Nueva York: John Wiley y Sons, 1998). Se describen materiales y métodos convencionales para 
el trabajo molecular con plantas en Plant Molecular Biology Labfase (1993) de R.D.D. Croy, publicado por BIOS 
Scientific Publications Ltd (R.U.) y Blackwell Scientific Publications (R.U.). 

Ejemplo 1: Clonación de genes 35 

Se amplificó la proteína de tipo NAP1 de Arabidopsis (referencia interna CDS0406) por PCR usando como molde 
una biblioteca de ADNc de plántulas de Arabidopsis thaliana (Invitrogen, Paisley, R.U.). Tras transcripción inversa 
del ARN extraído de plántulas, se clonaron los ADNc en pCMV Sport 6.0. El tamaño de inserto promedio del banco 
era de 1,5 kb, y el número original de clones era de 1,59x107 ufc. Se determinó que el título original era de 
9,6x105 ufc/ml, tras la primera amplificación de 6x1011 ufc/ml. Tras la extracción de plásmidos, se usaron 200 ng de 40 
molde en una mezcla para PCR de 50 µl. Se usaron los cebadores prm1505 (SEQ ID NO: 4) y prm1506 (SEQ ID 
NO: 5), que incluyen los sitios AttB para la recombinación Gateway, para la amplificación por PCR. Se realizó la 
PCR usando Hifi Taq ADN polimerasa en condiciones convencionales. Se amplificó un fragmento de PCR de 771 pb 
y se purificó usando también métodos convencionales. Entonces se realizó la primera etapa del procedimiento 
Gateway, la reacción de BP, durante la cual el fragmento de PCR se recombina in vivo con el plásmido pDONR201 45 
para producir, según la terminología de Gateway, un “clon de entrada”, p68 (figura 2). Se adquirió el plásmido 
pDONR201 de Invitrogen, como parte de la tecnología Gateway®. 

Ejemplo 2: Construcción de vectores 

Posteriormente se usó el clon de entrada p68 en una reacción de LR con p0640, un vector de destino usado para la 
transformación en Oryza sativa. Este vector contiene como elementos funcionales dentro de los bordes del ADN-T: 50 
un marcador seleccionable de plantas; un casete de expresión de marcador visual; y un casete Gateway destinado 
para LR recombinación in vivo con la secuencia de interés ya clonada en el clon de entrada. Un promotor GOS2 
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para expresión constitutiva (PRO0129) está ubicado en el sentido de 5’ de este casete Gateway. Tras la etapa de 
recombinación mediante LR, el vector de expresión resultante p73 (figura 3) puede transformarse en Agrobacterium 
cepa LBA4404 y posteriormente en plantas de Oryza sativa. 

Ejemplo 3: Transformación de arroz 

Se descascarillaron semillas secas maduras de Oryza sativa cultivar japónica, Nipponbare. Se realizó la 5 
esterilización incubando las semillas durante un minuto en etanol al 70%, seguido por 30 minutos en HgCl2 al 0,2% y 
mediante 6 lavados de 15 minutos con agua destilada estéril. Entonces se germinaron las semillas estériles en un 
medio que contenía 2,4-D (medio de inducción de callo). Tras una incubación durante 4 semanas en la oscuridad, se 
cortaron los callos derivados del escutelo, embriogénicos y se propagaron en el mismo medio. Dos semanas 
después se multiplicaron o propagaron mediante subcultivo en el mismo medio durante otras dos semanas. 3 días 10 
antes del cocultivo, se subcultivaron trozos de callo embriogénico en medio nuevo para reforzar la actividad de 
división celular. Se usó Agrobacterium cepa LBA4404 que alberga el vector binario p73 para el cocultivo. Se cultivó 
la cepa de Agrobacterium durante 3 días a 28ºC en medio AB con los antibióticos apropiados. Entonces se 
recogieron las bacterias y se suspendieron en medio de cocultivo líquido a una DO600 de aproximadamente 1. Se 
transfirió la suspensión a una placa Petri y se sumergieron los callos en la suspensión durante 15 minutos. A 15 
continuación, se secaron los tejidos callosos sobre un papel de filtro, se transfirieron a medio de cocultivo solidificado 
y se incubaron durante 3 días en la oscuridad a 25ºC. Después de eso, se hizo crecer el callo cocultivado en medio 
que contenía 2,4-D durante 4 semanas en la oscuridad a 28ºC en presencia de un agente selectivo a una 
concentración adecuada. Durante este periodo, se desarrollaron islas callosas resistentes de crecimiento rápido. 
Tras la transferencia de este material a un medio de regeneración e incubación con luz, se liberó el potencial 20 
embriogénico y se desarrollaron brotes en las siguientes cuatro a cinco semanas. Se cortaron los brotes del callo y 
se incubaron durante de 2 a 3 semanas en un medio que contenía auxina desde el que se transfirieron al suelo. Se 
hicieron crecer los brotes endurecidos con alta humedad y pocos días en un invernadero. Finalmente, se cosecharon 
las semillas de tres a cinco meses tras el trasplante. El método produjo transformantes de un solo locus a una tasa 
de más del 50% (Aldemita y Hodges, Plant 199, 612-617, 1996; Chan et al., Plant Mol. Biol. 22(3), 491-506, 1993; 25 
Hiei et al., Plant J. 6(2), 271-282, 1994). 

Ejemplo 4: Evaluación de transformantes: mediciones d e crecimiento vegetativo 

Se generaron aproximadamente de 15 a 20 transformantes T0 independientes. Se transfirieron los transformantes 
primarios desde cámaras de cultivo tisular a un invernadero para el crecimiento y el cosechado de las semillas T1. 
Se conservaron cinco acontecimientos a partir de los cuales la progenie T1 se segregó 3:1 para determinar la 30 
presencia/ausencia del transgén. Para cada uno de estos acontecimientos, se seleccionaron 10 plántulas T1 que 
contenían el transgén (hetero y homocigotas), y 10 plántulas T1 que carecían del transgén (nulicigotas), mediante 
examen de marcadores visuales. Se transfirieron las plantas T1 seleccionadas a un invernadero. Cada planta recibió 
una etiqueta de código de barras única para relacionar inequívocamente los datos de fenotipado con la planta 
correspondiente. Se hicieron crecer las plantas T1 seleccionadas en el suelo en macetas de 10 cm de diámetro con 35 
los siguientes ajustes ambientales: fotoperiodo = 11,5 h, intensidad de luz diurna = 30.000 lux o más, temperatura 
durante el día = 28ºC o mayor, temperatura durante la noche = 22ºC, humedad relativa = 60-70%. Se hicieron crecer 
plantas transgénicas y las nulicigotas correspondientes unas al lado de otras en posiciones aleatorias. Desde la 
etapa de siembra hasta la etapa de madurez, se hicieron pasar las plantas varias veces a través de un recinto de 
obtención de imágenes digitales. En cada punto de tiempo, se tomaron imágenes digitales (2048x1536 píxeles, 16 40 
millones de colores) de cada planta desde al menos 6 ángulos diferentes. Se cosecharon las panículas primarias 
maduras, se embolsaron, se etiquetaron con código de barras y se secaron entonces durante tres días en el horno a 
37ºC. Se trillaron entonces las panículas y se recogieron todas las semillas. Se separaron las cáscaras llenas de las 
vacías usando un dispositivo de soplado de aire. Tras la separación, se contaron entonces ambos lotes de semillas 
usando una máquina contadora disponible comercialmente. Se desecharon las cáscaras vacías. Se pesaron las 45 
cáscaras llenas en una balanza analítica y se midió el área de la sección transversal de las semillas usando 
obtención de imágenes digitales. Este procedimiento dio como resultado el conjunto de parámetros relacionados con 
las semillas descrito anteriormente. 

Estos parámetros se derivaron de forma automatizada a partir de las imágenes digitales usando software de análisis 
de imágenes y se analizaron estadísticamente. Se usó ANOVA (análisis de la varianza) de dos factores corregidos 50 
para el diseño desequilibrado como modelo estadístico para la evaluación global de las características fenotípicas de 
las plantas. Se llevó a cabo una prueba F con todos los parámetros medidos de todas las plantas de todos los 
acontecimientos transformados con ese gen. Se llevó a cabo la prueba F para comprobar un efecto del gen sobre 
todos los acontecimientos de transformación y para verificar un efecto global del gen, también denominado en el 
presente documento “efecto génico global”. Si el valor de la prueba F muestra que los datos son significativos, 55 
entonces se concluye que existe un efecto “génico”, lo que significa que no sólo la presencia o la posición del gen 
está provocando el efecto. El umbral para la significación para un efecto génico global se fija en el nivel de 
probabilidad del 5% para la prueba F. 

Para comprobar un efecto de los genes dentro de un acontecimiento, es decir, para un efecto específico de línea, se 
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realizó una prueba de la t dentro de cada acontecimiento usando conjuntos de datos de las plantas transgénicas y 
las plantas nulas correspondientes. “Plantas nulas” o “segregantes nulos” o “nulicigotas” son las plantas tratadas de 
la misma manera que la planta transgénica, pero de las que se ha segregado el transgén. Las plantas nulas también 
pueden describirse como las plantas transformadas negativas homocigotas. El umbral para la significación para la 
prueba de la t se fija en el nivel de probabilidad del 10%. Los resultados para algunos acontecimientos pueden estar 5 
por encima o por debajo de este umbral. Esto se basa en la hipótesis de que un gen podría tener sólo un efecto en 
determinadas posiciones en el genoma, y que la aparición de este efecto dependiente de la posición no es poco 
común. Esta clase de efecto génico también se denomina en el presente documento a “un efecto de línea del gen”. 
Se obtiene este valor de p comparando el valor de t de la distribución de t o alternativamente, comparando el valor 
de F para la distribución de F. El valor de p proporciona entonces la probabilidad de que la hipótesis nula (es decir, 10 
que no existen ningún efecto del transgén) sea correcta. 

Se midieron el crecimiento vegetativo y el rendimiento de semillas según los métodos descritos anteriormente. Los 
inventores hallaron sorprendentemente que el peso total de semillas, el número de semillas llenas y el índice de 
cosecha aumentaron en las plantas de arroz transformadas con el gen de tipo NAP1 en comparación con las plantas 
control sin el gen de tipo NAP1. 15 

Se confirmaron los datos obtenidos en el primer experimento en un segundo experimento con plantas T2. Se 
seleccionaron cuatro líneas que tenían el patrón de expresión correcto para su análisis adicional. Se examinaron 
lotes de semillas de las plantas positivas (tanto hetero como homocigotas) en T1, monitorizando la expresión de 
marcadores. Para cada acontecimiento seleccionado, se conservaron entonces los lotes de semillas heterocigotas 
para la evaluación de T2. Dentro de cada lote de semillas, se hizo crecer un número igual de plantas positivas y 20 
negativas en el invernadero para su evaluación. 

Se evaluó un número total de 160 plantas de tipo NAP1 transformadas, en la generación T2, es decir 40 plantas por 
acontecimiento de las que 20 eran positivas para el transgén, y 20 negativas. 

Ejemplo 5: Evaluación de transformantes: medición de parámetros relacionados con las semillas 

Tras el análisis de las semillas tal como se describió anteriormente, los inventores hallaron que las plantas 25 
transformadas con el constructo génico de tipo NAP1 tenían un mayor número de semillas llenas, un mayor peso 
total de semillas y un aumento del índice de cosecha en comparación con plantas que carecían del transgén de tipo 
NAP1. Los resultados positivos obtenidos para plantas en la generación T1 se obtuvieron de nuevo en la generación 
T2. No sólo las líneas transgénicas individuales puntuaron significativamente mejor que las líneas de control 
nulicigotas correspondientes, sino que también hubo un efecto global positivo significativo cuando se evaluaron 30 
todas las plantas de todos los acontecimientos T2 sometidos a prueba, lo que indica con fuerza un efecto génico 
global. Se facilita en la tabla 3 una visión general de los datos. 

Tabla 3 

 Plantas T1  Plantas T2  Análisis 
combinado  

parámetro  % de aumento  valor de p % de aumento valor de p valor de p  

Peso total de semillas  24  0,0076  28  0,0013  0,0006  

Número de semillas llenas  17  0,0352  28  0,0013  0,0003  

Índice de cosecha  15  0,0085  17  0,0025  0,0003  

El % de aumento presenta el aumento promedio para todos los acontecimientos sometidos a prueba. El valor 
de p representa el valor de p derivado de la prueba F.  

 

Número de semillas llenas 35 

Se determinó el número de semillas llenas mediante recuento del número de cáscaras llenas que quedaron tras la 
etapa de separación. 4 de las 5 líneas sometidas a prueba mostraron un aumento en el número de semillas llenas, 
que ascendía al 37%. Hubo un aumento global del 17% en el número de semillas llenas producidas por las plantas 
transgénicas con relación los segregantes nulos correspondientes, siendo el aumento estadísticamente significativo 
(valor de p de 0,0352). En la generación T2, hubo un aumento para todas las líneas sometidas a prueba, que osciló 40 
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entre el 14 y el 46%. El aumento medio para las líneas T2 fue del 28%, siendo también este aumento medio 
estadísticamente significativo (valor de p de 0,0013). El análisis combinado de los datos de T1 y T2 también 
confirmó que el efecto génico global era altamente significativo (valor de p de 0,0003). 

Rendimiento total de semillas 

Se midió el rendimiento total de semillas (peso total de semillas) por planta pesando todas las cáscaras llenas 5 
cosechadas de una planta. Todas las líneas T1 transgénicas mostraron un aumento en el peso total de semillas, que 
varió entre el 8 y el 43%. En promedio, el aumento en el rendimiento de semillas fue del 24% y este efecto global por 
la presencia del transgén sobre el rendimiento de semillas fue significativo, tal como se evidencia mediante un valor 
de p para la prueba F de 0,0076. Estos resultados también se observaron en la generación T2. Las 4 líneas 
sometidas a prueba tuvieron un aumento de rendimiento de entre el 14 y el 48% con un promedio del 28%. Este 10 
aumento medio fue estadísticamente significativo (valor de p de 0,013) y también el análisis combinado de las 
plantas T1 y T2 mostró que hubo un efecto génico global (valor de p de 0,0006). 

Índice de cosecha 

El índice de cosecha en la presente invención se define como la razón entre el rendimiento total de semillas y el área 
sobre el terreno (mm2), multiplicado por un factor de 106. 4 de las 5 líneas sometidas a prueba mostraron un 15 
aumento del índice de cosecha, que osciló entre el 9 y el 48%. Hubo un efecto génico global significativo (un efecto 
asociado con la presencia del transgén) sobre el índice de cosecha (un aumento global del 15%), con un valor de p 
estadísticamente significativo para la prueba F de 0,085. Se obtuvieron resultados similares para las plantas T2. El 
índice de cosecha para las líneas individuales aumentó entre el 12 y el 34% con una media significativa del 17% 
(valor de p de 0,0025). En este caso también, el análisis combinado de los datos de T1 y T2 mostraron un efecto 20 
génico global (valor de p 0,003). 

Los expertos en la técnica saben que la expresión de transgenes en plantas, y así también el efecto fenotípico 
debido a la expresión de tal transgén, puede diferir entre diferentes líneas transgénicas obtenidas 
independientemente y la progenie de las mismas. Los transgenes presentes en diferentes plantas transgénicas 
obtenidas independientemente difieren unos de otros en el locus de inserción cromosómica así como en el número 25 
de copias del transgén insertadas en ese locus y la configuración de esas copias del transgén en ese locus. 
Diferencias en los niveles de expresión pueden atribuirse a la influencia desde el contexto cromosómico del transgén 
(el denominado efecto de posición) o de mecanismos de silenciamiento desencadenados por determinadas 
configuraciones de transgén (por ejemplo, las inserciones en tándem orientadas hacia el interior de transgenes son 
propicias para el silenciamiento a nivel transcripcional o postranscripcional). A pesar de estas posibles causas de 30 
variación, los datos muestran que las plantas transgénicas que expresan el gen de tipo NAP1 de manera sistemática 
proporcionan un mayor número de semillas llenas, un mayor peso total de semillas, así como un aumento del índice 
de cosecha, cada uno con relación a plantas no transgénicas correspondientes. Los aumentos observados fueron 
significativos tanto en la generación T1 como en la T2, lo que es un argumento sólido para un efecto génico global 
tal como se evidencia mediante los valores de p del análisis combinado. 35 

Ejemplo 6: Caracterización de una proteína de tipo N AP1 de Medicago sativa:  

Materiales y métodos  

Aislamiento del clon de ADNc de longitud completa del supuesto inhibidor de PP2A de alfalfa 

Se ha usado un fragmento de ADNc aislado que codifica para una parte de una supuesta proteína de tipo NAP1 de 
alfalfa (Medicago sativa) para aislar el clon de longitud completa de una biblioteca de ADNc de fago λ-ZAP de 40 
nódulos de las raíces de alfalfa (Savoure et al. Plant Mol. Biol. 27, 1059-1070; 1995) usando procedimientos de 
examen convencionales tal como se describen por el fabricante (Stratagene). Se examinaron 400.000 placas de 
lisis, se conservaron 20 clones, de los que 18 eran positivos en el segundo examen de hibridación. Se seleccionaron 
8 de estos clones para trabajo adicional y se convirtieron en fagémidos a partir de fagos individuales. Se 
secuenciaron cuatro clones y dos de ellos demostraron ser los clones de ADNc de longitud completa de la supuesta 45 
proteína de tipo NAP1. Se usó uno de los clones (Ms10.1) para trabajo adicional (SEQ ID NO: 10, que codifica para 
la proteína de SEQ ID NO: 11). 

Producción y purificación de la proteína de tipo NAP1 de Medicago 

Se insertó la secuencia de ADNc que codifica para la proteína de tipo NAP1 de Medicago sativa en el sitio NcoI/XhoI 
del vector pENTRY4 GATEWAY® (Invitrogen) y posteriormente se introdujo en el vector de expresión bacteriano 50 
pDEST17. El vector pDEST17 permitió la expresión de la proteína de tipo NAP1 en células de BL21 E. coli como una 
proteína con cola de 6xHIS. Se purificó la proteína de tipo NAP1 de 34 kDa mediante cromatografía de afinidad 
usando una resina de níquel-agarosa (Sigma) (figura 4). 
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Mediciones de la actividad fosfatasa  

Se sometió a prueba in vitro la posible actividad de inhibición de fosfatasa de la proteína de tipo NAP1 de Medicago 
sativa sobre subunidades catalíticas de proteína fosfatasa 2A (PP2A) purificadas a partir de músculo esquelético de 
conejo usando glucógeno fosforilasa marcada con el isótopo 32P y proteínas histonas H2A como sustratos según 
Ulloa et al. (1993). 5 

Localización intracelular de las proteínas de tipo MsNAP1 y AtNAP1 

Se produjeron anticuerpos policlonales anti-proteína de tipo MsNAP1 en conejos frente a la proteína con cola de 
6xHIS purificada usando un protocolo de inmunización convencional. Se aislaron los protoplastos de células de 
alfalfa (Medicago sativa) cultivadas en suspensión y fijadas mediante formaldehído al 6%. Entonces se unieron las 
células a portaobjetos de vidrio recubiertos con poli-L-lisina y se expusieron al antisuero anti-proteína de tipo 10 
MsNAP1 (diluido 200x con PBS), se lavaron y se expusieron a anticuerpo secundario de cabra anti-conejo 
conjugado con FITC (SIGMA, dilución 100x). Se tiñeron los núcleos con DAPI (0,02 mg/ml) en paralelo y se 
fotografiaron con un microscopio de fluorescencia TE300 de Nikon y una cámara CCD a color SPOT II. Se insertó en 
el marco la región codificante del ortólogo de Arabidopsis thaliana de la proteína de tipo NAP1 de Medicago sativa 
(SEQ ID NO: 1), con la proteína fluorescente verde (GFP) en el vector de expresión de plantas compatible con 15 
GATEWAY® (pK7WGF2). Se aislaron los protoplastos y se transfectaron con el ADN de plásmido purificado usando 
procedimientos convencionales. Se registró la expresión transitoria uno o dos días tras la transfección mediante 
microscopía de fluorescencia. 

Resultados 

Las proteínas de tipo NAP1 de Arabidopsis y Medicago se localizan en el núcleo. 20 

La proteína de tipo NAP1 de Medicago sativa era altamente homóloga a la proteína de tipo NAP1 de Arabidopsis: la 
identidad de secuencia era del 71,2% y la similitud de secuencia era del 84,5% (figura 5). Usando los anticuerpos 
anti-proteína de tipo MsNAP1, la inmunofluorescencia indirecta reveló que los anticuerpos reconocen una proteína 
que se localizaba en los núcleos de células de alfalfa cultivadas en suspensión. Se verificó esta localización 
mediante la tinción nuclear, DAPI. Se asoció la fluorescencia débil con los cromosomas en células en metafase 25 
(figura 6.A, inserción). La proteína de tipo NAP1 de Arabidopsis marcada con etiqueta de GFP también se localizaba 
exclusivamente en los núcleos de células de Arabidopsis cultivadas en suspensión (figura 6.B). 

2) La proteína de tipo NAP1 de alfalfa inhibe in vitro la actividad fosfatasa PP2A sobre un sustrato de fosfo-histona  

Se añadió la proteína de tipo NAP1 de alfalfa purificada a diversas concentraciones a mezclas de reacción que 
contenían las subunidades catalíticas de PP2A de músculo esquelético de conejo e histona H2A fosforilada, o 30 
glucógeno fosforilasa como sustrato. Se observó que la proteína de tipo NAP1 no tenía influencia sobre la 
desfosforilación de la glucógeno fosforilasa ni siquiera a una concentración de 500 mM, pero ya una concentración 
de 2,5 mM de la proteína de tipo NAP1 inhibía eficazmente la actividad PP2A sobre el sustrato de fosfo-histona H2A 
(disminución del 50% en la actividad) (figura 7). 

Conclusión 35 

Las proteínas de tipo NAP1 de Medicago sativa y Arabidopsis thaliana muestran semejanza tanto estructural como 
funcionalmente. Las proteínas de tipo NAP1 de plantas inhiben in vitro la actividad fosfatasa (PP2A) sobre sustratos 
de histona, indicando un posible papel in vivo sobre la organización de la cromatina y la transcripción génica. 
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<210> 3 

<211> 3560  

<212> ADN  

<213> Secuencia artificial  5 
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<223> casete de expresión  
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<210> 4 

<211> 51  

<212> ADN  

<213> Secuencia artificial  5 

<220>  
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<223> cebador: prm1505  

<400> 4 

ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt cacaatggtc gcggacaaga g  51  

<210> 5 

<211> 48  5 

<212> ADN  

<213> Secuencia artificial  

<220>  

<223> cebador: prm1506  

<400> 5 10 

ggggaccact ttgtacaaga aagctgggtc ccatcattcc tcaccatc 48  

<210> 6 

<211> 1101  

<212> ADN  

<213> Nicotiana tabacum  15 

<400> 6  

 

<210> 7 

<211> 256  

<212> PRT  20 

<213> Nicotiana tabacum  

<400> 7  
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<211> 1061  

<212> ADN  5 

<213> Nicotiana tabacum  

<400> 8  
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<210> 9  

<211> 260  

<212> PRT  

<213> Nicotiana tabacum  5 

<400> 9  
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<210> 10 

<211> 1210  

<212> ADN  

<213> Medicago sativa  5 

<220>  
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<221> misc_feature  

<222> (1014)..(1014)  

<223> n es a, c, g, o t  

<400> 10  

 5 

<210> 11 

<211> 260  

<212> PRT  

<213> Medicago sativa  

<400> 11  10 
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<210> 12 

<211> 907  

<212> ADN  5 

<213> Zea mays  

<400> 12  
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<210> 13 

<211> 258  

<212> PRT  5 

<213> Zea mays  

<400> 13  
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<210> 14 

<211> 780  

<212> ADN  5 

<213> Oryza sativa  

<400> 14  
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<210> 15 

<211> 259  

<212> PRT  5 

<213> Oryza sativa  

<400> 15  
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<210> 16 

<211> 1315  

<212> ADN  5 

<213> Oryza sativa  

<400> 16  
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<210> 17 

<211> 252  

<212> PRT  

<213> Oryza sativa  5 

<400> 17  
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<210> 18 

<211> 958  

<212> ADN  

<213> Zea mays  5 

<400> 18  
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<210> 19 

<211> 251  

<212> PRT  

<213> Zea mays  

<400> 19  5 
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<210> 20 

<211> 1257  

<212> ADN  

<213> Arabidopsis thaliana  

<400> 20  5 

 

<210> 21 

<211> 256  

<212> PRT  10 

<213> Arabidopsis thaliana  

<400> 21  
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<210> 22 

<211> 1003  

<212> ADN  5 

<213> Lycopersicon esculentum  

<400> 22  
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<210> 23 

<211> 261  

<212> PRT  

<213> Lycopersicon esculentum  5 

<400> 23  

E05729788
16-04-2013ES 2 403 414 T3

 



46 

 

<210> 24  

<211> 1557  

<212> ADN  

<213> Arabidopsis thaliana  5 

<400> 24  
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<210> 25  

<211> 372  

<212> PRT  5 

<213> Arabidopsis thaliana  

<400> 25  
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<210> 26  

<211> 1575  

<212> ADN  

<213> Arabidopsis thaliana  5 

<400> 26  
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<210> 27  

<211> 379  

<212> PRT  5 

<213> Arabidopsis thaliana  

<400> 27  
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<210> 28  

<211> 1624  

<212> ADN  

<213> Arabidopsis thaliana  5 

<400> 28  
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<210> 29  

<211> 374  

<212> PRT  

<213> Arabidopsis thaliana  5 

<400> 29  
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<210> 30  

<211> 990  

<212> ADN  

<213> Arabidopsis thaliana  5 

<400> 30  

 

<210> 31  

<211> 329  

<212> PRT  10 

<213> Arabidopsis thaliana  

<400> 31  
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<210> 32  

<211> 199  

<212> PRT  

<213> Secuencia artificial  5 
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<220>  

<223> Dominio NAP  

<400> 32  

 

<210> 33  5 

<211> 10  

<212> PRT  

<213> Secuencia artificial  

<220>  

<223> Secuencia distintiva  10 

<400> 33 
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REIVINDICACIONES 

1. Método para aumentar el rendimiento de semillas de una planta con relación a plantas de tipo natural 
correspondientes, que comprende aumentar la expresión de una secuencia de ácido nucleico que codifica para una 
proteína de tipo NAP1 en una planta introduciendo dicha secuencia de ácido nucleico en una planta mediante 
transformación, en el que dicha secuencia de ácido nucleico que codifica para dicha proteína de tipo NAP1 se 5 
selecciona del grupo que consiste en: 

(i) un ácido nucleico representado por SEQ ID NO: 1; 

(ii) un ácido nucleico que codifica para una proteína de tipo NAP1 representada por SEQ ID NO: 2, y 

(iii) un ácido nucleico que codifica para una proteína que es un homólogo para la proteína representada en SEQ ID 
NO: 2; en el que dicha proteína que es un homólogo tiene una identidad de secuencia de al menos el 50% con la 10 
proteína representada por SEQ ID NO: 2, 

(iv) una variante alternativa de corte y empalme de una secuencia de ácido nucleico que codifica para una proteína 
de tipo NAP1 definida en (i), (ii) o (iii); 

(v) una variante alélica de una secuencia de ácido nucleico que codifica para una proteína de tipo NAP1 definida en 
(i), (ii) o (iii); y 15 

(vi) una secuencia de ácido nucleico que puede hibridarse con un ácido nucleico que codifica para un polipéptido 
mostrado en SEQ ID NO: 2 en condiciones rigurosas; 

en el que la proteína de tipo NAP1 comprende un dominio NAP, comprendiendo dicho dominio NAP una secuencia 
distintiva (T/S) FF (T/N/S/E/D) (W/F) (L/F) y/o la secuencia de aminoácidos conservada facilitada en SEQ ID NO: 33; 
y 20 

en el que la proteína de tipo NAP1 comprende un extremo C-terminal ácido, siendo dicho extremo C-terminal ácido 
el extremo carboxi-terminal de dicha proteína que tiene de 20 a 25 aminoácidos de largo, del que al menos 13 
residuos son ácido glutámico y/o aspártico; y 

en el que la proteína de tipo NAP1 tiene actividad de inhibición de la fosfatasa PP2a. 

2. Método según la reivindicación 1, en el que dicho ácido nucleico se deriva de una planta, preferiblemente de una 25 
planta dicotiledónea, más preferiblemente de la familia Brassicaceae, lo más preferiblemente de Arabidopsis 
thaliana. 

3. Método según las reivindicaciones 1 y 2, en el que dicho aumento del rendimiento de semillas comprende uno o 
más de aumento del número de semillas llenas, aumento del peso total de semillas o aumento del índice de 
cosecha, cada uno con relación a plantas de tipo natural correspondientes. 30 

4. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho ácido nucleico que codifica para una 
proteína de tipo NAP1 está unido operativamente a un promotor constitutivo, preferiblemente un promotor GOS2. 

5. Uso de una secuencia de ácido nucleico que codifica para una proteína de tipo NAP1 según la reivindicación 1, 
para aumentar el rendimiento de semillas de una planta, en el que se aumenta el rendimiento de semillas de la 
planta aumentando la expresión de dicha secuencia de ácido nucleico, en el que la expresión de dicho ácido 35 
nucleico se aumenta introduciendo dicha secuencia de ácido nucleico en la planta mediante transformación. 

6. Uso de una proteína de tipo NAP1 codificada por un ácido nucleico según la reivindicación 1, para aumentar el 
rendimiento de semillas de una planta, en el que se aumenta el rendimiento de semillas de la planta aumentando el 
nivel de dicha proteína de tipo NAP1, en el que se aumenta el nivel de dicha proteína de tipo NAP1 introduciendo el 
ácido nucleico que codifica para dicha proteína de tipo NAP1 en la planta mediante transformación. 40 

7. Uso según la reivindicación 5 ó 6, en el que dicho aumento del rendimiento de semillas comprende uno o más del 
peso total de semillas, el número de semillas llenas y el índice de cosecha. 

8. Uso de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en el que la secuencia de dicho ácido nucleico que codifica para 
una proteína de tipo NAP1 o de la propia proteína de tipo NAP1 es tal como se representa en SEQ ID NO: 1 ó 2. 

45 
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