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DESCRIPCION
Gen y proteina para la deteccién de azucares regulados por nitrdgeno y modulacion de los mismos
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion se refiere a procedimiento de modulacién de los rasgos caracteristicos
agronémicos en plantas modulando la expresion del factor de transcripcion GATA en las células vegetales. En
particular, la presente invencion se refiere a procedimientos para mejorar la utilizacion del nitrégeno en las plantas.
La presente invencion también se refiere a moléculas de acido nucleico aislados de Arabidopsis thaliana que
comprenden secuencias de nucleétidos que codifican proteinas que detectan el azucar vy, finalmente, pueden
modular la captacion de nitrégeno y el metabolismo global del carbono.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] La mejora de las caracteristicas agronémicas de los cultivos vegetales se ha venido desarrollando
desde el inicio de la agricultura. En la actualidad se esta utilizando la mayor parte de la tierra adecuada para la
produccién de cosechas. Puesto que la poblacion humana sigue crecimiento, serd necesario mejorar las variedades
de los cultivos para conseguir alimento y comida de forma adecuada (Trewavas (2001) Plant Physiol. 125: 174-179).
Para evitar hambrunas catastréficas y malnutricion sera necesario mejorar los rendimientos de las variedades de
cosechas futuras con ingresos agricolas equivalentes. Sera necesario que estas variedades cultivadas resistan
condiciones adversas, como sequia, salinidad del suelo o enfermedades, de forma mas eficaz, lo que sera
especialmente importante para que tierras marginales pueden ponerse en cultivo. Finalmente, serdn necesarias
variedades cultivadas con alteraciéon de la composicion de nutrientes para potenciar la nutricion humana y animal, y
permitir un procesamiento de alimentos y piensos mas eficaz. Para todos estos rasgos caracteristicos, la
identificacion de los genes que controlan la expresion fenotipica de dichas caracteristicas de interés serd crucial
para acelerar el desarrollo del germoplasma para cultivos superiores mediante métodos convencionales o
transgénicos.

[0003] Diversas estrategias altamente eficaces estan disponibles para ayudar en la identificacién de genes que
tienen una funcion importante en la expresion de rasgos caracteristicos agronémicamente importantes. Entre estas
se incluyen la genética, gendmica, bioinformatica y gendémica funcional. La genética es el estudio cientifico de los
mecanismos de la herencia. Identificando mutaciones que alteran la ruta o respuesta de interés, la genética clasica
(o avanzada) puede ayudar a identificar los genes implicados en estas rutas o respuestas. Por ejemplo, un mutante
con aumento de la susceptibilidad a la enfermedad puede permitir identificar un componente importante de la ruta de
transduccion de sefiales de la planta que lleve del reconocimiento de un patégeno a la resistencia a la enfermedad.
La genética también es el componente central para la mejora del germoplasma mediante cultivo. Mediante analisis
molecular y fenotipico de cruces genéticos, pueden mapearse rasgos caracteristicos de interés controlados por loci y
seguirse en las generaciones posteriores. El conocimiento de los genes subyacentes a una variacion fenotipica entre
los muestreos de cosechas puede permitir el desarrollo de marcadores que mejoren en gran medida la eficacia del
proceso de mejora del germoplasma, asi como vias abiertas para el descubrimiento de alelos superiores adicionales.

[0004] La gendmica es el estudio a nivel de sistema del genoma de un organismo, incluyendo los genes y los
productos génicos correspondiente (ARN y proteinas). En un primer nivel, las técnicas gendmicas han proporcionar
grandes grupos de datos de informacion de secuencia a partir de diversas especies vegetales, como secuencias de
ADNc completas y parciales y la secuencia gendmica completa de una especie vegetal modelo, Arabidopsis
thaliana. Recientemente, también ha surgido la primera secuencia preliminar del genoma de un cultivo vegetal, la del
arroz (Oryza sativa). La disponibilidad de una secuencia de genoma completa hace posible el desarrollo de
herramientas para el estudio a nivel de sistema de otros complementos moleculares, como matrices y chips para su
uso en la determinacién de las secuencias complementas de los genes expresados en un organismo en condiciones
especificas. Estos datos pueden usarse como primera indicacion del potencial de determinados genes para tener
funciones importantes en la expresion de fenotipos vegetales diferentes.

[0005] Las técnicas de bioinformatica conectan directamente con los grupos de datos gendmicos de primer
nivel permitiendo el procesamiento de las secuencias descubiertas de interés mediante glosado u otras medidas.
Usando, por ejemplo, busqueda de similitudes, alineamientos y analisis filogenéticos, la bioinformatica puede a
menudo identificar homélogos de un producto génico de interés. Homdlogos muy similar (p. ej., >~90% de identidad
de aminoacidos a lo largo de la longitud total de la proteina) son probablemente ortlogos, es decir, comparten la
misma funcion en diferentes organismos.

[0006] La gendmica funcional puede definirse como la asignacion de funciones a los genes y a sus productos.
La gendmica funcional surge de la genética, gendmica y bioinformatica para derivar en una via hacia la identificacion
de genes importantes en una ruta en particular o respuesta de interés. El analisis de expresién, por ejemplo, utiliza
micromatrices de ADN de alta densidad (a menudo derivadas de secuenciacion de organismos a escala genémica)
para controlar la expresion del ARNm de miles de genes en un uUnico experimento. Entre los tratamientos
experimentales pueden incluirse aquellos que permiten obtener una respuesta de interés, como la respuesta de
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resistencia a la enfermedad en plantas infectadas con un patégeno. Para dar ejemplos adicionales del uso de
micromatrices, pueden seguirse los niveles de expresion de ARNm en tejidos diferentes durante el transcurso del
desarrollo o en mutantes afectados en una respuesta de interés. La protedmica también puede ayudar a asignar una
funcion, ensayando la expresion y las modificaciones postraduccionales de cientos de proteinas en un uUnico
experimento.

[0007] Las técnicas de protedmica son en muchos casos analogas a las técnicas utilizadas para controlar la
expresion del ARNm en experimentos de micromatrices. Las interacciones proteina-proteina también pueden ayudar
a asignar proteinas a una ruta o respuesta determinada, identificando proteinas que interaccionan con componentes
conocidos de la ruta o respuesta. En la genémica funcional se estudian a menudo las interacciones proteina-
proteina usando ensayos de doble hibrido de levadura a gran escala. Otra técnica para asignar la funcién génica es
expresar la proteina correspondiente en un huésped heterdlogo, por ejemplo, la bacteria Escherichia coli, seguido de
su purificacién y de ensayos enzimaticos.

[0008] La demostracion de la capacidad de un gen de interés para controlar un rasgo caracteristico
determinado puede derivar, por ejemplo, de una prueba experimental en especies vegetales de interés. La
generacién y analisis de plantas transgénicas para un gen de interés pueden usarse para la genémica funcional
vegetal, con varias ventajas. El gen puede ademas estar tanto sobreexpresado como subexpresado («silenciado»),
aumentando de este modo las posibilidades de observar un fenotipo que liga al gen a una ruta o respuesta de
interés. Dos aspectos de la genémica funcional transgénica ayudan a dar un alto nivel de confianza a la asignacion
funcional mediante esta técnica. En primer lugar, las observaciones fenotipicas se llevan a cabo en el contexto de la
planta viva. En segundo lugar, pueden comprobarse la gama de fenotipos observados y correlacionarse con niveles
de expresion observados de los transgenes introducidos. La gendmica funcional transgénica es especialmente
valida para mejorar el desarrollo de la variedad cultivada. Solo genes que funcionan en una ruta o respuesta de
interés y que, ademas, son capaces de conferir un fenotipo deseado en base a un rasgo caracteristico, se
promocionan como genes candidatos en los esfuerzos por mejorar una cosecha. En algunos casos, las lineas
transgénicas desarrolladas para estudios gendmicos funcionales pueden utilizarse directamente en estadios iniciales
de desarrollo del producto.

[0009] Otra técnica dirigida hacia la genémica funcional vegetal supone identificar en primer lugar las lineas
vegetales con mutaciones en genes de interés especificos, seguido de la evaluacién fenotipica de las consecuencias
de dichos silenciamiento deL gen sobre el rasgo caracteristico estudiado. Esta técnica muestra genes esenciales
para la expresion de rasgos caracteristicos especificos.

[0010] Los genes identificados mediante la gendmica funcional pueden emplearse directamente en los
esfuerzos dirigidos a la mejora del germoplasma mediante técnicas transgénicas, como se describe anteriormente o
utilizado para desarrollar marcadores para la identificacion del seguimiento de alelos de interés en el mapeo y las
poblaciones reproductoras. El conocimiento de dichos genes también pueden permitir la construccion de alelos
superiores no existentes en la naturaleza, mediante cualquier de los diversos procedimientos moleculares.

[0011] El rapido aumento en el rendimiento durante los ultimos 80 afios de las cosechas de surcos ha sido
debido aproximadamente por igual medida a la mejora genética y a mejoras en las practicas agronémicas. En
particular, en una cosecha, como el maiz, la combinacién de hibridos de alto rendimiento y el uso de cantidades
grandes de fertilizante nitrogenado se hace en condiciones ideales que permiten rendimientos mayores de 27600
kg/ha. Sin embargo, el uso de cantidades grandes de fertilizante nitrogenado tiene efectos secundarios negativos
principalmente alrededor del aumento del coste de esta entrada para el agricultor y el coste para el medio ambiente
ya que la contaminacion por nitratos es un problema importante en muchas zonas agricolas que contribuyen
significativamente a la degradacion tanto del agua dulce como del medio ambiente marino. El desarrollo de la
genética de cosechas que usan nitrégeno de forma mas eficaz a través de un entendimiento del papel del genotipo
sobre el uso del nitrdgeno seria altamente ventajosa reduciendo los costes de ingresos del productor asi como la
carga medioambiental. Esto es especialmente importante para una cosecha como el maiz que crece usando un alto
nivel de fertilizante nitrogenado.

[0012] La eficacia del uso del nitrdgeno puede definirse de varias formas, aunque la mas simple es el
rendimiento/N suministrado. Hay dos estadios en este proceso: en primer lugar, la cantidad de nitrégeno disponible
que se capta, almacena y asimila como aminoacidos y otros compuestos nitrogenados importantes; en segundo
lugar, la proporcion de nitrégeno que se reparte a la semilla, que da lugar al rendimiento final. Se han realizado
multiples estudios de campo en diversos cultivos de importancia agricola para estudiar este problema (Lawlor DW y
col., 2001 en Lea PJ:, Morot-Gaudry JF, eds. Plant Nitrogen. Berlin: Springer-Verlag 343-367; Lafitte HR y
Edmeades GO 1994 Field Crops Res 39, 15-25; Lawlor DW 2002 J Exp Bot. 53, 773-87; Moll RH y col 1982 Agron J
74, 562-564). Estos experimentos han demostrado que existe un componente genético para el uso eficaz del
nitrégeno, aunque no se ha comprobado que son satisfactorios para determinar qué genes son importantes para
este proceso. Ademas, los agricultores del maiz generalmente no han tenido como objetivo el mantenimiento del
rendimiento bajo condiciones de fertilizante nitrogenado limitantes. Estos tipos de experimentos de campo sobre el
uso de nitrogeno son dificiles por diversas razones como la falta de uniformidad de nitrégeno accesible en un campo
de prueba o entre las zonas del campo bajo cualquier régimen de tratamiento y la interacciéon de otros factores
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ambientales que pueden dificultar la interpretacion de los experimentos.

[0013] Por tanto, aunque existe evidencia experimental de la variaciéon genética para este rasgo caracteristico,
es dificil obtener conclusiones a partir de estos experimentos sobre que produce esta variacion. Seria posible y
ciertamente importante desarrollar procedimientos para estudiar este rasgo caracteristico en condiciones de campo
en los cultivos. Sin embargo, pueden hacerse progresos significativos hacia la identificacion, comprension y
manipulacion de rasgos caracteristicos importantes mediante el uso de un sistema modelo como el de Arabidopsis.
En el ultimo de los casos, estos experimentos daran pistas importantes sobre los posibles genes diana para evaluar
su importante para las cosechas. Ademas, también existen considerables recursos genéticos y genomicos
disponibles para estudiar el arroz y sus especies también se usaran para algunos de los experimentos propuestos
como una especie mas similar al maiz que Arabidopsis.

[0014] El nitrato es la principal forma de nitrdgeno disponible en el campo y existe gran cantidad de bibliografia
sobre genes implicados en la captacion y reduccion del nitrato (Forde B G 2000 Biochimica et Biophysica Acta 1465,
219-235; Howitt SM y Udvardi MK 2000 Biochimica et Biophysica Acta 1465, 152-170; Stitt M y col 2002 J Exp Bot.
53, 959-70) asi como sobre los genes implicados en otros aspectos del metabolismo del nitrégeno (Lea PJ., Morot-
Gaudry JF, eds. 2001 Plant Nitrogen. Berlin: Springer-Verlag; Morot-Gaudry JF 2001 Nitrogen assimilation by plants
Science Publishers Inc. NH, EE. UU.). También, esta claro que la disponibilidad de metabolitos de carbono es crucial
para el uso eficaz del nitrato del suero y existen buenas evidencias experimentales sobre la relacion entre el
metabolismo del carbono y del nitrégeno (Coruzzi GM y Zhou L 2001 Curr Opin Plant Biol. 4, 247-53). Ademas,
algunos experimentos sugieren que GS y GOGAT estan implicados en la reactivacion del N desde 6rganos
senescentes al 6rgano sumidero (Brouquisse R y col., 2001 en Lea PJ, Morot-Gaudry JF, eds. Plant Nitrogen. Berlin:
Springer-Verlag 275-293; Yamaya T y col. 2002 J Exp Bot. 53, 917-925). Sin embargo, muchos aspectos de la
regulacion de estos genes siguen sin estar claros y no se tienen nociones de como esta regulacién afecta al uso
eficaz del nitrégeno.

[0015] Las plantas pueden detectar los niveles de metabolitos de carbono y nitrégeno y ajustar su crecimiento
y desarrollo en consecuencia. Los mecanismos de percepcion son complejas redes reguladoras que controlan la
expresion génica para acomodar los cambios constantes en las actividades celulares dependientes de nutrientes. La
posesion de un mecanismo de deteccidon de azucar permite a las plantas desactivar la fotosintesis cuando los
esqueletos carbonados son abundantes. Los mecanismos de detecciéon de N permiten a las plantas detener la
captacion y reduccion del nitrato cuando los niveles de N reducido u organico son altos (Coruzzi, G.M. y Zhou, L.
(2001) Curr Opin Plant Biol. 4, 247-53).

[0016] Existen multiples vias de transduccién de sefiales de azucares en plantas. La glucosa ha surgido como
un regulador clave en muchos procesos vitales en plantas fotosintéticas como en la fotosintesis y en el metabolismo
del carbono y del nitrégeno (Rolland, F., Moore, B. y Sheen, J. (2002) Plant Cell S185-S205). Las hexoquinasas
(HKK) son un punto de control importante para el metabolismo de la glucosa. No solo catalizan la fosforilacion de la
glucosa sino que también funcionan como detectores de glucosa para interrelacionar nutriente, luz y redes de
sefalizacion de hormonas para controlar el crecimiento y desarrollo en respuesta al entorno cambiante (Jang, J.,
Leon, P, Zhou, L. y Sheen, J. (1997) Plant Cell 9, 5-19; Dai, N., Schaffer, A., Petreikov, M., Shahak, Y., Giller, Y.,
Ratner, K., Levine, A. y Granot, D. (1999) Plant Cell 11, 1253-1266; Moore, B., Zhou, L., Rolland, F., Hall, Q., Cheng,
W., Liu, Y., Hwang, |., Jones, T. y Sheen, J. (2003) Science 300, 332-336). En otros organismos se ha demostrado
que las moléculas que transportan hexosa también sirven como detectores de azucar.

[0017] También existen en las plantas mudltiples sefiales N y rutas de deteccidn. Las plantas tienen
mecanismos para detectar el nitrato, la forma principal de fertilizante nitrogenado, como sefial para el estado del N
inorganico asi como para detectar metabolitos del nitrato como sefiales para los estados del N reducido u organico.
La nitrato reductasa (NR ) y la nitrito reductasa (NiR) son las dos primeras enzimas en el proceso de reduccion del
nitrato y su expresion puede estimularse por la presencia de nitrato y modularse mediante otros factores fisiolégicos
como algunos compuestos nitrogenados, sacarosa, luz y hormonas (Forde, B.G. (2000) Biochimica et Biophysica
Acta 1465, 219-235; Howitt, S.M. y Udvardi, M.K. (2000) Biochimica et Biophysica Acta 1465, 152-170; Stitt, M.,
Miiller, M., Matt, M., Gibon, Y., Carillo, P., Morcuende, R., Scheible, W. y Krapp, A. (2002) J Exp Bot. 53, 959-970;
Lea, P.J. y Morot-Gaudry, J.F. eds. 2001 Plant Nitrogen. Berlin: Springer-Verlag; Morot-Gaudry J F 2001 Nitrogen
assimilation by plants Science Publishers Inc. NH, EE. UU.).

[0018] Es claro que el metabolismo del carbono y del nitrégeno estan relacionados de cerca y estrechamente
ligados (Coruzzi, G. y Bush, D.R. (2001) Plant Physiol 125, 61-64). La disponibilidad de metabolitos de carbono es
crucial para la utilizacién eficaz de los nitratos y el estado del nitrégeno es muy sensible a la fotosintesis. A pesar del
aumento del conocimiento sobre los genes estructurales implicados en el metabolismo del carbono y del nitrégeno,
los factores de transactivacion implicados en la regulacion transcripcional de la expresion de genes C/N no se han
caracterizado.

[0019] Los factores de transcripcion GATA son un grupo de reguladores transcripcionales ampliamente
distribuidos en eucariotas. ElI dominio de unién al ADN de GATA normalmente reconoce la secuencia consenso
WGATAR (W=T o A, R=G o A) (Lowry, J. y Atchley, W. (2000) J Mol Evol 50, 103-115). Se han identificado motivos
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GATA en las regiones reguladoras de muchos genes fotosensibles (que responden a la luz) (Arguello-Astorga, G. y
Herrera-Estrella, L. (1998) Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol 49, 525-555), incluyendo muchos genes implicados
o relacionados con la fotosintesis como el RBCS, CAB (proteina que une clorofila A/B) y GAP (gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa) (Terzaghi, W.B. y Cashmore, A.R. (1995) Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol 46, 445-
474; Koch, K.E. (1996) Carbohydrate-modulated gene expression in plants. Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol
47, 509-540; Jeong, M.J. y Shih, M.C. (2003) Biochem Biophys Res Commun 300, 555-562) asi como genes
implicados en la asimilacion del nitrato como la nitrato reductasa, nitrito reductasa y Gin sintetasa (Jarai, G., Truong,
H., Daniel-Vedele, F. y Marzluf, G. (1992) Curr Genet 21, 37-41; Rastogi, R., Bate, N., Sivasankar, S y Rothstein, S.
(1997) Plant Mol. Biol. 34, 465-76; Oliveira, |.C. y Coruzzi, G.M. (1999) Plant Physiol 121, 301-309). Algunas
proteinas reguladoras que actian en trans que globalmente regulan genes del metabolismo del N son genes del
factor de transcripcion GATA. En levaduras, cuatro factores reguladores generales del nitrogeno GLN3, NIL1, NIL2 y
DALB8O son proteinas que se unen a ADN que contiene un motivo Unico de dedo de cinc GATA, que reconocen el
motivo consenso GATA (Hofman-Bang, J. (1999) Mol Biotech 12, 35-73). En hongos, NIT2 de Neurospora
crassa (Tao Y y Marzluf GA 1999 Curr Genet 36, 153-158) y AREA de Aspergillus nidulans (Caddick MX, Arst HN, Jr
Taylor LH, Johnson RI, Brownlee AG 1986 Cloning of the regulatory gene areA mediating nitrogen metabolite
repression in Aspergillus nidulans EMBO J 5, 1087-1090) son los genes del factor de transcripcion GATA.

[0020] En las plantas, la funcion in vivo de los factores GATA sigue estando muy mal definida, teniendo el
genoma de Arabidopsis 30 miembros GATA (Riechmann, J.L., Heard, J., Martin, G., Reuber, L., Jiang, C., Keddie, J.,
Adam, L., Pineda, O., Ratcliffe, O.J., Samaha, R. R., Creelman, R., Pilgrim, M., Broun, P., Zhang, J.Z., Ghandehari,
D., Sherman, B.K. y Yu, G. (2000) Science 290, 2105-2110; Reyes, J.C., Muro-Pastor, M.I. y Florencio, F.J. (2004)
Plant Physiol. 134, 1718-1732).

RESUMEN DE LA INVENCION

[0021] La invencion es como se describe en las reivindicaciones adjuntas. En el intento por entender la funcion
bioldgica de los miembros de la familia de genes del factor de transcripcion GATA, se ha estudiado un gen del factor
de transcripcion GATA para entender su papel en la regulacion del metabolismo del carbono y del nitrégeno. Los
inventores han determinado que la expresion del gen At5g56860 esta influenciada por el estado del nitrégeno y su
expresion regula la expresion de genes que controlan el metabolismo del carbono asi como genes implicados en
otros procesos bioldgicos. Las plantas mutantes con pérdida de funcion en el gen At5g56860 daban lugar a la
reduccion en el nivel de clorofila y estas plantas eran hipersensibles a la glucosa exdégena. Por el contrario, las
plantas transgénicas con ganancia de funcion eran menos sensibles a la glucosa exdgena.

[0022] Los azucares son reguladores centrales de muchos procesos vitales en plantas fotosintéticas, como
fotosintesis y metabolismo del carbono y el nitrdgeno. Esta regulacion se alcanza mediante la regulacion de la
expresion génica para activar o reprimir los genes implicados. Los mecanismos por los que los azucares controlan la
expresion génica no se conocen bien. El factor de transcripcion GATA descrito en este documento esta implicado en
la regulacion de la deteccion de azucares y la expresion del factor en si esta influenciada por el cambio del estado
del N. El aumento de la expresion de este gen puede producir plantas con aumento del rendimiento, especialmente
porque la manipulaciéon de las rutas de sefializacién de azlcares puede llevar a un aumento de la fotosintesis, asi
como de la asimilacién del nitrogeno, y a alterar las relaciones fuente-sumidero en semillas, vasos conductores,
raices y otros 6rganos de almacenamiento.

[0023] Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un procedimiento de modulacién de una
caracteristica en una planta o célula vegetal que comprende modular la expresién de un gen del factor de
transcripcion GATA en la planta o célula vegetal. En un ejemplo de la descripcidn, la expresion del gen del factor de
transcripcion GATA se modula mediante la administracién a la célula de una cantidad eficaz de un agente que puede
modular los niveles de expresion de un gen del factor de transcripciéon GATA en la célula vegetal. En otro ejemplo de
la descripcion, el agente potencia los niveles de expresion de un gen del factor de transcripcion GATA en la célula
vegetal.

[0024] La caracteristica que se va a modular en la planta puede ser cualquier rasgo caracteristico agronémico
de interés. En un ejemplo de la descripcion, la caracteristica es cualquiera que esté afectada por el metabolismo del
nitrégeno, carbono y/o azufre, biosintesis de lipidos, percepcion de nutrientes, adaptacion nutricional, transporte de
electrones y/o conservacién de energia asociada a membranas. En un ejemplo adicional de la descripcion, la
caracteristica se selecciona entre uno o mas de entre utilizacién de nitrégeno, rendimiento, crecimiento celular,
reproduccion, fotosintesis, asimilacién de nitrégeno, resistencia a enfermedades, diferenciacion, transducciéon de
sefales, regulacion génica, tolerancia al estrés abidtico y composicion nutricional. Aun en un ejemplo adicional de la
descripcién la caracteristica modulada es un aumento o mejora de uno o mas de entre utilizacion de nitrégeno,
rendimiento, crecimiento celular, reproduccion, fotosintesis, asimilacion de nitrégeno, resistencia a enfermedades,
diferenciacion, transduccion de sefiales, regulacion génica, tolerancia al estrés abidtico y composicion nutricional.

[0025] La presente invencién se refiere a un procedimiento de mejora de la utilizacion del nitrégeno en una
planta o célula vegetal que comprende potenciar la expresion de un gen del factor de transcripciéon GATA en la
planta o célula vegetal. La mejora de la utilizacion del nitrégeno en una planta permitira la reduccion de las
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cantidades de fertilizante nitrogenado aplicado a la planta con una reduccidon concomitante de los costes para el
agricultor y para el medio ambiente ya que la contaminacién por nitratos es un problema principal en muchos zonas
agricolas que contribuye significativamente a la degradacion tanto del agua dulce como del medioambiente marino.

[0026] La planta o célula vegetal puede proceder de cualquier planta donde se desee modular una
caracteristica. En una realizaciéon de la invencion, la célula vegetal es una dicotiledénea, una gimnosperma o una
monocotiledénea. En una realizacion, la dicotiledénea se selecciona a partir del grupo compuesto por soja, tabaco o
algodon. En una realizaciéon adicional de la invencion, la monocotiledénea se selecciona a partir de maiz, trigo,
cebada, avena, centeno, mijo, sorgo, triticale, secale, carraén, escanda, farro, tef, milo, lino, grama, Tripsacum sp. y
teosinte.

[0027] En un ejemplo de la descripcion, el agente que potencia los niveles de expresion de un gen del factor de
transcripcion GATA en la célula vegetal comprende una molécula de acido nucleico que codifica un factor de
transcripcion GATA.

[0028] En un ejemplo de la descripcion, el agente que potencia los niveles de expresion de un gen del factor de
transcripcion GATA en una célula vegetal comprende:

a) una secuencia de nucleétidos SEC ID N.° 1 o un fragmento o dominio de la misma;

b) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido SEC ID N.° 2 o0 un fragmento o dominio de la misma;
c) una secuencia de nucleétidos que tiene similitud considerable con a) o b);

d) una secuencia de nucleétidos capaz de hibridar con a), b) o c);

e) una secuencia de nucleétidos que es complementaria a a), b), c) o d); o

f) una secuencia de nucleétidos que es la complementaria inversa de a), b), c) o d).

[0029] En un ejemplo adicional de la descripcidn, la molécula de acido nucleico comprende la secuencia del
gen AT5g56860 SEC ID N.° 1 o un fragmento funcional de la misma. Aun en una realizacion adicional de la
invencién, la molécula de 4cido nucleico comprende la secuencia que hibrida en condiciones de rigurosidad media
con el gen AT5g56860 SEC ID N.° 1 o un fragmento funcional de la misma. En otro ejemplo de la presente
invencion, la molécula de acido nucleico procede de la secuencia de nucledtidos del gen AT5g56860 SEC ID N.° 1y
tiene una secuencia de nucleétidos que comprende los codones especificos para su expresion en plantas. Aun en
otra realizacidon de la invencion, la molécula de acido nucleico es el ortdlogo del arroz del gen AT5g56860 que
comprende la secuencia SEC ID N.° 3.

[0030] En un ejemplo adicional de la invencién, el agente que puede modular los niveles de expresién de un
gen del factor de transcripcion GATA en una célula vegetal comprende:

a) una secuencia polipeptidica listada en SEC ID N.° 2 o un fragmento, dominio, repeticién o quimera funcional de la
misma;

b) una secuencia polipeptidica que tiene similitud considerable con a);

c) una secuencia polipeptidica codificada por una secuencia de nucledtidos idéntica o que tiene similitud
considerable con la secuencia de nucleétidos listada en SEC ID N.° 1, o un fragmento o dominio funcional de la
misma o una secuencia complementaria de la misma; o

d) una secuencia polipeptidica codifica por una secuencia de nucledtidos capaz de hibridar en condiciones de
rigurosidad media con una secuencia de nucledtidos listada en SEC ID N.° 1 0 a una secuencia complementaria de
la misma.

[0031] En una realizacion de la presente invencion, la secuencia de acido nucleico se expresa en una
ubicacion o tejido especifico de la planta. La ubicacion o tejido es, por ejemplo, pero sin limitaciones, epidermis, raiz,
tejido vascular, meristema, cambium, corteza, médula, hoja y/o flor. En una realizacién alternativa, la ubicacién o el
tejido es una semilla.

[0032] Los ejemplos de la presente descripcion también se refieren al uso de una molécula de acido nucleico
combinada aleatoriamente para modular una caracteristica de una célula vegetal, conteniendo dicha molécula de
acido nucleico combinada aleatoriamente diversos fragmentos de secuencias de nucledtidos, en la que al menos
uno de los fragmentos que codifican un factor de transcripcion GATA y en la que al menos dos de los diversos
fragmentos de secuencia estan en un orden, de 5’ a 3’ que no es el orden en el que los diversos fragmentos se
encuentran en la naturaleza en un acido nucleico. En un ejemplo especifico, todos los fragmentos de una molécula
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de acido nucleico combinada aleatoriamente que contiene diversos fragmentos de secuencias de nucleétidos
proceden de un unico gen. En un ejemplo mas especifico, los diversos fragmentos proceden de al menos dos genes
diferentes. En un ejemplo mas especifico, el acido nucleico combinado aleatoriamente esta unido de forma operativa
a una secuencia promotora. Otro ejemplo mas especifico es un uso de un poli nucleétido quimérico para modular
una caracteristica de una célula vegetal, incluyendo dicho polinucleétido quimérico una secuencia promotora unida
de forma operativa al acido nucleico combinado aleatoriamente. En un ejemplo mas especifico, el acido nucleico
combinado aleatoriamente esta contenido dentro de una célula huésped. En un ejemplo especifico adicional de la
descripcion, el fragmento que codifica un factor de transcripcion consta o comprende:

a) una secuencia de nucleétidos SEC ID N.° 1 o un fragmento o dominio de la misma;

b) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido SEC ID N.° 2 o un fragmento o dominio de la misma;

c) una secuencia de nucledtidos que tiene similitud considerable con a) o b);

d) una secuencia de nucleétidos capaz de hibridar con a), b) o c);

e) una secuencia de nucleétidos que es complementaria a a), b), c) o d); o

f) una secuencia de nucleétidos que es la complementaria inversa de a), b), c) o d).

[0033] Las realizaciones de la presente invencion también contemplan un uso de un casete de expresion para
modular una caracteristica de una célula vegetal que incluye una secuencia promotora unida de forma operativa a
un acido nucleico aislado que codifica un factor de transcripcion GATA. En ejemplos de la descripcion, el acido
nucleico aislado que codifica un factor de transcripcion GATA consta o comprende:

a) una secuencia de nucleétidos SEC ID N.° 1 o un fragmento o dominio de la misma;

b) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido SEC ID N.° 2 o un fragmento o dominio de la misma;

c) una secuencia de nucledtidos que tiene similitud considerable con a) o b);

d) una secuencia de nucleétidos capaz de hibridar con a), b) o c);

e) una secuencia de nucleétidos que es complementaria a a), b), c) o d); o

f) una secuencia de nucleétidos que es la complementaria inversa de a), b), c) o d).

[0034] La invencién también contemplan el uso de un vector recombinante para modular una caracteristica de
una célula vegetal que comprende un casete de expresion que incluye una secuencia promotora unida de forma
operativa a un acido nucleico aislado que codifica un factor de transcripcion GATA. En ejemplos de la descripcion, el
acido nucleico aislado que codifica un factor de transcripcion GATA consta o comprende:

a) una secuencia de nucleétidos SEC ID N.° 1 o un fragmento o dominio de la misma;

b) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido SEC ID N.° 2 o un fragmento o dominio de la misma;

c) una secuencia de nucleotidos que tiene similitud considerable con a) o b);

d) una secuencia de nucleétidos capaz de hibridar con a), b) o c);

e) una secuencia de nucleétidos que es complementaria a a), b), ¢) o d); o

f) una secuencia de nucledtidos que es la complementaria inversa de a), b), c) o d).

[0035] También abarca usos de células vegetales, que contienen casetes de expresion, segun la presente
descripcién, y usos de las plantas que contienen estas células vegetales.

[0036] En una realizacion, el casete de expresion se expresa en toda la planta. En otra realizacion, el casete
de expresion se expresa en una ubicacién o tejido especifico de una planta. En una realizacion especifica, la
ubicacién o tejido puede ser, por ejemplo, epidermis, raiz, tejido vascular, meristema, cambium, corteza, médula,
hoja y flor. En una realizacion especifica alternativa, la ubicacion o el tejido es una semilla.

[0037] Los ejemplos de la presente descripcion también proporcionan el uso de la semilla y el producto aislado
de las plantas para modular una caracteristica en una célula vegetal que contiene un casete de expresion que
incluye una secuencia promotora unida de forma operativa a un acido nucleico aislado que codifica un gen del factor
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de transcripcién GATA segun la presente invencion.

[0038] En una realizacion especifica, el vector de expresion incluye uno o mas elementos, como por ejemplo,
pero sin limitaciones, una secuencia promotora-potenciadora, una secuencia marcadora de seleccion, un origen de
replicacién, una secuencia codificadora de epitope etiquetado o una secuencia codificadora de purificacion por
afinidad etiquetada. En una realizacion mas especifica, la secuencia promotora-potenciadora puede ser, por
ejemplo, el promotor 35S de CaMV, el promotor 19S de CaMV, el promotor PR-1a del tabaco, el promotor de la
ubiquitina y la faseolina. En otra realizacion, el promotor puede funcionar en plantas y, mas especificamente, es un
promotor constitutivo o inducible. En otra realizacién especifica, la secuencia marcadora de seleccion codifica un
gen de resistencia a antibidtico. En otra realizacion especifica, la secuencia de epitope etiquetado codifica V5, el
péptido Phe-His-His-Thr-Thr, hemaglutinina o glutation-S-transferasa. En otra realizacién especifica, la secuencia de
purificacion por afinidad etiquetada codifica una secuencia de acido poliamino o un polipéptido. En una realizacion
mas especifica, la secuencia de acido poliamino es polihistidina. En una realizacion mas especifica, el polipéptido es
el dominio de unién a quitina o glutation-S-transferasa. En una realizacién mas especifica, la secuencia de
purificacion por afinidad etiquetada comprende una secuencia codificadora de inteina.

[0039] En una realizacion especifica, el vector de expresion es un vector de expresion eucariota o un vector de
expresion procariota. En una realizacién mas especifica, el vector de expresion eucariota incluye un promotor
especifico de tejido. Mas especificamente, el vector de expresion puede funcionar en plantas.

[0040] Las realizaciones de la presente invencion también se refieren a una planta modificada por un
procedimiento que incluye la introduccién en una planta de un acido nucleico en el que el acido nucleico se puede
expresar en la planta en una cantidad efectiva para realizar la modificacion. La modificacién puede ser un aumento o
disminucion de una o mas de los rasgos caracteristicos de interés. La modificacion puede incluir sobreexpresion,
subexpresion, modulaciéon de la cadena complementaria, supresién de la cadena sentido, expresion inducible,
represion inducible o modulacién inducible de un gen. En una realizacion de la invencion, la modificacion implica un
aumento o mejora del rasgo caracteristico de interés, por ejemplo, la utilizacion de nitrégeno.

[0041] Los ejemplos de la presente descripcidn proporcionan secuencias de nucleétidos y de aminoacidos
aislados de Arabidopsis thaliana. En especial, la presente invencion se refiere a un gen del factor de transcripcion
GATA regulado por nitrdgeno necesario para la deteccion de azlcares.

[0042] Un ejemplo de la presente invencion se refiere a un acido nucleico aislado que comprende o consta de
una secuencia de nucledtidos que comprende:

a) una secuencia de nucleétidos listada en SEC ID N.° 1 o un fragmento o dominio de la misma;
b) una secuencia de nucleétidos que tiene similitud considerable con a);

c) una secuencia de nucledtidos capaz de hibridar con a);

d) una secuencia de nucleétidos que es complementaria a a), b) o c); o

e) una secuencia de nucleétidos que es la complementaria inversa de a), b) o c).

[0043] En un ejemplo especifico, la similitud considerable es de al menos aproximadamente el 65% de
identidad, especificamente aproximadamente el 80% de identidad, especificamente el 90% y mas especificamente
al menos aproximadamente el 95% de identidad de secuencia con la secuencia de nucleoétidos listada como SEC ID
N.° 1, o un fragmento o dominio de la misma.

[0044] En un ejemplo, la secuencia que tiene similitud considerable con la secuencia de nucleétidos SEC ID
N.° 1, un fragmento o dominio de la misma, procede de una planta. En un ejemplo especifico, la planta es una
dicotiledénea. En un ejemplo mas especifico, la dicotiledonea se selecciona a partir del grupo compuesto por soja,
tabaco o algodén. En otro ejemplo especifico, la planta es una gimnosperma. En otro ejemplo especifico, la planta
es una monocotiledénea. En un ejemplo mas especifico, la monocotiledénea es un cereal. En un ejemplo mas
especifico, el cereal puede ser, por ejemplo, maiz, trigo, cebada, avena, centeno, mijo, sorgo, triticale, secale,
carradn, escanda, farro, tef, milo, lino, grama, Tripsacum sp. o teosinte.

[0045] En una realizacién, el acido nucleico se expresa en una ubicacion o tejido especifico de una planta. La
ubicacién o tejido es, por ejemplo, pero sin limitaciones, epidermis, raiz, tejido vascular, meristema, cambium,
corteza, médula, hoja y flor. En una realizacién alternativa, la ubicacion o el tejido es una semilla. En otro ejemplo, el
acido nucleico codifica un polipéptido implicado en una funcion, como por ejemplo, pero sin limitaciones, el
metabolismo del carbono, nitrégeno y/o azufre, utilizacién del nitrégeno, asimilacion del nitrégeno, fotosintesis,
transduccion de sefiales, crecimiento celular, reproduccion, resistencia a enfermedades, tolerancia al estrés abidtico,
composicion nutricional, regulacion génica y/o diferenciacion.
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[0046] En un ejemplo especifico, el acido nucleico aislado comprende o consta de una secuencia de
nucleétidos capaz de hibridar con una secuencia de nucledtidos listada en SEC ID N.° 1 o un fragmento o dominio
de la misma. En un ejemplo especifico, la hibridacion permite que la secuencia forme un duplex en condiciones de
rigurosidad media o alta. Los ejemplos de la presente descripcidon también abarcan una secuencia de nucleétidos
complementaria a la secuencia de nucleétidos SEC ID N.° 1 o un fragmento o dominio de la misma. Ejemplos de la
presente invencion ademas abarcan una secuencia de nucledtidos complementaria a una secuencia de nucleétidos
que tiene similitud considerable es capaz de hibridar con una secuencia de nucleétidos SEC ID N.° 1 o un fragmento
0 dominio de la misma.

[0047] En un ejemplo especifico, la secuencia de nucleétidos que tiene similitud considerable es una variante
alélica de la secuencia de nucledtidos SEC ID N.° 1 o un fragmento o dominio de la misma. En un ejemplo
alternativo, la secuencia que tiene similitud considerable es una variante natural. En otro ejemplo alternativo, la
secuencia que tiene similitud considerable es una variante polimoérfica de la secuencia de nucleétidos SEC ID N.° 1 o
un fragmento o dominio de la misma.

[0048] En un ejemplo especifico, el acido nucleico aislado contiene diversas regiones que tienen la secuencia
de nucledtidos SEC ID N.° 1 0 un exdén o dominio de la misma.

[0049] En un ejemplo especifico, el acido nucleico aislado contiene una secuencia que codifica un polipéptido.
En un ejemplo mas especifico, la secuencia que codifica un polipéptido contiene una porciéon de nucleétidos de 20
pares de bases idéntica en secuencia a una porcién de nucledtidos de 20 pares de bases de una secuencia de
acidos nucleicos de SEC ID N.°1. En un ejemplo mas especifico, el polipéptido contiene una secuencia polipeptidica
SEC ID N.° 2 o un fragmento de la misma. En un ejemplo mas especifico, el polipéptido es un polipéptido de una
planta. En un ejemplo mas especifico, la planta es una dicotiledénea. En un ejemplo mas especifico, la planta es una
gimnosperma. En un ejemplo mas especifico, la planta es una monocotiledénea. En un ejemplo mas especifico, la
monocotiledénea es un cereal. En un ejemplo mas especifico, el cereal puede ser, por ejemplo, maiz, trigo, cebada,
avena, centeno, mijo, sorgo, triticale, secale, carradén, escanda, farro, tef, milo, lino, grama, Tripsacum y teosinte.

[0050] En un ejemplo, el polipéptido se expresa en toda la planta. En un ejemplo mas especifico, el polipéptido
se expresa en una ubicacion o tejido especifico de una planta. En un ejemplo mas especifico, la ubicacion o tejido
puede ser, por ejemplo, epidermis, raiz, tejido vascular, meristema, cambium, corteza, médula, hoja y flor. En un
ejemplo mas especifico, la ubicacion o el tejido es una semilla.

[0051] En un ejemplo especifico, la secuencia del acido nucleico aislado codifica un polipéptido util para la
generaciéon de un anticuerpo que tiene inmunorreactividad frente a un polipéptido codificado por una secuencia de
nucleotidos SEC ID N.° 2 o un fragmento o dominio de la misma.

[0052] En un ejemplo especifico, la secuencia que tiene similitud considerable contiene una delecién o
insercion de al menos un nucleétido. En un ejemplo mas especifico, la deleciéon o insercion es de menos de
aproximadamente treinta nucleétidos. En el ejemplo mas especifico, la delecién o insercion es de menos de
aproximadamente cinco nucledtidos.

[0053] En un ejemplo especifico, la secuencia del acido nucleico aislado que tiene similitud considerable
comprende o consta de una sustitucion en al menos un coddén. En un ejemplo especifico, la sustitucion es
conservadora.

[0054] Los ejemplos de la presente invencién también se refiere a una molécula aislada de acido nucleico que
comprende o consta de una secuencia de nucleétidos, su complementaria o su complementaria inversa, que codifica
un polipéptido que incluye:

a) una secuencia polipeptidica SEC ID N.° 2 o un fragmento, dominio, repeticién o quimera de la misma;

b) una secuencia polipeptidica que tiene similitud considerable con a);

c) una secuencia polipeptidica codificada por una secuencia de nucleétidos idéntica o que tiene una similitud
considerable con la secuencia de nucleétidos SEC ID N.° 1, o un fragmento o dominio de la misma o una secuencia

complementaria a la misma;

d) una secuencia polipeptidica codificada por una secuencia de nucleétidos capaz de hibridar en condiciones de
rigurosidad media con una secuencia de nucledtidos SEC ID N.° 1 0 a una secuencia complementaria a la misma; o

e) un fragmento funcional de a), b), ¢) o d).
[0055] En otro ejemplo especifico, el polipéptido que tiene similitud considerable es una variante alélica de una
secuencia polipeptidica SEC ID N.° 2 o un fragmento, dominio, repeticién o quimera de la misma. En otro ejemplo

especifico, el acido nucleico aislado incluye diversas regiones de la secuencia polipeptidica codificada por una
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secuencia de nucledtidos idéntica o con similitud considerable con una secuencia SEC ID N.° 1 o fragmento o
dominio de la misma, o una secuencia complementaria a la misma.

[0056] En otro ejemplo especifico, el polipéptido es una secuencia polipeptidica SEC ID N.° 2. En otro ejemplo
especifico, el polipéptido es un fragmento o dominio funcional. Ain en otro ejemplo especifico, el polipéptido es una
quimera, en el que la quimera puede incluir dominios proteicos funcionales, como dominios, repeticiones, sitios de
modificacién postraduccional u otras caracteristicas. En un ejemplo mas especifico, el polipéptido es un polipéptido
de una planta. En un ejemplo mas especifico, la planta es una dicotiledénea. En un ejemplo mas especifico, la
planta es una gimnosperma. En un ejemplo mas especifico, la planta es una monocotiledénea. En un ejemplo mas
especifico, la monocotiledénea es un cereal. En un ejemplo més especifico, el cereal puede ser, por ejemplo, maiz,
trigo, cebada, avena, centeno, mijo, sorgo, triticale, secale, carradn, escanda, farro, tef, milo, lino, grama, Tripsacum
y teosinte.

[0057] En un ejemplo especifico el polipéptido se expresa en una ubicacion o tejido especifico de una planta.
En un ejemplo mas especifico, la ubicacién o tejido puede ser, por ejemplo, epidermis, raiz, tejido vascular,
meristema, cambium, corteza, médula, hoja y flor. En otro ejemplo especifico, la ubicacion o el tejido es una semilla.

[0058] En un ejemplo especifico, la secuencia polipeptidica codificada por una secuencia de nucledtidos que
tiene similitud considerable con una secuencia de nucleétidos SEC ID N.° 1 o un fragmento o dominio de la misma o
una secuencia complementaria a la misma, incluye una delecion o insercion de al menos un nucleétido. En un
ejemplo mas especifico, la delecion o insercidon es de menos de aproximadamente treinta nucleétidos. En un ejemplo
mas especifico, la delecion o insercidon es de menos de aproximadamente cinco nucleétidos.

[0059] En un ejemplo especifico, la secuencia polipeptidica codificada por una secuencia de nucledtidos que
tiene similitud considerable con una secuencia de nucleétidos SEC ID N.° 1 o un fragmento o dominio de la misma o
una secuencia complementaria a la misma, incluye una sustitucion de al menos un codon. En un ejemplo mas
especifico, la sustitucion es conservadora.

[0060] En un ejemplo especifico, las secuencias polipeptidicas que tienen similitud considerable con la
secuencia polipeptidica SEC ID N.° 2 o un fragmento, dominio, repeticion o quimeras de la misma incluye una
delecion o insercion de al menos un aminoacido.

[0061] En un ejemplo especifico, las secuencias polipeptidicas que tienen similitud considerable con la
secuencia polipeptidica SEC ID N.° 2 o un fragmento, dominio, repeticion o quimeras de la misma incluye una
sustitucion de al menos un aminoécido.

[0062] Los ejemplos de la presente invencion también se refieren a un &acido nucleico combinado
aleatoriamente que contiene varios fragmentos de secuencias de nucleétidos, en el que al menos uno de los
fragmentos corresponde a una regién de una secuencia de nucleétidos SEC ID N.° 1 y en el que al menos dos de los
diversos fragmentos de secuencia estan en un orden, de 5" a 3’ que no es el orden en el que los diversos fragmentos
se encuentran en la naturaleza en un acido nucleico. En un ejemplo mas especifico, todos los fragmentos de acido
nucleico combinado aleatoriamente que contiene diversos fragmentos de secuencias de nucleétidos proceden de un
unico gen. En un ejemplo mas

[0063] especifico, los diversos fragmentos proceden de al menos dos genes diferentes. En un ejemplo mas
especifico, el acido nucleico combinado aleatoriamente esta unido de forma operativa a una secuencia promotora.
Otro ejemplo mas especifico es un polinucledtido quimérico que incluye una secuencia promotora unida de forma
operativo al acido nucleico combinado aleatoriamente. En un ejemplo mas especifico, el acido nucleico combinado
aleatoriamente esta contenido dentro de una célula huésped.

[0064] Los ejemplos de la presente descripcion también contemplan un casete de expresién que incluye una
secuencia promotora unida de forma operativa a un acido nucleico aislado que contiene una secuencia de
nucleétidos que incluye:

a) una secuencia de nucleétidos SEC ID N.° 1 o un fragmento o dominio de la misma;

b) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido SEC ID N.° 2 o un fragmento o dominio de la misma;

¢) una secuencia de nucledtidos que tiene similitud considerable con a) o b);

d) una secuencia de nucleétidos capaz de hibridar con a), b) o c);

€) una secuencia de nucleétidos que es complementaria a a), b), ¢) o d); o

f) una secuencia de nucledtidos que es la complementaria inversa de a), b), c) o d).
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[0065] Ademas la invencién abarca un vector recombinante que comprende un casete de expresion segun las
realizaciones de la presente invencion. También abarca células vegetales, que contienen casetes de expresion,
segun la presente descripcion, y planteas que contienen estas células vegetales. En una realizaciéon especifica, la
planta es una dicotiledonea. En una realizacion mas especifica, la dicotiledonea se selecciona a partir del grupo
compuesto por soja, tabaco o algodon. En otra realizacion especifica, la planta es una gimnosperma. En otra
realizacion especifica, la planta es una monocotiledénea. En una realizacién mas especifica, la monocotiledénea es
un cereal. En una realizacién mas especifica, el cereal puede ser, por ejemplo, maiz, trigo, cebada, avena, centeno,
mijo, sorgo, triticale, secale, carradn, escanda, farro, tef, milo, lino, grama, Tripsacum y teosinte.

[0066] En una realizacion, el casete de expresion se expresa en toda la planta. En otra realizacion, el casete
de expresion se expresa en una ubicacidon o tejido especifico de una planta. En una realizacion especifica, la
ubicacién o tejido puede ser, por ejemplo, epidermis, raiz, tejido vascular, meristema, cambium, corteza, médula,
hoja y flor. En una realizacién especifica alternativa, la ubicacion o el tejido es una semilla.

[0067] En una realizacion, el casete de expresion esta implicado en una funcién, como por ejemplo, pero sin
limitaciones, el metabolismo del carbono, nitrégeno y/o azufre, utilizacion del nitrégeno, asimilacion del nitrégeno,
fotosintesis, transduccién de sefales, crecimiento celular, reproduccion, resistencia a enfermedades, tolerancia al
estrés abidtico, composicion nutricional, regulacion génica y/o diferenciacion. En una realizacion mas especifica, el
polipéptido quimérico esta implicado en una funcién , como utilizacion del nitrégeno, tolerancia al estrés abidtico,
rendimiento mejorado, resistencia a enfermedades y/o composicion nutricional.

[0068] En una realizacion, la planta contiene una modificaciéon de un fenotipo o caracteristica mensurable de la
planta, siendo la modificacién atribuible a la expresion de al menos un gen contenido en el casete de expresion. En
una realizacién especifica, la modificacion puede ser, por ejemplo, el metabolismo del carbono, nitrégeno y/o azufre,
utilizacién del nitrégeno, asimilacion del nitrégeno, fotosintesis, transduccién de sefales, crecimiento celular,
reproduccion, resistencia a enfermedades, tolerancia al estrés abidtico, composicion nutricional, regulaciéon génica
y/o diferenciacion.

[0069] Los ejemplos de la presente invencidon también proporcionan semillas y productos aislados de plantas
que contienen un casete de expresion que incluye una secuencia promotora unida de forma operativa a un acido
nucleico aislado que contiene una secuencia de nucleotidos que incluye:

a) una secuencia de nucleétidos SEC ID N.° 1 o un fragmento o dominio de la misma;

b) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido SEC ID N.° 2 o un fragmento o dominio de la misma;

¢) una secuencia de nucledtidos que tiene similitud considerable con a) o b);

d) una secuencia de nucleétidos capaz de hibridar con a), b) o c);

e) una secuencia de nucleétidos que es complementaria a a), b), c) o d); o

f) una secuencia de nucledtidos que es la complementaria inversa de a), b), c) o d) segun la presente descripcion.
[0070] En un ejemplo especifico, el producto aislado incluye una enzima, una proteina nutricional, una proteina
estructural, un aminoacido, un lipido, un acido graso, un polisacarido, un azucar, un alcohol, un alcaloide, un
carotenoide, un propanoide, un esteroide, un pigmento, una vitamina y una hormona vegetal.

[0071] Los ejemplos de la presente invencion también se refieren a productos aislados producidos mediante la
expresion de un acido nucleico aislado que contiene una secuencia de nucleétidos que incluye:

a) una secuencia de nucleétidos SEC ID N.° 1 o un fragmento o dominio de la misma;

b) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido SEC ID N.° 2 o un fragmento o dominio de la misma;

c) una secuencia de nucleotidos que tiene similitud considerable con a) o b);

d) una secuencia de nucleétidos capaz de hibridar con a) o b);

e) una secuencia de nucleétidos que es complementaria a a), b), c) o d); o

f) una secuencia de nucledtidos que es la complementaria inversa de a), b), ¢) o d) segun la presente descripcion.
[0072] En un ejemplo especifico, el producto se produce en una planta. En otro ejemplo especifico, el producto
se produce en un cultivo celular. En otro ejemplo especifico, el producto se produce en un sistema acelular. En otro

ejemplo especifico, el producto incluye una enzima, una proteina nutricional, una proteina estructural, un
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aminoacido, un lipido, un acido graso, un polisacarido, un azucar, un alcohol, un alcaloide, un carotenoide, un
propanoide, un esteroide, un pigmento, una vitamina y una hormona vegetal.

[0073] En un ejemplo especifico, el producto es un polipéptido que contiene una secuencia de aminoacidos
SEC ID N.° 2. En una realizacién mas especifica, la proteina es un factor de transcripcion.

[0074] Los ejemplos de la presente invencién ademas se refieren a un polinucleétido aislado que incluye una
secuencia de nucledtidos de al menos 10 bases, cuya secuencia es idéntica, complementaria o considerablemente
similar a una region de cualquier secuencia SEC ID N.° 1, y en la que el polinucledtido esta adaptado para cualquier
de los numerosos usos.

[0075] En un ejemplo especifico, el polinucledtido se usa como marcador cromosémico. En otro ejemplo
especifico, el polinucledtido se usa como marcador para el analisis por RFLP. En otro ejemplo especifico, el
polinucledtido se usa como marcador para la reproduccion cuantitativa asociada al rasgo caracteristico. En otro
ejemplo especifico, el polinucledtido se usa como marcador para la reproduccién asistida por marcador. En otro
ejemplo especifico, el polinucledtido se usa como secuencia sefiuelo en un sistema de doble hibrido para identificar
secuencias que codifican polipéptidos que interaccionan con el polipéptido codificado por la secuencia sefiuelo. En
otro ejemplo especifico, el polinucledtido se usa como indicador diagndstico para el genotipado o identificacion de un
individuo o poblacion de individuos. En otro ejemplo especifico, el polinucleétido se usa para el analisis genético
para identificar los limites de genes o exones.

[0076] Los ejemplos de la presente invencidn también se refieren a un vector de expresion que comprende o
consta de una molécula de acido nucleico que incluye:

a) un acido nucleico que codifica un polipéptido como se lista en SEC ID N.° 2;
b) un fragmento, uno o més dominios, o regiones de SEC ID N. ° 1 con la caracteristica especial; o

¢) una secuencia de acido nucleico completa listada en SEC ID N. 1 o un fragmento de la misma, en combinacion
con una secuencia heteréloga.

[0077] En una realizacion especifica, el vector de expresion incluye uno o mas elementos, como por ejemplo,
pero sin limitaciones, una secuencia promotora-potenciadora, una secuencia marcadora de seleccién, un origen de
replicacién, una secuencia codificadora de epitope etiquetado o una secuencia codificadora de purificacion por
afinidad etiquetada. En una realizacion mas especifica, la secuencia promotora-potenciadora puede ser, por
ejemplo, el promotor 35S de CaMV, el promotor 19S de CaMV, el promotor PR-1a del tabaco, el promotor de la
ubiquitina y la faseolina. En otra realizacion, el promotor puede funcionar en plantas y, mas especificamente, es un
promotor constitutivo o inducible. En otra realizacidon especifica, la secuencia marcadora de seleccion codifica un
gen de resistencia a antibiético. En otra realizacion especifica, la secuencia de epitope etiquetado codifica V5, el
péptido Phe-His-His-Thr-Thr, hemaglutinina o glutatién-S-transferasa. En otra realizacién especifica, la secuencia de
purificacion por afinidad etiquetada codifica una secuencia de acido poliamino o un polipéptido. En una realizacion
mas especifica, la secuencia de acido poliamino es polihistidina. En una realizacion mas especifica, el polipéptido es
el dominio de unidon a quitina o glutation-S-transferasa. En una realizacion mas especifica, la secuencia de
purificacion por afinidad etiquetada comprende una secuencia codificadora de inteina.

[0078] En una realizacién especifica, el vector de expresion es un vector de expresion eucariota o un vector de
expresion procariota. En una realizaciéon mas especifica, el vector de expresién eucariota incluye un promotor
especifico de tejido. Mas especificamente, el vector de expresién puede funcionar en plantas.

[0079] Los ejemplos de la presente invencion también se refieren a una célula que comprende o constan de
una construccion de acido nucleico que comprende un vector de expresion y un acido nucleico que incluye un acido
nucleico que codifica un polipéptido como se lista en SEC ID N.° 2, o una secuencia de acido nucleico listada en
SEC ID N.° 1, o un segmento de la misma, en combinacion con una secuencia heteréloga.

[0080] En una realizacidn especifica, la célula es una célula bacteriana, una célula fungica, una célula vegetal
0 una célula animal. En una realizacién especifica, la célula es una célula vegetal. En una realizacion mas
especifica, el polipéptido se expresa en una ubicacién o tejido especifico de una planta. En una realizacion mas
especifica, la ubicacion o tejido puede ser, por ejemplo, epidermis, raiz, tejido vascular, meristema, cambium,
corteza, médula, hoja y flor. En una realizacion mas especifica alternativa, la ubicacion o el tejido es una semilla. En
un ejemplo especifico, el polipéptido estd implicado en una funcién como, por ejemplo, el metabolismo del carbono,
nitrdgeno y/o azufre, utilizacion del nitrégeno, asimilacion del nitrogeno, fotosintesis, transduccion de senales,
crecimiento celular, reproduccion, resistencia a enfermedades, tolerancia al estrés abiodtico, composicion nutricional,
regulacién génica y/o diferenciacion.

[0081] Los ejemplos de la presente invencidon también se refieren a polipéptidos codificados por las moléculas
aisladas de acido nucleico de la presente descripcidon en las que se incluye un polipéptido que contiene una
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secuencia polipeptidica codificada por un &cido nucleico aislado que contenga una secuencia de nucleétidos que
incluya:

a) una secuencia de nucleétidos listada en SEC ID N.° 1 0 un exén o dominio de la misma;

b) una secuencia de nucleétidos que tiene similitud considerable con a);

c) una secuencia de nucleotidos capaz de hibridar con a);

d) una secuencia de nucleétidos que es complementaria a a), b) o c); o

e) una secuencia de nucleétidos que es la complementaria inversa de a), b) o ¢);

f) o un fragmento funcional de la misma.

[0082] Un polipéptido que contiene una secuencia polipeptidica codificada por un acido nucleico aislado que
contiene una secuencia de nucleétidos, su complementaria o su complementaria inversa, que codifica un polipéptido
que incluye una secuencia polipeptidica que incluye:

a) una secuencia polipeptidica listada en SEC ID N.° 2 o un dominio, repeticion o quimeras de la misma;

b) una secuencia polipeptidica que tiene similitud considerable con a);

c) una secuencia polipeptidica codificada por una secuencia de nucleétidos idéntica o que tiene una similitud
considerable con una secuencia de nucleétidos listada en SEC ID N.° 1, o un exén o dominio de la misma, o una
secuencia complementaria a la misma;

d) una secuencia polipeptidica codificada por una secuencia de nucleétidos capaz de hibridar en condiciones de
rigurosidad media con una secuencia de nucledtidos listada en SEC ID N.° 1 o con una secuencia complementaria
de la misma; o

e) un fragmento funcional de a), b), c) o d);

f) o un fragmento funcional de la misma.

[0083] Los ejemplos de la presente descripcion contemplan un polipéptido que contiene una secuencia
polipeptidica codificada por un acido nucleico aislado que incluye un acido nucleico combinado aleatoriamente que
contiene varios fragmentos de secuencias de nucleétidos, en el que al menos uno de los fragmentos corresponde a
una region de una secuencia de nucleétidos listada en SEC ID N.° 1 y en el que al menos dos de los diversos
fragmentos de secuencia estan en un orden, de 5" a 3’ que no es el orden en el que los diversos fragmentos se dan
en la naturaleza en un acido nucleico, o fragmento funcional de la misma.

[0084] Los ejemplos de la presente descripcion contemplan un polipéptido que contiene una secuencia
polipeptidica codificada por un polinucledtido aislado que contiene una secuencia de nucledtidos de al menos 10
bases, cuya secuencia es idéntica, complementaria o considerablemente similar a una regién de cualquier secuencia
SEC ID N.° 1, o un fragmento funcional de la misma y en la que el polinucleétido esta adaptado para un uso que

incluye:

a) uso de un marcador cromosomico para identificar la ubicacién del polinucledtido correspondiente o
complementario en un cromosoma nativo o artificial;

b) uso como marcador para el analisis por RFLP;
¢) uso como marcador para la reproduccion cuantitativa asociada al rasgo caracteristico;
d) uso como marcador para la reproduccion asistida por marcador;

e) uso como secuencia sefiuelo en un sistema de doble hibrido para identificar secuencias que codifican polipéptidos
que interaccionan con el polipéptido codificado por la secuencia sefiuelo;

f) uso como indicador diagndstico para el genotipado o identificacidon de un individuo o poblacién de individuos; o
g) uso para el analisis genético para identificar limites de genes o exones.

[0085] Los ejemplos de la presente descripcién también contemplan un polipéptido aislado que contiene una
secuencia polipeptidica que incluye:
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a) una secuencia polipeptidica listada en SEC ID N.° 2 o un exdn o dominio de la misma;
b) una secuencia polipeptidica que tiene similitud considerable con a);

c) una secuencia polipeptidica codificada por una secuencia de nucleétidos idéntica o que tiene una similitud
considerable con la secuencia de nucleétidos SEC ID N.° 1, o un exén o dominio de la misma, o una secuencia
complementaria a la misma;

d) una secuencia polipeptidica codificada por una secuencia de nucleétidos capaz de hibridar en condiciones de
rigurosidad media con una secuencia de nucledtidos listada en SEC ID N.° 1 o con una secuencia complementaria
de la misma; o

e) un fragmento funcional de a), b), ¢) o d).

[0086] En un ejemplo especifico, la similitud considerable es de al menos aproximadamente el 65% de
identidad. En un ejemplo mas especifico, la similitud considerable es de al menos aproximadamente el 80% de
identidad. En un ejemplo mas especifico, la similitud considerable es de al menos aproximadamente el 95% de
identidad. En un ejemplo especifico, la similitud considerable es al menos un tres por ciento mayor que el porcentaje
de identidad con la secuencia homdloga mas proxima listada en cualquiera de los listados de secuencias.

[0087] En un ejemplo especifico, la secuencia que tiene similitud considerable es de una planta. En un ejemplo
mas especifico, la planta es una dicotiledénea. En un ejemplo mas especifico, la planta es una gimnosperma. En un
ejemplo mas especifico, la planta es una monocotiledénea. En un ejemplo mas especifico, la monocotiledonea es un
cereal. En un ejemplo mas

[0088] especifico, el cereal puede ser, por ejemplo, maiz, trigo, cebada, avena, centeno, mijo, sorgo, triticale,
secale, carradn, escanda, farro, tef, milo, lino, grama, Tripsacum y teosinte.

[0089] En un ejemplo especifico el polipéptido se expresa en una ubicacion o tejido especifico de una planta.
En un ejemplo mas especifico, la ubicacién o tejido puede ser, por ejemplo, epidermis, raiz, tejido vascular,
meristema, cambium, corteza, médula, hoja y flor. En otro ejemplo especifico, la ubicacion o el tejido es una semilla.
En un ejemplo especifico, el polipéptido esta implicado en una funcidon como, por ejemplo, el metabolismo del
carbono, nitrégeno y/o azufre, utilizacién del nitrégeno, asimilacion del nitrégeno, fotosintesis, transduccion de
sefiales, crecimiento celular, reproduccion, resistencia a enfermedades, tolerancia al estrés abidtico, composicion
nutricional, regulacion génica y/o diferenciacion.

[0090] En un ejemplo especifico, la hibridacion de una secuencia polipeptidica codificada por una secuencia de
nucledtidos idéntica o con similitud considerable con una secuencia de nucleétidos listada en SEC ID N.° 1, o un
exon o dominio de la misma, o una secuencia complementaria de la misma, o una secuencia polipeptidica codificada
por una secuencia de nucleétidos capaz de hibridar en condiciones de rigurosidad media con una secuencia de
nucledtidos listada en SEC ID N.° 1, o con una secuencia complementaria a la misma, permite que la secuencia
forme un duplex en condiciones de rigurosidad media o alta.

[0091] En un ejemplo especifico, un polipéptido que tiene similitud considerable con una secuencia
polipeptidica listada en SEC ID N.° 2, o un exdn o dominio de la misma, es una variante alélica de la secuencia
polipeptidica listada en SEC ID N.° 2. En otro ejemplo especifico, un polipéptido que tiene similitud considerable con
una secuencia polipeptidica listada en SEC ID N.° 2, o un exén o dominio de la misma, es una variante natural de la
secuencia polipeptidica listada en SEC ID N.° 2. En otro ejemplo especifico, un polipéptido que tiene similitud
considerable con una secuencia polipeptidica listada en SEC ID N.° 2, o un exén o dominio de la misma, es una
variante polimoérfica de la secuencia polipeptidica listada en SEC ID N.° 2.

[0092] En un ejemplo especifico alternativo, la secuencia que tiene similitud considerable contiene una
delecioén o insercién de al menos un aminoacido. En un ejemplo mas especifico, la delecién o insercion es de menos
de aproximadamente diez aminoacidos. En un ejemplo mas especifico, la delecidon o insercién es de menos de
aproximadamente tres aminoacidos.

[0093] En un ejemplo especifico, la secuencia que tiene similitud considerable codifica una sustituciéon en al
menos un aminocido.

[0094] También se contempla un procedimiento de producciéon de una planta que comprende una modificacion
del mismo, que incluye las etapas de: 1) proporcionar un acido nucleico que es un acido nucleico aislado que
contiene una secuencia de nucleétidos que incluye:

a) una secuencia de nucleétidos listada en SEC ID N.° 1 o un ex6n o dominio de la misma;
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b) una secuencia de nucleétidos que tiene similitud considerable con a);

¢) una secuencia de nucledtidos capaz de hibridar con a);

d) una secuencia de nucleétidos que es complementaria a a), b) o ¢); o

e) una secuencia de nucleétidos que es la complementaria inversa de a), b) o c);

y 2) introducir el acido nucleico en la planta, en el que el acido nucleico se puede expresar en la planta en una
cantidad eficaz para afectar a la modificacion. En un ejemplo, la modificacién comprende una caracteristica alterada
en la planta, en la que la caracteristica corresponde con el acido nucleico introducido en la planta. En otros ejemplos
especificos, la caracteristica corresponde al metabolismo del carbono, nitrégeno y/o azufre, utilizacién del nitrégeno,
asimilacion del nitrégeno, fotosintesis, transduccién de sefales, crecimiento celular, reproduccion, resistencia a
enfermedades, tolerancia al estrés abidtico, composicién nutricional, regulacién génica y/o diferenciacion.

[0095] En otro ejemplo, la modificacion incluye un aumento o disminucién de la expresion o la acumulacion de
un producto de la planta. Especificamente, el producto es un producto natural de la planta. De igual modo
especificamente, el producto es un producto nuevo o alterado de la planta. Especificamente, el producto comprende
un factor de transcripcion GATA.

[0096] La descripcion también abarca un procedimiento de produccidén de una proteina recombinante, que
comprende las etapas de:

a) crecer células recombinantes que comprenden una construccion de acido nucleico en condiciones de crecimiento
idéneas, comprendiendo la construccion un vector de expresion y un acido nucleico que incluye: un acido nucleico
que codifica una proteina como se lista en SEC ID N. 2, o una secuencia de acido nucleico listada en SEC ID N.° 1 o
segmentos de la misma; y

b) aislar a partir de las células recombinantes la proteina recombinante expresada por las mismas.

[0097] Los ejemplos de la presente descripcidn proporcionan un procedimiento de produccion de una proteina
recombinante en el que el vector de expresion incluye uno o mas elementos que incluyen una secuencia promotora-
potenciadora, una secuencia marcadora de seleccidén, un origen de replicacion, una secuencia codificadora de
epitope etiquetado y una secuencia codificadora de purificacion por afinidad etiquetada. En un ejemplo especifico, la
construccion de acido nucleico incluye una secuencia codificadora de epitope etiquetado y la etapa de aislamiento
incluye el uso de un anticuerpo especifico para el epitope etiquetado. En otro ejemplo especifico, la construccion de
acido nucleico contiene una secuencia codificadora de acido poliamino y la etapa de aislamiento incluye el uso de
una resina que comprende una sustancia de unién a acido poliamino, especificamente cuando el acido poliamino es
polihistidina y la resina de unién a poliamino es una resina de agarosa cargada con niquel. Aun en otro ejemplo
especifico, la construccion de acido nucleico contiene una secuencia codificadora de un polipéptido y la etapa de
aislamiento incluye el uso de una resina que contiene una sustancia de union a polipéptido, especificamente cuando
el polipéptido es un dominio de unién a quitina y la resina contiene quitina-sefarosa.

[0098] Las realizaciones de la presente invencion también se refieren a una planta modificada por un
procedimiento que incluye la introduccién en una planta de un acido nucleico en el que el acido nucleico se puede
expresar en la planta en una cantidad eficaz para realizar la modificacion. La modificacién puede ser, por ejemplo, el
metabolismo del carbono, nitrégeno y/o azufre, utilizacién del nitrégeno, asimilacion del nitrégeno, fotosintesis,
transduccion de sefiales, crecimiento celular, reproduccion, resistencia a enfermedades, tolerancia al estrés abidtico,
composicién nutricional, regulacion génica y/o diferenciacion. En un ejemplo, la planta modificada tiene resistencia
aumentada o disminuida a un herbicida, un estrés o un patégeno. En otro

[0099] ejemplo, la planta modificada tiene mayores o menores requisitos por la luz, agua, nitrégeno u
oligoelementos. Aun en otra realizacion, la planta modificada esta enriquecida con un aminoacido esencial como una
proporciéon de una fraccidn de proteina de la planta. La fraccidn de proteina puede ser, por ejemplo, proteina total de
semilla, proteina soluble, proteina insoluble, proteina extraible en agua y proteina asociada a lipidos. La
modificacién puede incluir sobreexpresion, subexpresién, modulaciéon de la cadena complementaria, supresion de la
cadena sentido, expresion inducible, represién inducible o modulacion inducible de un gen.

[0100] La descripcion ademas se refiere a una semilla de una planta modificada o un producto aislado de una
planta modificada, donde el producto puede ser una enzima, una proteina nutricional, una proteina estructural, un
aminoacido, un lipido, un acido graso, un polisacarido, un azucar, un alcohol, un alcaloide, un carotenoide, un
propanoide, un esteroide, un pigmento, una vitamina y una hormona vegetal.

[0101] En el resumen de la invencién anterior se recogen varias realizaciones de la invencién y, en muchos
casos, se recogen variaciones y permutaciones de estas realizaciones. El resumen constituye meramente ejemplos
de los numerosos y distintos ejemplos. La mencién de una o mas caracteristicas especificas de un ejemplo dado es
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de algun modo ejemplificador. Dicho ejemplo puede existir normalmente con o sin la caracteristica o caracteristicas
mencionadas; del mismo modo, esas caracteristicas se pueden aplicar a otros ejemplos de la descripcion, se
mencionen o no este resumen. Para evitar la repeticién excesiva, este resumen no menciona ni sugiere todas las
posibles combinaciones de dichas caracteristicas.

[0102] Con el fin de resumir la invencion y las ventajas conseguidas sobre la técnica anterior, se han descrito a
continuacion ciertos objetos o ventajas de la invencion. Por supuesto, se debe entender que todos estos objetos y
ventajas no necesariamente pueden conseguirse de acuerdo con cualquiera de los ejemplos particulares de la
invencién. De este modo, por ejemplo, los expertos en la materia reconoceran que la invencion puede ser realizada
o llevada a cabo de forma que se consiga u optimice una ventaja o grupo de ventajas como se ha ensefiado en este
documento sin conseguir necesariamente otros objetos o ventajas como los que se pueden ensefar o sugerir en
este documento.

[0103] Aspectos, caracteristicas y ventajas adicionales de esta invencidén se haran aparentes a partir de la
descripcion detallada de las realizaciones especificas que siguen.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0104]

En la figura 1 y en SEC ID N.° 1 se muestra la secuencia CDS de At5g56860 de longitud completa.

En la figura 2 y en SEC ID N.° 2 se muestra la secuencia de aminoacidos de At5g5680.

En la figura 3 y en SEC ID N.° 3 se muestra la secuencia del acido nucleico del ortélogo del arroz de At5g56860.

La figura 4 es una construccion del plasmido que contiene el promotor 35S de CaMV, en ADNc de GNC y terminador
de la nopalina sintetasa (nos) entre los limites derecho (BD) e izquierdo (Bl) del T-ADN.

DEFINICIONES

[0105] Por claridad, determinados términos utilizados en la descripcién se definen y presentan como sigue:
«asociado con/unido de forma operativa» se refiere a dos secuencias de acido nucleico que estan fisica o
funcionalmente relacionadas. Por ejemplo, una secuencia de ADN promotora o reguladora se dice que esta
«asociada con» una secuencia de ADN que codifica un ARN o una proteina si las dos secuencias estan unidas de
forma operativa, o estan situadas de forma que la secuencia del ADN reguladora afectara al nivel de expresion de la
secuencia de ADN codificadora o estructural.

[0106] Una «construccion quimérica» es una secuencia de acido nucleico recombinante en la que una
secuencia de acido nucleico promotora o reguladora esta unida de forma operativa, o asociada con, una secuencia
de acido nucleico que codifica un ARNm o que se expresa como proteina, de modo que la secuencia de acido
nucleico reguladora es capaz de regular la transcripcion o expresion de la secuencia de acido nucleico asociada. La
secuencia de acido nucleico reguladora de la construccion quimérica normalmente no esta unida de forma operativa
a la secuencia de acido nucleico asociada cuando se encuentra en la naturaleza.

[0107] Un «cofactor» es un reactivo natural, tal como una molécula organica o un ién metalico, necesario en
una reaccion catalizada realizada por una enzima. Un cofactor es, por ejemplo, NAD(P), riboflavina (incluyendo FAD
y FMN), folato, molibdopterina, tiamina, biotina, acido lipoico, acido pantoténico y coenzima A, S-adenosilmetionina,
fosfato de piridoxal, ubiquinona o menaquinona. Opcionalmente, un cofactor puede regenerarse y reutilizarse.

[0108] Una «secuencia codificadora» es una secuencia de acido nucleico que se transcribe en ARN como
ARNm, ARNr, ARNt, ARNnp, ARN sentido o ARN complementario. Especificamente, el ARN se traduce a
continuacion en un organismo para producir una proteina.

[0109] Complementaria: «complementaria» se refiere a dos secuencias de nucledtidos que comprenden
secuencias de nucledtidos antiparalelas capaces de aparearse entre si tras la formacion de puentes de hidrégeno
entre los restos base complementarios en las secuencias de nucledtidos antiparalelas.

[0110] Actividad enzimatica: en este documento significa la capacidad de una enzima para catalizar la
conversion de un sustrato en un producto. El sustrato para la enzima comprende no solo el sustrato natural de dicha
enzima sino que también comprende analogos del sustrato natural, que también pueden se convertirdos por la
enzima en un producto o un analogo del producto. La actividad de la enzima se mide, por ejemplo, determinando la
cantidad de producto en la reaccién tras un determinado periodo de tiempo, o determinando la cantidad de sustrato
remanente en la mezcla de reaccion tras un determinado periodo de tiempo. La actividad de la enzima también
puede medirse determinando la cantidad de un cofactor no utilizado de la reaccién que permanece en la mezcla de
reaccion tras un determinado periodo de tiempo o determinando la cantidad de cofactor utilizado en la mezcla de
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reaccion tras un determinado periodo de tiempo. La actividad de la enzima también se mide determinando la
cantidad de un donante de energia libre o molécula rica en energia (p. €j., ATP, fosfoenolpiruvato, fosfato de acetilo
o fosfocreatina) que permanece en la mezcla de reaccion tras un determinado periodo de tiempo o determinando la
cantidad de un donante de energia libre usado o molécula rica en energia (p. €j., ADP, piruvato, acetato o creatina)
en la mezcla de reaccion tras un determinado periodo de tiempo.

[0111] Casete de expresion: el «casete de expresién» como se utiliza en este documento significa una
molécula de &cido nucleico capaz de dirigir la expresion de una secuencia de nucledtidos en particular en una célula
huésped adecuada que comprende un promotor unido de forma operativa a la secuencia de nucledtidos de interés,
la cual estd unida de forma operativa a sefiales de terminacion. Tipicamente también comprende secuencias
requeridas para la traducciéon adecuada de la secuencia de nucledtidos. La region codificadora normalmente codifica
una proteina de interés, aunque también puede codificar un ARN funcional de interés, por ejemplo, un ARN
complementario o un ARN no traducido, en la direccién sentido o en la complementaria. El casete de expresion que
comprende la secuencia de nucleétidos de interés puede ser quimérico, lo que significa que al menos uno de sus
componentes es heterdlogo con respecto a al menos uno de los demas componentes. El casete de expresion
también puede ser aquel que aparece en la naturaleza pero se ha obtenido en una forma recombinante util para la
expresion heteréloga. Sin embargo, tipicamente el casete de expresion es heterélogo con respecto al huésped, es
decir, la secuencia de ADN del casete de expresion en particular no se encuentra de forma natural en la célula
huésped y debe haber sido introducido en la célula huésped o en un predecesor de la célula huésped mediante un
acontecimiento de transformacién. La expresion de la secuencia de nucleétidos en el casete de expresion puede
estar bajo el control de un promotor constitutivo o de un promotor inducible que inicia la transcripcion solo cuando la
célula huésped se expone a algunos estimulos externos en particular. En el caso de un organismo multicelular,
como una planta, el promotor también puede ser especifico de un tejido, 6rgano o etapa de desarrollo en particular.

[0112] El término «fragmento funcional» segun se usa en este documento en relacién con una secuencia de
acido nucleico o de proteina significa un fragmento o porcidn de la secuencia que retiene la funcién de la secuencia
de longitud completa.

[0113] Gen: el término «gen» se usa ampliamente para referirse a cualquier segmento de ADN asociado con
una funcién biolégica. De este modo, los genes incluyen las secuencias codificadoras y/o las secuencias
reguladoras requeridas para su expresion. Los genes también incluyen segmentos de ADN no expresados que, por
ejemplo, forman secuencias de reconocimiento para otras proteinas. Los genes pueden obtenerse a partir de
diversas fuentes, incluyendo la clonacién de una fuente de interés, o sintetizarse a partir de la informacién de la
secuencia conocida o predicha, y puede incluir secuencias disefiadas para tener los parametros deseados.

[0114] Heterdlogo/exdgeno: los términos «heterdlogo» y «exégeno» cuando se usan en este documento para
referirse a una secuencia de acido nucleico (p. €j., una secuencia de ADN) o un gen, se refieren a una secuencia
que se origina a partir de una fuente ajena a la célula huésped en particular o, si es de la misma fuente, se modifica
a partir de su forma original. Por tanto, un gen heterélogo en una célula huésped incluye un gen que es enddgeno a
la célula huésped en particular pero se ha modificado mediante, por ejemplo, el uso de combinacién aleatoria de
ADN. Los términos también incluyen multiples copias no naturales de una secuencia de ADN natural. Por tanto, el
término se refiere a un segmento de ADN que es extrafio o heterélogo para la célula u homologo para la célula pero
en una posicion dentro del acido nucleido de la célula huésped en la que no se encuentra normalmente. Los
segmentos de ADN exdgeno se expresan hasta producir polipéptidos exdgenos.

[0115] Una secuencia de acido nucleico (p. ej., ADN) «homdloga» es una secuencia de acido nucleico (p. €j.,
ADN) asociada de forma natural con una célula huésped en la que se va a introducir.

[0116] Hibridacion: la frase «que hibrida especificamente con» se refiere a la unién, formacién de un duplex o
hibridacion de una molécula solo con un &cido nucleico en particular en condiciones rigurosas cuando esta
secuencia esta presente en una mezcla compleja (por ejemplo, celular total) ADN o ARN. La expresion «se une
sustancialmente» se refiere a hibridacion complementaria entre una sonda de acido nucleico y un acido nucleico
diana y abarca errores menores que pueden acomodarse reduciendo la rigurosidad de los medios de hibridacion
para conseguir la deteccidon deseada de la secuencia de acido nucleico diana.

[0117] Inhibidor: sustancia quimica que inactiva la actividad enzimatica de una proteina como una enzima
biosintética, receptor, proteina de transduccion de sefiales, producto génico estructural o proteina de transporte. El
término «herbicida» (o «compuesto herbicida») se usa en este documento para definir un inhibidor aplicado a una
planta en cualquier etapa del desarrollo, en el que el herbicida inhibe el crecimiento de la planta o la mata.

[0118] Interaccion: calidad o estado de accion mutua de manera que la eficacia o toxicidad de una proteina o
compuesto sobre otra proteina es inhibitoria (antagonistas) o potenciadora (agonistas).

[0119] Una secuencia de acido nucleico es «isocodificadora con» una secuencia de acido nucleico de
referencia cuando la secuencia de acido nucleico codifica un polipéptido que tiene la misma secuencia de
aminoacidos que el polipéptido codificado por la secuencia del acido nucleico de referencia.
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[0120] Isogénicas: plantas que son genéticamente idénticas, excepto porque pueden diferir en la presencia o
ausencia de una secuencia de ADN heterodloga.

[0121] Aislada: en el contexto de la presente invencién, una molécula de ADN aislada o una enzima aislada
es una molécula de ADN o enzima que, por intervencién humana, puede encontrarse fuera de su entorno nativo vy,
por tanto, no es un producto natural. Una molécula de ADN o enzima aislada puede estar en forma purificada o
puede estar en un entorno no nativo como, por ejemplo, una célula huésped transgénica.

[0122] Proteina madura: proteina de la cual se han eliminado el péptido de transito, el péptido sefal y/o
porciones propeptidicas.

[0123] Promotor minimo: fragmento mas pequefio de un promotor, como un elemento TATA, que puede ser
transcrito. Un promotor minimo tipicamente tiene una actividad promotora muy reducida en ausencia de activacion
antes del extremo 5'. En presencia de un factor de transcripciéon adecuado, el promotor minimo funciona permitiendo
la transcripcion.

[0124] Actividad enzimatica modificada: actividad enzimética diferente de la que aparece de forma natural en
una planta (es decir, la actividad enzimatica que aparece de forma natural en ausencia de manipulacion directa o
indirecta de dicha actividad por el hombre), que tolera los inhibidores que inhiben la actividad enzimatica natural.

[0125] Nativo: se refiere a un gen presente en el genoma de una célula vegetal no transformada.

[0126] De origen natural: el término «de origen natural» se usa para describir un objeto que puede
encontrarse en la naturaleza para distinguirlo del producido artificialmente por el hombre. Por ejemplo, una proteina
0 secuencia de nucleétidos presente en un organismo (incluyendo virus) que puede aislarse a partir de una fuente
natural y que el hombre no ha modificado de manera intencionada en el laboratorio es de origen natural.

[0127] Acido nucleico: el término «acido nucleico» se refiere a desoxirribonucleétidos o ribonucleédtidos y a
polimeros de los mismos en forma de cadena sencilla o doble. Siempre que no esté especificamente limitado, el
término abarca acidos nucleicos que contienen analogos de nucleétidos naturales con propiedades de unidn
similares a las del acido nucleico de referencia y que se metabolizan de forma similar a los nucleétidos de origen
natural. Siempre que no se indique otra cosa, una secuencia de acido nucleico en particular también abarca
implicitamente variantes modificadas de forma conservadora de la misma (p. ej., sustituciones de codon
degenerado) y secuencias complementarias asi como la secuencia explicitamente indicada. Especificamente, las
sustituciones de codon degenerado pueden lograrse generando secuencias en las que la tercera posicion de uno o
mas (o todos) codones seleccionados se sustituye por restos con mezclas de bases y desoxiinosina (Batzer y col.,
Nucleic Acid Res. 19: 5081 (1991); Ohtsuka y col., J. Biol. Chem. 260: 2605-2608 (1985); Rossolini y col., Mol. Cell.
Probes 8: 91-98 (1994)). Los términos «acido nucleico» o «secuencia de acido nucleico» también pueden usarse de
forma indistinta con gen, ADNc y ARNm codificado por un gen.

[0128] «ORF» significa marco de lectura abierta.

[0129] Porcentaje de identidad: las expresiones «porcentaje de identidad» o «porcentaje idéntico» en el
contexto de dos secuencias de acido nucleico o proteina, se refieren a dos 0 mas secuencias o subsecuencias que
tienen, por ejemplo, el 60%, especificamente el 70%, mas especificamente el 80%, ain mas especificamente el
90%, incluso mas especificamente el 95% y mas especificamente al menos el 99% de identidad de nucledtidos o
restos de aminoacidos cuando se comparan y alinean para una correspondencia maxima, segun se determina
usando uno de los algoritmos de comparaciéon o mediante inspeccién visual. Especificamente, se observa a lo largo
de una regién de las secuencias que el porcentaje de identidad es al menos de aproximadamente 50 restos de
longitud, més especificamente a lo largo de una regidon de al menos aproximadamente 100 restos o mas
especificamente, el porcentaje de identidad se observa en al menos aproximadamente 150 restos. En una
realizacion especialmente especifica, el porcentaje de identidad existe a lo largo de la longitud completa de las
regiones codificadoras.

[0130] Para la comparacion de secuencia, tipicamente una secuencia actia como secuencia de referencia
con la que se comparan las secuencias de ensayo. Cuando se usa un algoritmo de comparacién de secuencia, se
introducen en un ordenador las secuencias de ensayo y de referencia, se disefian coordenadas en consecuencia y,
si es necesario, se disefian pardmetros para el programa de algoritmo de secuencia. A continuacion, el algoritmo de
comparacién de secuencias calcula el porcentaje de identidad de secuencia para la secuencia o secuencias de
ensayo con respecto a la secuencia de referencia, en funcion de los parametros especificados del programa.

[0131] El alineamiento 6ptimo de secuencias para comparacion puede llevarse a cabo, por ejemplo, mediante
el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman, Adv. Appl. Math, 2: 482 (1981), mediante el algoritmo de
alineamiento de homologia de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443 (1970), mediante la busqueda para el
procedimiento de similitud de Pearson y Lipman. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444 (1988), mediante
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implementaciones por ordenador de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el paquete de software
para genética de Wisconsin del Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI) o mediante inspeccion
visual (véase en general, Ausubel y col., a continuacion).

[0132] Un ejemplo de algoritmo adecuado para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y similitud
de secuencia es el algoritmo BLAST, que se describe en Altschul y col., J. Mol. Biol. 215: 403-410 (1990). El
software para realizar analisis BLAST esta a disposicion de publico a través del Centro Nacional de Informacion
Biotecnologica (http://www.nc-bi.nim.nih.gov/). Este algoritmo implica en primer lugar identificar los pares de
secuencia de mayor puntuacion (HSP, por sus siglas en inglés) identificando las palabras cortas de longitud W en la
secuencia problema, que coinciden o satisfacen alguna puntuacion T de umbral con valor positivo cuando se alinean
con una palabra de la misma longitud en una secuencia de la base de datos. T se refiere como el valor umbral de la
palabra vecina (Altschul y col., 1990). Estas coincidencias de palabras vecinas iniciales actuan como semillas para
iniciar busquedas para encontrar HSP las largas que las contengan. A continuacién, las palabras coincidentes se
extienden en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia tanto como pueda incrementarse el valor del
alineamiento acumulado. Los valores acumulados se calculan usando, para la secuencias de nucledtidos, los
parametros M (valores de recompensan para un par de restos coincidentes; siempre > 0) y N (valor de penalizacion
por restos no coincidentes, siempre < 0). Para las secuencias de aminoacidos, se usa una matriz de valoracion para
calcular el valor acumulativo. La extension de las palabras coincidentes en cada direccion se detiene cuando el valor
de alineamiento acumulativo desciende hasta la cantidad X desde su valor maximo alcanzado; el valor acumulativo
desciende hasta cero o por debajo debido a la acumulacion de uno o mas alineamientos de restos negativos
valorados o se alcanza el final de otra secuencia. Los parametros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la
sensibilidad y velocidad del alineamiento. El programa BLASTN (para secuencias de nucleétidos) usa por defecto
una longitud de palabra (W) de 11, un valor esperado (E) de 10 y un punto de corte de 100, M=5, N=-4 y una
comparacion de ambas cadenas. Para las secuencias de aminoacidos, el programa BLASTP usa por defecto una
longitud de palabra (W) de 3, un valor esperado (E) de 10 y la matriz de valoracion BLOSUMG62 (véase Henikoff y
Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10915 (1989)).

[0133] Ademas del porcentaje de identidad de secuencia calculado, el algoritmo BLAST también realiza un
analisis estadistico de la similitud entre dos secuencias (véase, por ejemplo, Karlin y Altschul., Proc. Nat'l. Acad. Sci.
USA 90: 5873-5787 (1993)). Una medida de similitud proporcionada por el algoritmo BLAST es la suma de
probabilidad menor (P(N)), que proporciona una indicacion de la probabilidad por la cual podria darse por casualidad
una coincidencia entre dos secuencias de nucleétidos o aminoacidos. Por ejemplo, se considera que una secuencia
de acido nucleico de muestra es similar a una secuencia de referencia si la suma de la probabilidad menor en una
comparaciéon de la secuencia de acido nucleico de ensayo con la secuencia de acido nucleico de referencia es
menor de aproximadamente 0,1, mas especificamente menor de aproximadamente 0,01 y ain mas especificamente,
menos de aproximadamente 0,001.

[0134] Preproteina: proteina que normalmente se dirige a un organulo celular, como un cloroplasto, y sigue
comprendiendo su péptido de transito nativo.

[0135] Purificado: el término «purificado» cuando se aplica a un acido nucleico o proteina, indica que el acido
nucleico o la proteina esta esencialmente libre de otros componentes celulares con los que se asocia en estado
natural. Dicho acido nucleico o proteina esta especificamente en un estado homogéneo aunque puede estar seco o
en solucién acuosa. La pureza y homogeneidad se determinan tipicamente usando técnicas quimicas analiticas
como electroforesis en geles de poliacrilamida o cromatografia liquida de alta resolucion. Una proteina que es la
especie predominante presente en una preparacion esta sustancialmente purificada. El término «purificado» indica
que un acido nucleico o proteina da lugar esencialmente a una banda en un gel de electroforesis. Especialmente,
esto significa que el acido nucleico o proteina esta al menos aproximadamente puro al 50%, mas especificamente, al
menos aproximadamente puro al 85% y, mas especificamente, al menos aproximadamente puro al 99%.

[0136] Dos &cidos nucleicos se han «recombinado» cuando las secuencias de cada uno de los dos acidos
nucleicos se combinan en un acido nucleico progenie. Dos secuencias estan «directamente» recombinadas cuando
ambos acidos nucleicos son sustratos para la recombinacion. Dos secuencias estan «recombinadas indirectamente»
cuando las secuencias se recombinan usando un intermediario como un oligonucledtido entrecruzado. Para la
recombinacion indirecta, no mas de una de las secuencias es un sustrato real para la recombinacion y, en algunos
casos, ninguna secuencia es sustrato para la recombinacion.

[0137] «Elementos reguladores» se refieren a secuencias implicadas en el control de la expresion de una
secuencia de nucledtidos. Los elementos reguladores comprenden un promotor unido de forma operativa a la
secuencia de nucleétidos de interés y la sefales de terminacion. Tipicamente, también abarcan secuencias
requeridas para una traduccion adecuada de la secuencia de nucledtidos.

[0138] Aumento significativo: aumento en la actividad enzimatica que es mayor que el margen de error
inherente a la técnica de medicion, especificamente un aumento de aproximadamente 2 veces o mayor de la
actividad de la enzima nativa en presencia del inhibidor, mas especificamente un aumento de aproximadamente 5
veces 0 mayor y, mas especificamente, un aumento de aproximadamente 10 veces o mas.
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[0139] Significativamente menor: significa que la cantidad de un producto de una reaccidon enzimatica se
reduce mas que el margen de error inherente a la técnica de medicion, especificamente una disminucion de
aproximadamente 2 veces o mayor de la actividad de la enzima nativa en ausencia del inhibidor, mas
especificamente una disminucién de aproximadamente 5 veces o mayor y, mas especificamente, una disminucion
de aproximadamente 10 veces o mayor.

[0140] Union especifica/reactividad inmunolégica cruzada: indicacion de que dos secuencias de acido
nucleico o proteinas son sustancialmente idénticas si la proteina codificada por el primer acido nucleico presenta
reaccion inmunoldgica cruzada con la proteina codificada (o se une especificamente a ella) por el segundo acido
nucleico. De este modo, tipicamente una proteina es sustancialmente idéntica a una segunda proteina, por ejemplo,
cuando las dos proteinas difieren sélo en las sustituciones conservadoras. La frase «se une especificamente (o
selectivamente) a un anticuerpo» o «es inmunorreactivo especificamente (o selectivamente) con» cuando se refiere
a una proteina o péptido, se refiere a una reaccion de unién que es determinativa de la presencia de la proteina en
presencia de una poblacion heterdloga de proteinas y otros compuestos bioldgicos. Por tanto, en las condiciones de
inmunoensayo indicadas, los anticuerpos especificos se unen a una proteina en particular y no se unen en una
cantidad significativa a otras proteinas presentes en la muestra. La union especifica a un anticuerpo en estas
condiciones puede requerir un anticuerpo que se selecciona por su especificidad por una proteina en particular. Por
ejemplo, pueden seleccionarse anticuerpos formados frente a la proteina con la secuencia de aminoacidos
codificada por cualquiera de las secuencias de acido nucleico de la invencion para obtener anticuerpos
especificamente inmunorreactivos con esta proteina y no con otras proteinas, excepto en caso de variantes
polimérficas. Pueden usarse diversos formatos de inmunoensayos para seleccionar anticuerpos especificamente
inmunorreactivos con una proteina en especial. Por ejemplo, los inmunoensayos de tipo ELISA en fase solida, las
inmunotransferencias o las técnicas de inmunohostiquimica se usan de forma rutinaria para seleccionar anticuerpos
monoclonales especificamente inmunorreactivos con una proteina. Véase Harlow y Lane (1988) Antibodies, A
Laboratory Manual, Publicaciones Cold Spring Harbor, Nueva York («Harlow y Lane»), para una descripcion de los
formatos de inmunoensayos y las condiciones que pueden usarse para determinar la inmunorreactividad especifica.
Tipicamente, una reaccion especifica o selectiva sera al menos el doble de la sefial de fondo o ruido y, mas
tipicamente, mas de 10 a 100 veces el fondo.

[0141] «Condiciones de hibridacion rigurosas» y «condiciones de lavado de hibridaciéon rigurosas" en el
contexto de los experimentos de hibridacion de acidos nucleicos, tales como hibridaciones de ADN y ARN, son
secuencias dependientes y son diferentes bajo parametros ambientales diferentes. Las secuencias mas largas
hibridan especificamente a temperaturas mas altas. En Tijssen (1993) Laboratory Techniques in Biochemistry and
Molecular Biology: Hybridization with Nucleic Acid Probes parte |, capitulo 2,«Overview of principles of hybridization
and the strategy of nucleic acid probe assays», Elsevier, Nueva York, se encuentra una amplia guia para la
hibridacion de acidos nucleicos. Generalmente, la hibridaciéon y las condiciones de lavado altamente rigurosas se
seleccionan para que estén a aproximadamente 5° C por debajo del punto de fusién térmico (Tm) para la secuencia
especifica a una fuerza idnica y pH definidos. Tipicamente, en «condiciones rigurosas» una sonda hibridara con su
subsecuencia diana, pero no otros secuencias.

[0142] La Tm es la temperatura (en condiciones de fuerza idnica y pH definidas) a la cual el 50% de la
secuencia diana hibrida con una sonda con la que coincide a la perfeccion. Las condiciones muy rigurosas se
seleccionan para que sean iguales a la Tm para una sonda en particular. Un ejemplo de condiciones rigurosas de
hibridacion para la hibridaciéon de acidos nucleicos complementarios que tienen mas de 100 restos complementarios
sobre un filtro en transferencia de ARN o ADN es formamida al 50% con 1 mg de heparina a 42°C, con la hibridacion
realizada durante una noche. Un ejemplo de condiciones de lavado altamente rigurosas es NaCl 0.15 M a 72° C
durante aproximadamente 15 minutos. Un ejemplo de condiciones de lavado rigurosas es el lavado en SSC0,2x a
65° C durante 15 minutos (véase Sambrook, a continuacion, para una descripcion del tampon SSC). A menudo, un
lavado altamente riguroso va precedido por un lavado poco riguroso para eliminar la sefial de fondo de la sonda. Un
ejemplo de lavado en condiciones de rigurosidad media para la formacion de un duplex, por ejemplo, de mas de 100
nucleodtidos, es SSC 1x a 45°C durante 15 minutos. Un ejemplo de lavado en condiciones de rigurosidad media para
la formacion de un duplex, por ejemplo, de mas de 100 nucledtidos, es SSC 4-6x a 40°C durante 15 minutos. Para
sondas cortas (p. €j., aproximadamente de 10 a 50 nucleétidos) las condiciones rigurosas tipicamente suponen
concentraciones de sales de menos de aproximadamente 1,0 M de ién Na, tipicamente una concentracion de i6on Na
de aproximadamente 0,01 a 1,0 M (u otras sales) a pH de 7,0 a 8,3, y la temperatura tipicamente es de al menos
aproximadamente 30° C. Las condiciones rigurosas también pueden lograrse con la adicion de agentes
desestabilizantes como formamida. En general, una relacion entre la sefial y el ruido de 2 veces (o mayor) que la
observada para una sonda no relacionada en el ensayo de hibridacion en particular indica la deteccion de una
hibridacion especifica. Los acidos nucleicos que no hibridan entre si en condiciones rigurosas siguen siendo
sustancialmente idénticos si las proteinas que codifican son sustancialmente idénticas. Esto ocurre, por ejemplo,
cuando se genera una copia de un acido nucleico usando la degeneracién de codon maxima permitida por el cédigo
genético.

[0143] A continuacién aparecen ejemplos de conjuntos de condiciones de hibridacién o lavado que pueden
usarse para clonar secuencias de nucledtidos que son homdlogas a las secuencias de nucleétidos de referencias de
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la presente invencion: una secuencia de nucledtidos de referencia hibrida especificamente con la secuencia de
nucledtidos de referencia en dodecil sulfato sédico (SDS) al 7%, NaPO4 0,5 M, EDTA 1 mM a 50° C con lavado en
SSC 2x, SDS al 0,1% a 50° C; mas deseablemente en dodecil sulfato sédico (SDS) al 7%, NaPO4 0,5 M, EDTA 1
mM a 50°C con lavado en SSC 1x, SDS al 0,1% a 50° C, aun mas deseablemente en dodecil sulfato sédico (SDS) al
7%, NaPO4 0,5 M, EDTA 1 mM a 50°C con lavado en SSC 0,5x, SDS al 0,1% a 50° C, especificamente en dodecil
sulfato sédico (SDS) al 7%, NaPO4 0,5 M, EDTA 1 mM a 50°C con lavado en SSC 0,1x, SDS 0,1% a 50°C, mas
especificamente en dodecil sulfato sodico (SDS) al 7%, NaPO4 0,5 M, EDTA 1 mM a 50° C con lavado en SSC 0,1x,
SDS al 0,1% a 65° C.

[0144] Una «subsecuencia» hace referencia a una secuencia de &acido nucleico o aminoacidos que
comprende una parte de una secuencia de acido nucleico o aminoacidos (p. e€j., proteina) mas larga,
respectivamente.

[0145] Similitud considerable: El término «similitud considerable» en el contexto de dos secuencias de acido
nucleico o proteinas, se refiere a dos o mas secuencias o subsecuencias que son considerablemente similares, por
ejemplo, que tiene el 50%, especificamente el 60%, mas especificamente el 70%, incluso mas especificamente el
80%, todavia mas especificamente el 90%, aun méas especificamente el 95% y lo mas especifico el 99% de
identidad de secuencia.

[0146] Sustrato: un sustrato es la molécula que una enzima reconoce de forma natural y se convierte en un
producto en la ruta bioquimica en la que la enzima lleva a cabo su funcién de forma natural, o es una version
modificada de la molécula, que también es reconocido por la enzima y es convertido por la enzima en un producto
en una reaccion enzimatica similar a la reaccion natural.

[0147] Transformacion: proceso de introduccion de un ADN heterélogo en una célula vegetal, tejido vegetal o
planta. Se entiende que células vegetales, tejidos vegetales o plantas transformados abarca no solo el producto final
del proceso de transformacion sino también a su progenie transgénica.

[0148] «Transformado», «transgénico» y «recombinante» se refiere a un organismo huésped como una
bacteria o0 una planta dentro de la que se ha introducido una molécula de acido nucleico heteréloga. La molécula de
acido nucleico puede estar integrada de forma estable en el genoma del huésped o la molécula de acido nucleico
también puede presentarse como una molécula extracromosomica. Esta molécula extracromosdmica puede
autoreplicarse. Se entiende que células, tejidos o plantas transformados abarca no solo el producto final del proceso
de transformacion sino también a su progenie transgénica. Un huésped «no transformado», «no transgénico» o «no
recombinante» se refiere a un organismo nativo, por ejemplo, una bacteria o planta que no contiene la molécula de
acido nucleico heterologa.

[0149] Viabilidad: «viabilidad» segun se usa en este documento, se refiere a un parametro de aptitud de una
planta. En las plantas se estudia su rendimiento homocigoto de desarrollo de la planta, lo que indica que proteinas
son esenciales para el crecimiento de la planta.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
I. Descripcion general de la gendmica funcional de los rasgos caracteristicos

[0150] El objetivo de la gendmica funcional es identificar los genes que controlan la expresion de los fenotipos
de los organismos y emplear diversas metodologias, incluyendo entre otras la bioinfomatica, estudios de expresion
génica, interacciones entre productos génicos, genética, bioquimica y genética molecular. Por ejemplo, la
bioinformatica puede asignar una funcién a un determinado gen identificando genes en organismos heterélogos con
un alto grado de similitud (homologia) a nivel de aminoacidos o nucleétidos. La expresion de un gen a los niveles de
ARNm o proteina puede asignar una funcién relacionado la expresién de dicho gen con una respuesta ambiental, un
proceso de desarrollo o una perturbacion genética (mutacional) o de genética molecular (sobreexpresién o
subexpresion génica). La expresion de un gen a nivel de ARNm puede determinarse sola (analisis de transferencia
de ARN) o conjuntamente con otros genes (analisis de micromatrices), mientras que la expresion de un gen a nivel
de proteina puede determinarse sola (gel de proteinas nativas o desnaturalizados o analisis por
inmunotransferencia) o conjuntamente con otros genes (analisis proteémico). El conocimiento de las interacciones
proteina/proteina y proteina/ADN puede permitir asignar funcién identificando secuencias de proteinas y acidos
nucleicos que actuan conjuntamente en el mismo proceso bioldgico. La genética permite asignar funcién a un gen
demostrando que las lesiones del ADN (mutaciones) en el gen tienen un efecto cuantificable sobre el organismo,
incluyendo pero sin limitaciones: su desarrollo, biosintesis y respuesta a hormonas, crecimiento y porte (arquitectura
de la planta), perfiles de expresion de ARNm, perfiles de expresidon de proteinas, capacidad para resistir a las
enfermedades, tolerancia es estreses abidticos, capacidad para obtener nutrientes, eficacia fotosintética, alteracion
del metabolismo principal y secundario y composiciéon de los diversos érganos de la planta. La bioquimica puede
asignar funcion demostrando que la proteina codificada por el gen, tipicamente cuando se expresa en un organismo
heterdlogo, posee una determinada actividad enzimatica, sola o en combinacion con otras proteinas. La genética
molecular puede asignar funcién mediante sobreexpresion o subexpresion del gen en la planta nativa o en
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organismos heterdlogos y observando efectos cuantificados como se describe en la asignacién funcional mediante la
genética anterior. En la gendmica funcional, se utilizan cualquiera o todas estas técnicas, a menudo conjuntamente,
para asignar genes a funciones a través de cualquiera de los diversos fenotipos de organismos.

[0151] Los expertos en la materia reconocen que estas diferentes metodologias pueden proporcionar cada una
datos que evidencien la funcién de un gen en particular y que esta evidencia es mas fuerte con el aumento en la
cantidad de datos utilizados para la asignacion funcional: especificamente a partir de una Unica metodologia, mas
especificamente a partir de dos metodologias e, incluso mas especificamente, a partir de mas de dos metodologias.
Ademas, los expertos en la materia son conscientes de que diferentes metodologias pueden diferir en la fuerza de la
evidencia para la asignacién de la funcion génica. Tipicamente, aunque no siempre, un dato de evidencia
bioquimica, genética y genética molecular se considera mas potente que un dato de evidencia bioinformatica o
expresion génica. Finalmente, los expertos en la materia reconocen que, para genes diferentes, un unico dato de
una unica metodologia puede diferir en términos de la fuerza de la evidencia proporcionada por cada dato diferente
para la asignacion de la funcién de estos genes diferentes.

[0152] El objetivo de la gendmica funcional de caracteristicas de cosechas es identificar los genes de los
rasgos caracteristicos de las cosechas, es decir, genes capaces de conferir caracteristicas agronémicas utiles a los
cultivos vegetales. Entre estos rasgos caracteristicos agronémicos se incluyen, pero sin limitaciones: potenciar el
rendimiento, en cantidad o en calidad; potenciar la adquisicion de nutrientes y potenciar la eficacia metabdlica,
potenciar o alterar la composicion de nutrientes de los tejidos vegetales utilizados para alimentos, piensos, fibra o
procesamiento, potenciar la utilidad del procesamiento agricola o industrial; potenciar la resistencia a enfermedades
vegetales; potenciar la tolerancia a condiciones ambientales adversas (estreses abioticos) incluyendo, pero sin
limitaciones, sequia, frio excesivo, calor excesivo o salinidad excesiva del suelo o acidez o alcalinidad extremas; y
alteraciones en la arquitectura o desarrollo de la planta incluyendo cambios en el ritmo del desarrollo. La utilizacién
de estos genes de rasgos caracteristicos identificados por medios transgénicos o no transgénicos podria mejora
materialmente los cultivos vegetales para beneficio de la agricultura.

[0153] Los cereales son los cultivos vegetales mas importantes en el planeta, en términos tanto de consumo
humano como animal. La sintenia gendmica (conservacion del orden de los genes dentro de segmentos
cromosémicos grandes) se observa en arroz, maiz, trigo, cebada, centeno, avena y otras monocotiledéneas de
importancia agricola, lo que facilita el mapeo y aislamiento de genes ortélogos para diversas especies de cereales
en funcién de la secuencia de un unico gen del cereal. El arroz tiene el genoma mas pequefio (~420 Mb) entre los
cereales vy, recientemente, ha tenido una atencién principal de la genémica publica y privada y se han realizado
esfuerzos de secuenciacion por marcador de secuencia expresada (EST, por sus siglas en inglés).

[0154] Para identificar los genes del rasgo caracteristico de cosechas en el control [rasgo caracteristico] del
genoma del arroz [trigo], se priorizaron los genes del borrador de la secuencia genética del arroz [base de datos EST
del trigo] en funcion de una o mas metodologias de gendmica funcional. Por ejemplo, los estudios de expresion de
todo el genoma de las plantas de arroz infectadas con el hongo del afiublo del arroz (Magnaporthe grisea) se usaron
para priorizar los genes candidatos que controlan la resistencia a la enfermedad. Los ADNc de longitud completa y
parcial de los genes del rasgo caracteristico del arroz candidatos podrian predecirse a continuacién en base al
analisis de la secuencia del genoma completo del arroz, y aislarse mediante el disefio y utilizacién de cebadores
para la amplificacién mediante PCR usando un programa de recoleccion de cebadores de PCR disponible. Los
cebadores se usaron para la amplificacion por PCR de los ADNc de longitud completa o parcial a partir de
bibliotecas de ADNc de arroz o de la primera cadena del ADNc. Los clones de ADNc resultantes de cada técnica se
usaron para la construccion de vectores disefiados para alterar la expresion de estos genes en plantas transgénicas
usando metodologias de genética molecular de plantas, que se describen en detalle a continuacion. La alteracion del
fenotipo de la planta mediante sobreexpresion o subexpresién de genes de rasgos caracteristicos clave en plantas
transgénicas es un procedimiento sélido y establecido para la asignaciéon de funciones a los genes de plantas. Los
ensayos para identificar plantas transgénicas con alteraciones en los rasgos caracteristicos de interés se usaran
para asignar claramente la utilidad de estos genes para la mejora del arroz, y por extension, de otros cereales,
mediante procedimientos de cultivo transgénicos o clasicos.

II. Identificacién, clonacion y secuenciacion de ADNc
[0155] La clonacion y secuenciacién de los ADNc de la presente invencion se describen en el ejemplo 1.

[0156] Los acidos nucleicos y proteinas aislados de la presente invencién son utiles para una gama de plantas,
monocotiledoneas y dicotiledoneas, especial monocotiledéneas, como el arroz, el trigo, la cebada y el maiz. En una
realizacién mas especifica, la monocotiledénea es un cereal. En una realizacién mas especifica, el cereal puede ser,
por ejemplo, maiz, trigo, cebada, avena, centeno, mijo, sorgo, triticale, secale, carradn, escanda, farro, tef, milo, lino,
grama, Tripsacum sp. o teosinte. En una realizacion mas especifica, el cereal es arroz. Entre otros géneros
vegetales se incluyen, pero sin limitaciones Cucurbita, Rosa, Vitis, Juglans, Gragaria, Lotus, Medicago, Onobrychis,
Trigonella, Vigna, Citrus, Linum, Geranium, Manihot, Daucus, Arabidopsis, Brassica, Raphanus, Sinapis, Atropa,
Capsicum, Datura, Hyoscyamus, Lycopersicon, Nicotiana, Solanum, Petunia, Digitalis, Majorana, Ciahorium,
Helianthus, Lactuca, Bromus, Asparagus, Antirrhinum, Heterocallis, Nemesis, Pelargonium, Panieum, Pennisetum,
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Ranunculus, Senecio, Salpiglossis, Cucumis, Browaalia, Glycine, Pisum, Phaseolus, Lolium, Oryza, Avena,
Hordeum, Secale, Alliumy Triticum.

[0157] La presente invencion también proporciona un procedimiento de genotipado de un planta o parte de una
planta que comprende una molécula de acido nucleico de la presente invencién. Opcionalmente, la planta es una
monocotiledénea como, pero sin limitaciones, arroz o trigo. El genotipado proporciona un medio para distinguir
homologos de un par de cromosomas y puede usarse para diferencias segregantes en una poblacion vegetal. Los
procedimientos de marcador molecular pueden usarse en estudios filogenéticos, en la caracterizacion de relaciones
genéticas entre las variedades de cosechas, en la identificacién de cruces o hibridos somaticos, en la localizacion de
segmentos cromosomicos que afectan a los rasgos caracteristicos monogénicos, mapeo en base a la clonacién y en
el estudio de la herencia cuantitativa (véase Plant Molecular Biology: A Laboratory Manual, capitulo 7, Clark ed.,
Springer-Verlag, Berlin 1997; Paterson, A.H., “The DNA Revolution”, capitulo 2 en Genome Mapping in Plants,
Paterson, A.H. ed., Academic Press/R. G. Lands Co., Austin, Tejas, 1996).

[0158] El procedimiento de genotipado puede emplear cualquier numero de técnicas analiticas de marcadores
moleculares como, pero sin limitaciones, polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP). Como es
conocido en la materia, los RFLP se producen por diferencias en la longitud de fragmentos de restriccion de ADN
que resulta de las diferencias nucleotidicas entre alelos del mismo gen. Por tanto, la presente descripcion
proporciona un procedimiento de seguimiento de la segregacion de un gen o acido nucleico de la presente
descripcién o de secuencias cromosomicas genéticamente ligadas usando analisis de RFLP. Las secuencias
cromosoémicas ligadas estan dentro de los 50 centiMorgan (50 cM), dentro de los 40 o 30 cM, especificamente
dentro de 20 o 10 cM, mas especificamente dentro de 5, 3, 2 0 1 CM del acido nucleico de la descripcion.

Ill. Rasgos caracteristicos de interés

[0159] La presente descripcion abarca la identificacién y aislamiento de polinucledtidos que codifican proteinas
implicadas en la deteccién de azucar y, en ultima instancia, en la captacion del nitrégeno y el metabolismo del
carbono. Puede usarse la alteracion de la expresion de los genes relacionados con estos rasgos caracteristicos para
mejorar o modificar las plantas y/o el grano, si se desea. En los ejemplos se describen los genes de interés aislados
y los procedimientos de analisis de la alteracidon de expresion y sus efectos sobre las caracteristicas de la planta.

[0160] Un aspecto de la presente invencidn proporciona composiciones y procedimientos para alterar (es decir,
aumento) el nivel de moléculas de acido nucleico y polipéptido de la presente invencion en plantas. En particular, las
moléculas de acido nucleico y polipéptidos de la invencion se expresan constitutiva, temporal o espacialmente, por
ejemplo, en las etapas de desarrollo, en determinado tejidos y/o cantidades, que no son caracteristicos de plantas
no manipuladas genéticamente mediante recombinacion. Por tanto, la presente descripcidon proporciona utilidad en
estos ejemplos de aplicaciones alterando las caracteristicas especificas identificadas anteriormente.

VI. Control de la expresion génica en plantas transgénicas

[0161] La invenciéon ademas se refiere a células transformadas que comprenden las moléculas de &acido
nucleico, plantas transformadas, semillas y partes de plantas, y procedimientos para modificar los rasgos
caracteristicos fenotipicos alterando la expresién de los genes de la invencion.

A. Modificacion de las secuencias codificadoras y secuencias adyacentes

[0162] La expresion transgénica en plantas de genes derivados de fuentes heterélogas puede implicar la
modificaciéon de esos genes para conseguir y optimizar su expresion en plantas. En particular, los ORF bacterianos
que codifican enzimas independientes pero que son codificadas por la misma transcripcién en el microorganismo
nativo se expresan mejor en las plantas en transcripciones independientes. Para conseguir esto, cada ORF
microbiano se aisla individualmente y se clona dentro de un casete que proporciona una secuencia promotora de
plantas en el extremo 5 del ORF y un terminador de la transcripcion de plantas en el extremo 3’ del ORF. La
secuencia de ORF aislado incluye especificamente el codon de inicio ATG y el codon PARADA de terminacion
aunque puede incluir una secuencia adicional mas alla del ATG de inicio y el codon PARADA. Ademas, el ORF
puede estar truncado, pero seguir manteniendo la actividad requerida; las versiones de ORF truncadas
especialmente largas que retienen la actividad pueden ser preferibles para la expresidon en organismos transgénicos.
Por «promotor de plantas» y «terminador de transcripcion de plantas» se pretende que signifique promotores y
terminadores de transcripcion que funcionan dentro de las células vegetales. Esto incluye promotores y terminadores
de transcripcién que pueden derivar de fuentes no vegetales como virus (un ejemplo es el virus del mosaico de la
coliflor).

[0163] En algunos casos, no es necesaria la modificacion de las secuencias que codifican el ORF y de la
secuencia adyacente. Basta con aislar un fragmento que contenga el ORF de interés e insertarlo antes del extremo
5' de un promotor de plantas. Por ejemplo, Gaffney y col. (Science 261: 745-756 (1993)) han expresado el gen nahG
de Pseudomonas en plantas transgénicas bajo el control del promotor 35S de CaMV y el terminador tml de CaMV
con éxito sin modificacion de la secuencia codificadora y con los nucleétidos del gen de Pseudomonas después del
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extremo 3’ del ATG aun unidos y los nucledtidos antes del extremo 5' del codon PARADA aun unidos a la ORF de
nahG. Especificamente, se debera dejar una secuencia microbiana adyacente lo mas pequefa posible después del
extremo 3' del ATG y antes del extremo 5' del codon PARADA. En la practica, esta construccion puede depende de
la disponibilidad de sitios de restriccion.

[0164] En otros casos, la expresion de genes derivados de fuentes microbianas puede proporcionar problemas
de expresion. Estos problemas han sido bien caracterizados en la técnica y son especialmente frecuentes con genes
derivados de determinadas fuentes como Bacillus. Estos problemas pueden aplicarse a la secuencia de nucleétidos
de esta invencién y la modificacién de estos genes puede realizarse usando técnicas ahora bien conocidas en la
técnica. Puede aparecen los siguientes problemas:

1. Uso de codones.

[0165] El uso de codones especificos en plantas difiere del uso de codones especificos en determinados
microorganismos. La comparacién del uso de codones dentro de una ORF microbiana clonada con el uso en genes
vegetales (y en particular, en los genes de la planta diana) permitira una identificacion de los codones dentro del
ORF que deberian cambiarse especificamente. Tipicamente, la evolucidon vegetal ha tendido hacia una fuerte
preferencia de los nucleétidos C y G en la tercera posicion de base de las monocotiledéneas, mientras que en las
dicotileddneas a menudo se usan los nucleétidos A o T en esta posicion. Modificando un gen para incorporar un uso
de codones especifico para una especie transgénica diana en particular, podrian resolverse muchos de los
problemas descritos a continuacion sobre el contenido GC/AT vy el ayuste ilegitimo.

2. Contenido en CG/AT.

[0166] Los genes de plantas tipicamente tiene un contenido GC de mas del 35%. Las secuencias ORF que son
ricas en nucleétidos A y T pueden causar varios problemas en las plantas. En primer lugar, se cree que los motivos
ATTTA causan desestabilizacion de los mensajeros y se encuentran en el extremo 3’ de muchos ARNm de vida
corta. En segundo lugar, se considera que la aparicion de sefiales de poliadenilacion como AATAAA en posiciones
inapropiadas dentro del mensajero causa un truncamiento prematuro de la transcripcion. Ademas, las
monocotiledéneas pueden reconocer secuencias ricas en AT como sitios de ayuste (véase a continuacion).

3. Secuencias adyacentes a la metionina de inicio

[0167] Las plantas difieren de los microorganismos en que sus mensajeros no poseen un sitio de unién a
ribosomas definido. Mas bien se considera que los ribosomas se unen al extremo 5 del mensajero y buscan el
primer ATG disponible donde iniciar la traduccién. No obstante, se considera que existe preferencia por
determinados nucleotidos adyacentes al ATG y que la expresion de los genes microbianos puede potenciarse
mediante la inclusién de un iniciador de la traduccién eucariota consenso en el codon ATG. Clontech (catalogo
1993/1994, pagina 210) ha sugerido una secuencia como iniciador de traduccién consenso para la expresion del gen
uidA de E. coli en plantas. Ademas, Joshi (N.A.R. 15: 6643-6653 (1987)) ha comparado muchas secuencias de
plantas adyacentes al ATG y sugiere otra secuencia consenso. En situaciones en las que se encuentran dificultades
para la expresion de ORF microbianos en plantas, la inclusién de una de estas secuencias en el ATG de inicio
puede mejorar la traduccion. En estos casos los tres ultimos nucledtidos de la secuencia consenso puede no ser
apropiados para su inclusion en la secuencia modificado debido a su modificacion del segundo resto de AA. Las
secuencias especificas adyacentes a la metionina de inicio pueden diferir entre las diferentes especies vegetales. Un
sondeo de 14 genes de maiz localizados en la base de datos GenBank proporciond los siguientes resultados:
Posicion antes de ATG de inicio en 14 genes del maiz:

[0168]
-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1

C 3 8 4 6 2 5 6 0 10 7

T 3 0 3 4 3 2 1 1 1 0

A 2 3 1 4 3 2 3 7 2 3

G 6 3 6 0 6 5 4 6 1 5

Este andlisis puede hacerse para las especies vegetales deseadas en las que se ha incorporado la secuencia de
nucleétidos y la secuencia adyacente al ATG se ha modificado para incorporar los nucleétidos especificos.

4. Eliminacion de sitios de ayuste ilegitimo
[0169] Los genes clonado de fuentes no vegetales y no optimizados para su expresion en plantas también
pueden contener motivos que pueden ser reconocidos en plantas como sitios de ayuste 5' o 3' y ser escindidos,

generando de este modo mensajeros truncados o delecionados. Estos sitios puede eliminarse usando las técnicas
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bien conocidas en la técnica.

[0170] Las técnicas para la modificacion de secuencias codificadoras y secuencias adyacentes son bien
conocidas en la técnica. En los casos donde la expresion inicial de una ORF microbiana es baja y se considera
apropiado hacer alteraciones en la secuencia como se describe arriba, a continuacién la construccion de genes
sintéticos puede conseguirse segun procedimientos bien conocidos en la técnica. Estos se describen, por ejemplo,
en las descripciones de las patentes publicadas EP 0 385 962 (de Monsanto), EP 0 359 472 (de Lubrizol) y en el
documento WO 93/07278 (de Ciba-Geigy). En la mayoria de los casos es preferible probar la expresion de
construcciones génicas usando protocolos de ensayo transitorio (que son bien conocidos en la técnica) antes de su
transferencia a plantas transgénicas.

B. Construccion de casetes de expresion en plantas

[0171] Las secuencias codificadoras dirigidas a la expresion en plantas transgénicas se ensamblan primero
en casetes de expresion bajo un promotor adecuado expresable en plantas. Los casetes de expresion también
pueden comprender cualquier secuencia adicional requerida o seleccionada para la expresion del transgén. Entre
estas secuencias se incluyen, pero sin limitaciones, terminadores de transcripcién, secuencias extrafas para
potenciar la expresion como intrones, secuencias vitales y secuencias orientadas a dirigir el producto génico a
organulos especificos y compartimentos celulares. Estos casetes de expresion puede transferirse faciimente a
continuacién a los vectores de transformacion de plantas descritos mas abajo. A continuaciéon se recoge una
descripcidn de diversos componentes de casetes de expresion tipica.

1. Promotores

[0172] La seleccion del promotor utilizado en los casetes de expresion determinard el patron espacial y
temporal de expresion del transgén en la planta transgénica. Los promotores seleccionados expresaran transgenes
en tipos especificos de células (como células epidérmicas de las hojas, células mesdfilas o células de la corteza de
la raiz) y en tejidos u érganos especificos (raices, hojas o flores, por ejemplo) y la seleccion reflejara la ubicacion
deseada para la acumulaciéon del producto génico. Alternativamente, el promotor seleccionado puede dirigir la
expresion del gen en diversas condiciones de induccién. Los promotores varian en su potencia, es decir, en su
capacidad para promover la transcripcion. Dependiendo del sistema celular huésped utilizado, puede usarse
cualquier de los diversos promotores adecuados, incluso el promotor nativo del gen. A continuacion se recogen
ejemplos no limitantes de promotores que pueden usarse en casetes de expresion.

a. Expresion constitutiva, el promotor de la ubiquitina:

[0173] La ubiquitina es un producto génico conocido por acumularse en muchos tipos de células y su
promotor se ha clonado a partir de varias especies para su uso en plantas transgénicas [p. €j., girasol (Binet y col.
Plant Science 79: 87-94 (1991)); maiz (Christensen y col. Plant Molec. Biol. 12: 619-632 (1989)) y Arabidopsis (Callis
y col., J. Biol. Chem. 265:12486-12493 (1990) y Norris y col., Plant Mol. Biol. 21:895-906 (1993)). El promotor de la
ubiquitina del maiz se ha desarrollado en sistemas monocotileddneos transgénicos y su secuencia y vectores
construidos para la transformacién de monocotiledéneas se describen en la publicaciéon de patente EP 0 342 926 (de
Lubrizol). Taylor y col. (Plant Cell Rep. 12: 491-495 (1993)) describen un vector (pAHC25) que comprende el
promotor de la ubiquitina del maiz y el primer intrén y su alta actividad en suspensiones celulares de numerosas
monocotiledéneas cuando se introduce mediante bombardeo con microproyectiles. El promotor de la ubiquitina de
Arabidopsis es ideal para su uso con las secuencias de nucledtidos de la presente invencion. El promotor de la
ubiquitina es adecuado para la expresidon génica en plantas transgénicas, tanto monocotiledéneas como
dicotiledéneas. Los vectores adecuados son derivados de pAHC25 y cualquiera de los vectores de transformacion
descritos en esta aplicacion modificados mediante la introduccion del promotor de ubiquitina y/o secuencias de
intrones adecuados.

b. Expresion constitutiva, el promotor 35S de CaMV:

[0174] La construccion del plasmido pCGN1761 se describe en la solicitud de patente publicada EP 0 392 225
(ejemplo 23). pPCGN1761 contiene el promotor 35S de CNMV «doble» y el terminador de transcripciéon tml con un
Unico sitio para EcoRI entre el promotor y el terminador y tiene una estructura central de tipo pUC: Se construye un
derivado de pCGN1761 de modo que tenga un polienlazador modificado que incluya sitios Notl o Xhol ademas del
sitio EcoRI existente. Este derivado se designa pCGN1761ENX. pCGN1761ENX es util para la clonacion de
secuencias de ADNc o secuencias codificadoras (incluyendo secuencias ORF microbianas) dentro de su
polienlazador con el objetivo de su expresion bajo el control del promotor 35S en plantas transgénicas. El casete
completo promotor 35S-secuencia codificadora-terminador tml de esta construccion puede escindirse en los sitios
Hindlll, Sphl, Sall y Xbal en posicién 5' del promotor y sitios Xbal, BamHI y Bgll en posicién 3’ con respecto al
terminador para su transferencia a vectores de transformacion como los indicados a continuacién. Ademas, el
fragmento del promotor 35S doble puede eliminarse mediante escisién en posicién 5 con Hindlll, Sphl, Sall, Xbal o
Pstl y escisién en posiciéon 3’ en cualquier de los sitios de restriccion del polienlazador (EcoRI, Notl o Xhol) para su
sustitucion por otro promotor. Si se desea, pueden hacerse modificaciones alrededor de los sitios de clonacién

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2429430 T3

mediante la introduccidon de secuencias que pueden potenciar la traduccién. Esto es particularmente util cuando se
desea la sobreexpresién. Por ejemplo, puede modificarse pPCGN1761ENX mediante la optimizacion del sitio de inicio
de traduccién como se describe en el ejemplo 37 de la patente de EE. UU. N.° 5.639.949.

c. Expresion constitutiva, el promotor de la actina:

[0175] Se conocen varias isoformas de actina para su expresion en la mayoria de los tipos celulares y, por
consiguiente, el promotor de la actina es una buena eleccion de promotor constitutivo. En particular, se ha clonado y
caracterizado el promotor del gen Actl del arroz (McElroy y col. Plant Cell 2: 163-171 (1990)). Se encontré que un
fragmento de 1,3 kb del promotor contenia todos los elementos reguladores necesarios para la expresion en
protoplastos de la planta del arroz. Adicionalmente, se han construido numerosos vectores de expresion en base al
promotor de Actl especialmente para su uso en monocotiledéneas (McElroy y col., Mol. Gen. Genet. 231: 150-160
(1991)). Estos incorporan el intron 1 de Actl, la secuencia flanqueante Adhl 5' y el intron 1 de Adhl (a partir del gen
de la alcohol deshidrogenasa de maiz) y la secuencia del promotor 35S de CaMV. Los vectores que mostraban la
mayor expresion eran fusiones del promotor 35S y el intron de Actl o la secuencia flanqueante 5’ de Actl y el intron
de Actl. La optimizacion de las secuencias alrededor del ATG de inicio (del gen indicador GUS) también potenciaba
la expresion. Los casetes de expresion del promotor descritos por McElroy y col. (Mol. Gen. Genet. 231: 150-160
(1991)) pueden modificarse facilmente para la expresién génica y son especialmente adecuados para su uso en
huéspedes monocotiledéneos. Por ejemplo, los fragmentos que contienen el promotor se eliminaron de las
construcciones de McElroy y se usaron para sustituir el promotor 35S doble en pCGN1761ENX que entonces esta
disponible para la insercion de secuencias génicas especificas. Los genes de fusidon construidos de este modo
pueden transferirse a continuaciéon a vectores de transformacion apropiados. En una publicaciéon aparte, se ha
encontrado que el promotor Actl del arroz con su primer intron dirige una alta expresion en células de cebada
cultivadas (Chibbar y col. Plant Cell Rep. 12: 506-509 (1993)).

d. Expresion inducible, promotores PR-1:

[0176] El promotor 35S doble en pCGN176ENX puede ser sustituido por cualquier otro promotor de eleccion
quede lugar a niveles de expresion adecuadamente altos. A modo de ejemplo, uno de los promotores quimicamente
regulables descritos en la patente de EE. UU. N.° 5.614.395 , como el promotor PR-1a del tabaco, puede sustituir al
promotor 35S doble. Alternativamente, puede usarse el promotor PR-1 de Arabidopsis descrito en Lebel y col., Plant
J. 16:223-233 (1998). El promotor de eleccion se escinde especificamente a partir de su fuente mediante enzimas de
restriccion, aunque puede amplificarse mediante PCR usando cebadores portadores de los sitios de restriccion
terminales apropiados. Si se realiza la amplificacion mediante PCR, se debera secuenciar de nuevo el promotor para
comprobar los errores de amplificacion antes de la clonacién del promotor amplificado en el vector diana. El
promotor PR-1a del tabaco regulable quimicamente o mediante patégeno se escinde a partir del plasmido
pCIB1004 (para su construccion, véase el ejemplo 21 del documento EP 0 332 104) y se transfiere a un plasmido
pCGN1761ENX (Uknes y col., Plant Cell 4: 645-656 (1992)). pCIB1004 se escinde con Ncol y el extremo 3' colgante
resultantes del fragmento linearizado se convierte el romo mediante el tratamiento con la ADN polimerasa T4. A
continuacion, el fragmento se escinde con Hindlll y el fragmento que contiene el promotor PR-1a resultante se
purifica en gel y se clona dentro de pCGN1761ENX en el que se ha eliminado el promotor 35S doble. Esto se
consigue mediante la escision con Xhol y el recorte con la polimerasa T4, seguida de la escisién con Hindlll y el
aislamiento del fragmento que contiene el vector-terminador mas largo en el que se cloné el fragmento del promotor
pCIB1004. Esto genera un derivado de pCGN1761ENX con el promotor PR-1a y el terminador tml y la intervencion
de un polienlazador con sitios EcoRI y Notl exclusivos. La secuencia codificadora seleccionada puede insertarse en
este vector y los productos de fusion (p.ej., promotor-gen-terminador) pueden transferirse posteriormente a
cualquier vector de transformacién seleccionado, incluyendo los descritos a continuacion. Puede emplearse diversos
reguladores quimicos para inducir la expresion de la secuencia codificadora seleccionada en las plantas
transformadas segun la presente invencion, incluyendo el benzotiadiazol, el acido isonicotinico y compuestos del
acido salicilico descritos en las patentes de EE. UU. N.°© 5.523.311 y 5.614.395.

e. Expresion inducible, un promotor inducible por etanol:

[0177] También puede usarse un promotor inducible por determinados alcoholes o cetonas, como el etanol,
para conferir la expresion inducible de una secuencia codificadora de la presente invencion. Este promotor es, por
ejemplo, el promotor del gen alcA de Aspergillus nidulans (Caddick y col., (1998) Nat. Biotechnol 16:177-180). En A.
nidulans, el gen alcA codifica una alcohol deshidrogenasa |, cuya expresion esta regulada por los factores de
transcripcion AlcR en presencia del inductor quimico. Para los fines de la presente invencion, las secuencias que
codifican CAT en el plasmido palcA:CAT que comprende una secuencia promotora del gen alcA fusionada con un
promotor 35S minimo (Caddick y col. (1998) Nat. Biotechnol 16:177-180) se sustituyen por una secuencia
codificadora de la presente invencion para formar un casete de expresion que tiene la secuencia codificadora bajo
en control del promotor del gen alcA. Esto se lleva a cabo usando procedimientos bien conocidos en la técnica.

f. Expresion inducible, un promotor inducible por glucocorticoides:
[0178] También se contempla la induccion de la expresiéon de una secuencia de acido nucleico de la presente
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invencién usando sistemas a base de hormonas esteroides. Por ejemplo, se usa un sistema de induccién mediado
por glucocorticoides (Aoyama y Chua (1997) The Plant Journal 11: 605-612) y se induce la expresion génica
mediante la aplicacion de un glucocorticoide, por ejemplo, un glucocorticoide sintético, especificamente
dexametasona, especificamente a una concentracion que oscila de 0,1 mM a 1 mM, mas especificamente de 10 mM
a 100 mM. Para los fines de la presente invencion, las secuencias del gen de la luciferasa se sustituyen por una
secuencia de acido nucleico de la invencién para formar un casete de expresion que tiene una secuencia de acido
nucleico de la invencion bajo el control de seis copias de las secuencias activadoras antes del extremo 5’ de GAL4
fusionadas con el promotor 35S minimo. Esto se lleva a cabo usando procedimientos bien conocidos en la técnica.
El factor de transactivacion comprende el dominio de unién a ADN GAL4 (Keegan y col. (1986) Science 231: 699-
704) unido al dominio de transactivacion de la proteina VP16 del virus del herpes (Triezenberg y col. (1988) Genes
Dev. 2: 781-729) unido al dominio de unién a hormonas del receptor de glucocorticoides de rata (Picard y col. (1988)
Cell 54: 1073-1080). La expresion de la proteina de fusion esta controlada por un promotor conocido en la técnica o
descrito en este documento. Este casete de expresion también esta incluido en la planta que comprende una
secuencia de acido nucleico de la invencion unida a 6xGAL4/promotor minimo. Por tanto, la especificad de tejido u
organo de la proteina de fusion se logra llevando a una especificidad de tejido u 6rgano inducible de la toxina
insecticida.

g. Expresion especifica de raices:

[0179] Otro patron de expresién génica es la expresion en las raices. Un promotor de raices adecuado es el
promotor de gen similar a metalotioneina (MTL) del maiz descrito por Framons (FEBS 290: 103-106 (1991)) y
también en la patente de EE. UU. N.° 5.466.785. Este promotor «MTL» se transfiere a un vector adecuado, como
pCGN1761ENX, para la insercidon de un gen seleccionado y la posterior transferencia del casete promotor-gen-
terminador completo a un vector de transformacién de interés.

h. Promotores inducibles por heridas:

[0180] Los promotores inducibles por heridas también pueden ser adecuados para la expresion génica. Se ha
descrito un gran numero de estos promotores (p. €j., Xu y col. Plant Molec. Biol. 22: 573-588 (1993), Logemann y
col. Plant Cell 1: 151-158 (1989), Rohrmeier y Lehle, Plant Molec. Biol. 22: 783-792 (1993), Firek y col. Plant Molec.
Biol. 22: 129-142 (1993), Warner y col. Plant J. 3: 191-201 (1993)) y todos son adecuados para su uso en la
presente invencion. Logemann y col. describen las secuencias antes de 5' del gen wunl de la planta dicotiledonea de
la patata. Xu y col. muestran que un promotor de la planta dicotiledénea de la patata (pin2) es activo en la planta
monocotiledénea del arroz. Adicionalmente, Rohrmeier y Lehle describen la clonacion del ADNc Wipl del maiz que
es inducido por herida y puede usarse para aislar el promotor relacionado usando técnicas convencionales. De
forma similar, Firek y col. y Warner y col. han descrito un gen inducido por heridas de la monocotiledonea Asparagus
officinalis, que se expresa en una herida local y en sitios de invasion de patégenos. Usando técnicas de clonacion
bien conocidas en la materia, estos promotores pueden transferirse a vectores adecuados, fusionarse con los genes
relacionados con esta invencion y utilizarse para expresar estos genes en los sitios de heridas en las plantas.

i. Expresion especifica de la médula:

[0181] En la solicitud de patente WO 93/07278, se describe el aislamiento del gen trpA del maiz, que se
expresa preferiblemente el células de la médula. Estan presentes la secuencia génica y el promotor que se extiende
hasta -1.726 pb desde el inicio de la transcripcién. Usando técnicas de biologia molecular convencionales, este
promotor, o partir del mismo, puede transferirse a un vector como pCGN1761 donde puede sustituirse al promotor
35S y usarse para dirigir la expresion de un gen extrafio de manera especifica de la médula. De hecho, los
fragmentos que contienen el promotor especifico de la médula o de parte del mismo pueden transferirse a cualquier
vector o modificarse para su utilizacion en plantas transgénicas.

j- Expresion especifica de hojas

[0182] Un gen del maiz que codifica la fosfoenol carboxilasa (PEPC) ha sido descrito por Hudspeth y Grula
(Plant Molec Biol 12: 579-589 (1989)). Usando técnicas biolégicas moleculares convencionales el promotor para este
gen puede usarse par a dirigir la expresion de cualquier gen de una forma especifica de hojas en plantas
transgénicas.

k. Expresion especifica del polen

[0183] En el documento WO 93/07278 se describe el aislamiento del gen de la proteina quinasa dependiente
de calcio (CDPK) de maiz que se expresa en células del polen. La secuencia génica y el promotor se extienden
hasta los 1.400 pb desde el inicio de la transcripcidon. Usando técnicas convencionales de biologia molecular, este
promotor, o partes del mismo, puede transferirse a un vector como pCGN1761 donde puede sustituirse al promotor
35S y usarse para dirigir la expresion de una secuencia de acido nucleico de la invencion de forma dependiente del
polen.

2. Terminadores de la transcripcion
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[0184] Se dispone de diversos terminadores de transcripciéon para su uso en casetes de expresion. Estos son
responsables de la terminacion de la transcripcion mas alla del transgén y de la poliadenilacion correcta del ARNm.
Los terminadores de transcripcion apropiados son aquellos que son conocidos por funcionar en plantas e incluye el
terminador 35S de CaMV, el terminador tml, el terminador de la nopalina sintetasa y el terminador E9 de rbcS del
guisante. Estos pueden usarse tanto en monocotiledéneas como en dicotiledéneas. Ademas puede usarse un
terminador de la transcripcién nativo de un gen.

3. Secuencias para potenciacion o regulacion de la expresion

[0185] Se han encontrado numerosas secuencias para potenciar la expresién génica desde el interior de la
unidad transcripcion y estas secuencias pueden usarse junto con los genes de esta invencidén para aumentar su
expresion en plantas transgénicas.

[0186] Se ha mostrado que diversas secuencias de intrones potencian la expresion, especialmente en células
monocotiledoneas. Por ejemplo, se ha encontrado que los intrones del gen Adhl del maiz potencian de forma
significativa la expresion del gen nativo con su promotor relacionado cuando se introducen en células de maiz. Se
encontrdé que el intrén 1 era especialmente eficaz y potenciaba la expresion en construcciones de fusién con el gen
de la cloranfenicol acetiltransferasa (Callis y col., Genes Develop. 1: 1183-1200 (1987)). En el mismo sistema
experimental, el intrén del gen bronze1 del maiz tenia un efecto similar a la hora de potenciar la expresion. Las
secuencias de intrones se han incorporado de forma rutinaria a vectores de transformacion de plantas, tipicamente
dentro de secuencias lideres no traducidas.

[0187] También es sabido que varias secuencias lider no traducidas derivadas de virus potencian la expresién
y estas son especialmente eficaces en células dicotiledéneas. Especificamente, se ha demostrado que secuencias
lideres de virus del mosaico del tabaco (TMV la «secuencia W»), del virus del moteado clorético del maiz (MCMV) y
el virus del mosaico de la alfalfa (AMV) son eficaces a la hora de potencia la expresion (p. ej., Gallie y col., Nucl.
Acids. Res. 15: 8693-8711 (1987); Skuzeski y col. Plant Molec. Biol. 15: 65-79 (1990)). Entre otras secuencias
lideres conocidas en la técnica se incluyen, pero sin limitaciones: secuencias lideres de picornavirus, por ejemplo,
secuencia lider EMCYV (region no codificadora 5’ del virus de la encefalomiocarditis), (Elroy-Stein, O., Fuerst, T. R. y
Moss, B. PNAS USA 86:6126-6130 (1989)); secuencias lideres de potivirus, por ejemplo, secuencia lider TEV (virus
del jaspeado del tabaco) (Allison y col., 1986); secuencia lider de MDMV (virus del mosaico del enanismo del maiz;
Virology 154:9-20); secuencia lider de la proteina de unién a la cadena pesada de la inmunoglobulina humana (BiP),
(Macejak, D. G. y Sarnow, P., Nature 353: 90-94 (1991); secuencia lider no traducida del ARNm de la proteina de la
cubierta del virus del mosaico de la alfalfa (ARN 4 de AMV), (Jobling, S. A. y Gehrke, L., Nature 325:622-625
(1987)); secuencia lider del virus del mosaico del tabaco (TMV), (Gallie, D. R. y col., Molecular Biology of RNA,
paginas 237-256 (1989)) y secuencia lider del virus del moterado clorético del maiz (MCMV) (Lommel, S. A. y col.,
Virology 81:382-385 (1991). Véase también, Della-Cioppa y col., Plant Physiolgy 84:965-968 (1987).

[0188] Ademas de la incorporacion de uno o mas de los elementos mencionados anteriormente en la region
reguladora 5 de un casete de expresién diana de la invencién, también pueden incorporarse otros elementos
peculiares al casete de expresién diana. Entre estos elementos se incluye, pero sin limitaciones, un promotor
minimo. Por promotor minimo se entiende que los elementos promotores basales estan inactivos, o practicamente
inactivos, por lo que no inducen la activacién antes del extremo 5'. Este promotor tiene baja actividad basal en las
plantas en las que no esta presente un transactivador o cuando el potenciador o los sitios de unién a elementos de
respuesta estan ausentes. Un promotor minimo que es especialmente util para los genes diana en plantas es el
promotor minimo Bz1 que se obtiene del gen bronze1 del maiz. El nicleo del promotor Bz1 se obtiene de la
construccion Bz1 mutante «myc»-luciferasa pBz1LucR98 mediante escisidon en el sitio Nhel localizado entre las
posiciones -53 a -58. Roth y col., Plant Cell 3: 317 (1991). El fragmento del ndcleo del promotor de Bz1 derivado se
extiende, por tanto, desde la posicién -53 a la +227 e incluye el intrdn 1 de Bz1 en la regién no traducida 5’. También
es util para la invencidon un promotor minimo creado usando un elemento TATA sintético. El elemento TATA permite
el reconocimiento del promotor por factores de la ARN polimerasa y confiere un nivel basal de expresion génica en
ausencia de activacion (véase en general, Mukumoto (1993) Plant Mol Biol 23: 995-1003; Green (2000) Trends
Biochem Sci 25: 59-63).

4. Direccionamiento del producto génico dentro de la célula

[0189] Se conocen en las plantas diversos mecanismos para el direccionamiento de productos génicos y las
secuencias que controlan el funcionamiento de estos mecanismos se han caracterizado con cierto detalle. Por
ejemplo, el direccionamiento de productos génicos a los cloroplastos esta controlado por una secuencia sefial que
se encuentra en el extremo amino terminal de diversas proteinas, el cual se escinde durante su importacion al
cloroplasto para dar lugar a la proteina madura (p. €j., Comai y col., J. Biol. Chem. 263: 15104-15109 (1988)). Estas
secuencias sefal pueden fusionarse a productos génicos heterélogos para llevar a cabo la importacién de productos
heterélogos dentro del cloroplasto (van den Broeck, y col. Nature 313: 358-363 (1985)). EIl ADN que codifica
secuencias sefial apropiadas puede aislarse del extremo 5 de los ADNc que codifican la proteina RUBISCO, la
proteina CAB, la enzima sintetasa EPSP, la proteina GS2 y muchas otras proteinas que se sabe estan localizadas
en el cloroplasto. Véase también, la seccion titulada «Expresién con direccionamiento a cloroplastos» del ejemplo 37
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de la patente de EE. UU. N.° 5.639.949.

[0190] Otros productos génicos se localizan en otros organulos como la mitocondria y el peroxisoma (p. €j.,
Unger y col. Plant Molec. Biol. 13: 411-418 (1989)). Los ADNc que codifican estos productos también pueden
manipularse para llevar a cabo el direccionamiento de productos génicos heterélogos a estos organulos. Son
ejemplos de dichas secuencias las ATPasas codificadas en el genoma nuclear e isoformas especificas de la
mitocondria de la aspartato aminotransferasa. El direccionamiento de cuerpos proteicos celulares se ha descrito en
Rogers y col. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 6512-6516 (1985)).

[0191] Ademas, se han caracterizado secuencias que causan el direccionamiento de productos génicos a otros
compartimentos celulares. Las secuencias amino terminales son responsables del direccionamiento hacia el RE, el
apoplasto y la secrecion extracelular a partir de células de la aleurona (Koehler y Ho, Plant Cell 2: 769-783 (1990)).
Adicionalmente, las secuencias amino terminales junto con las secuencias carboxilo terminales son responsables del
direccionamiento vacuolar de los productos génicos (Shinshi y col. Plant Molec. Biol. 14: 357-368 (1990)).

[0192] Mediante la fusion de las secuencias de direccionamiento apropiadas descritas anteriormente con
secuencias de transgenes de interés es posible dirigir el producto transgénico a cualquier organulo o compartimento
celular. Para el direccionamiento a cloroplastos, por ejemplo, la secuencia sefal de cloroplastos del gen RUBISCO,
el gen CAB, el gen de sintetasa EPSP o el gen GS2 se fusiona en marco con la secuencia ATG amino terminal del
transgén. La secuencia sefial seleccionada deberia incluir el sitio de escision conocido y la fusion construida deberia
tener en cuenta cualquier aminoacido después del sitio de escision requerido para la escisiéon. En algunos casos
este requisito puede cumplirse mediante la adicion de un numero pequefio de aminoacidos entre el sitio de escision
y el transgén ATG o, alternativamente, sustituciéon de algunos aminoacidos dentro de la secuencia del transgén. La
eficacia de la captacion en cloroplastos de las fusiones construidas para importar a los cloroplastos puede probarse
mediante la traduccién de las construcciones transcritas in vitro seguido por la captaciéon en cloroplastos usando
técnicas descritas por Bartlett y col. En: Edelmann y col. (Eds) Methods in Chloroplast Molecular Biology, Elsevier
pag. 1081-1091 (1982) y Wasmann y col. Mol. Gen. Genet. 205: 446-453 (1986). Estas técnicas de construccion son
bien conocidas en la técnica y son igualmente aplicables a la mitocondria y a los peroxisomas.

[0193] Los mecanismos descritos anteriormente para el direccionamiento celular pueden utilizarse no solo en
conjunto con sus promotores relacionados, sino también en conjunto con promotores heterélogos de modo que se
lleve a cabo un objetivo de direccionamiento celular especifico bajo la regulacién transcripcional de un promotor que
tiene un patrén de expresion diferente al del promotor del cual deriva la sefial de direccionamiento.

C. Construccién de vectores de transformacion vegetal

[0194] Los expertos en las técnicas de transformacion de plantas conocen numerosos vectores de
transformacion disponibles para la transformacion de plantas y los genes pertinentes para esta invencidon pueden
usarse en conjunto con cualquiera de estos vectores La seleccion del vector dependera de la técnica de
transformacion especifica y las especies diana para la transformacion. Para determinadas especies diana, pueden
ser especificos diferentes marcadores de seleccién de antibidticos o de herbicidas. Entre los marcadores de
seleccion usados de forma rutinaria en la transformacién se incluyen el gen nptll, que confiere resistencia a la
kanamicina y a antibidticos relacionados (Messing y Vierra, Gene 19: 259-268 (1982); Bevan y col., Nature 304:184-
187 (1983)), el gen bar, que confiere resistencia al herbicida fosfinotricina (White y col., Nucl. Acids Res. 18: 1062
(1990), Spencer y col. Theor. Appl. Genet 79: 625-631 (1990)), el gen hph, que confiere resistencia al antibiético
higromicina (Blochinger y Diggelmann, Mol Cell Biol 4: 2929-2931) y el gen dhfr, que confiere resistencia al
metotrexato (Bourouis y col., EMBO J. 2(7): 1099-1104 (1983)), el gen EPSPS, que confiere resistencia al glifosato
(patentes de EE. UU. N.° 4.940.935 y 5.188,642) y el gen de la manosa-6-fofato isomerasa que proporciona la
capacidad para metabolizar la manosa (patentes de EE. UU. N.° 5.767.378 y 5.994.629).

1. Vectores adecuados para la transformacion de Agrobacterium

[0195] Se dispone de muchos vectores para la transformacion usando Agrobacterium tumefaciens. Estos
tipicamente llevan al menos una secuencia limite de ADN-T e incluye vectores como pBIN19 (Bevan. Nucl. Acids
Res. (1984)). A continuacion se describe la construccion de dos vectores tipicos adecuados para la transformacion
de Agrobacterium.

a. pCIB200 y pCIB2001:

[0196] Los vectores binarios pCIB200 y pCIB2001 se usan para la construccion de vectores recombinantes
para su uso con Agrobacterium y se construyen de la siguiente forma. Se crea pTJS75kan mediante la digestion
Narl de pTJS75 (Schimidhauser y Helinski, J. Bacteriol. 164: 446-455 (1985)) lo que permite la escision del gen de
resistencia a tetraciclina, seguido de la inserciéon de un fragmento Accl a partir de pUC4K portador de un sitio NPTII
(Messing y Vierra, Gene 19: 259-268 (1982): Bevan y col., Nature 304: 184-187 (1983): McBride y col., Plant
Molecular Biology 14: 266-276 (1990)). Los enlazadores Xhol se ligan al fragmento EcoRV de pCIB7 que contiene
las secuencias limites izquierdo y derecho del ADN-T, un gen quimérico nos/nptll vegetal seleccionable y el
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polienlazador pUC (Rothstein y col., Gene 53: 153-161 (1987)) y el fragmento digerido con Xhol se clona en
pTSJ75kan digerido con Sall para crear pCIB200 (véase también el documento EP 0 332 104, ejemplo 19). pCIB200
contiene los siguientes sitios de restriccion polienlazadores exclusivos: EcoRlI, Sstl, Kpnl, Bglll, Xbal y Sall.
pCIB2001 es un derivado de pCIB200 creado mediante la insercion dentro del polienlazador de sitios de restriccion
adicionales. Los sitios de restriccion exclusivos en el polienlazador de pCIB2001 son EcoRlI, Sstl, Kpnl, Bglll, Xbal,
Sall, Mlul, Bcll, Avrll, Apal, Hpal y Stul. pCIB2001, ademas de contener estos sitios de restriccion exclusivos también
tienen seleccion de kanamicina vegetal y bacteriana, limites izquierdo y derecho del ADN-T para la transformacion
mediada por Agrobacterium, la funcion trfA derivada de RK2 para movilizacion entre E. coli y otros huéspedes y las
funciones OriT y OriV también de Rk2. El polienzador de pCIB2001 es adecuado para la clonacion de casetes de
expresion en plantas que contienen sus propias sefiales reguladoras.

b. pCIB10 y derivados de seleccion de higromicina del mismo:

[0197] El vector binario pCIB10 contiene un gen que codifica resistencia a la kanamicina para la seleccién en
plantas y secuencias limites derecha e izquierda del ADN-T e incorpora secuencias a partir del plasmido de amplia
gama de huésped pRK252 permitiendo que se replique tanto en E. coli como en Agrobacterium. Su construccién se
describe en Rothstein y col. (Gene 53: 153-161 (1987)). Se construyen diversos derivados de pCIB10 que
incorporan el gen para la higromicina B fosfotransferasa descrito por Gritz y col. (Gene 25: 179-188 (1983)). Estos
derivados permiten la seleccion de células vegetales transgénicas soélo para higromicina (pCIB743) o para
higromicina y kanamicina (pCIB715, pCIB717).

2. Vectores adecuados para la transformacién sin Agrobacterium

[0198] La transformacion sin el uso de Agrobacterium tumefaciens elude el requisito de secuencias de ADN-T
en el vector de transformacion elegido y, por consiguiente. pueden usarse vectores carentes de estas secuencias
ademas de vectores como los descritos anteriormente que contenian secuencia ADN-T. Las técnicas de
transformacion que no dependen de Agrobacterium incluyen la transformacién mediante bombardeo de particulas,
captacién de protoplastos (p. ej., PEG y electroporacion) y microinyeccion. La eleccion del vector depende en gran
medida de la seleccion especifica para la especie que se va a transformar. A continuacién se describe la
construccion de dos vectores tipicos adecuados para la transformacion de Agrobacterium.

a. pCIB3064:

[0199] pCIB3064 es un vector derivado de pUC adecuado para técnicas directas de transferencia de genes en
combinacién con la seleccidn por el herbicida basta (o fosfinotricina). El plasmido pCIB246 comprende el promotor
CaMV 35S en funcion operacional con el gen GUS de E. coli y el terminador de transcripcién 35S de CaMV y se
describe en la solicitud de PCT publicada WO 93/07278. El promotor 35S de este vector contiene dos secuencias
ATG 5’ del sitio de inicio. Estos sitios se mutan usando técnicas de PCR convencionales de manera que se eliminan
los ATG y se generan los sitios de restriccion Sspl y Pvull. Los nuevos sitios de restriccion estan a 96 y 37 pb del
Unico sitio Sall y a 101 y 42 pb del sitio de inicio real. El derivado resultante de pCIB246 se designa pCIB3025. El
gen GUS se escinde a continuaciéon a partir de pCIB3025 mediante digestion con Sall y Sacl, se recortan los
extremos para hacerlos romos y se ligan de nuevo para generar el pldsmido pCIB3060. El plasmido pJIT82 se
obtiene a partir del Centro Jonh Innes, Norwich y el fragmento Smal de 400 pb que contiene el gen bar de
Streptomyces viridochromogenes se escinde e inserta en el sitio Hpal de pCIB3060 (Thompson y col. EMBO J 6:
2519-2523 (1987)). Esto generd pCIB3064, que comprende el gen bar bajo en control del promotor 35S de CaMV y
el terminador para la seleccion de herbicidas, un gen de resistencia a ampicilina (para la selecciéon en E. coli) y un
polienlazador con los sitios unicos Sphl, Pstl, Hindlll y BamHI. Este vector es adecuado para la clonacién de casetes
de expresién de plantas que contienen sus propias sefiales reguladoras.

b. pPSOG19 y pSOG35:

[0200] pSOG35 es un vector de transformacion que utiliza el gen de la dihidrofolato reductasa (DFR) de E. coli
como marcador seleccionable que confiere resistencia a metotrexato. Se usa la PCR para amplificar el promotor 35S
(-800 pb), el intron 6 del gen Adhl del maiz (-550 pb) y 18 pb de la secuencia lider no traducida GUS de pSOG10. Un
fragmento de 250 pb que codifica el gen de la dihidrofolato reductasa de tipo Il de E. coli también se amplifica
mediante PCR y estos dos fragmentos de PCR se acoplan con un fragmento Sacl-Pstl procedentes de pB1221
(Clontech) que comprende la estructura del vector pUC19 y el terminador de la nopalina sintetasa. El ensamblaje de
estos fragmentos genera pSOG19 que contiene el promotor 35S en fusién con la secuencia del intron 6, el lider
GUS, el gen DHFR vy el terminador de la nopalina sintetasa. La sustitucién del lider GUS en pSOG19 con la
secuencia lider del virus del moteado clorético del maiz (MCMV) genera el vector pSOG35. pSOG19 y pSOG35
llevan el gen pUC para resistencia a ampicilina y tiene sitios Hindlll, Sphl, Pstl y EcoRI disponibles para la clonacion
de sustancias extrafias.
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3. Vector adecuado para la transformacion de cloroplastos

[0201] Para la expresion de una secuencia de nucleétidos de la presente invencion en plastidos de plantas, se
usa el vector de transformaciéon de plastidos pPH143 (documento WO 97/32011, ejemplo 36). La secuencia de
nucleodtidos se inserta en pPH143 sustituyendo de este modo la secuencia codificadora PROTOX. A continuacion,
este vector se usa para la transformacion del plastido y la selecciéon de transformantes para la resistencia a la
espectinomicina. Alternativamente, la secuencia de nucleétidos se inserta en pPH143 de modo que esta sustituye al
gen aadH. En este caso, se seleccionan los transformantes para resistencia a inhibidores de PROTOX.

D. Transformacion

[0202] Una vez que se ha clonado una secuencia de acido nucleico en un sistema de expresion, se transforma
dentro de una célula vegetal. Los casetes del receptor y de expresion dirigida de la presente invencién pueden
introducirse en la célula vegetal en diversas formas reconocidas por la técnica. Los procedimientos para la
regeneracion de plantas también son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, los vectores plasmidicos Ti se han
utilizado para la administracion de ADN extrafio asi como en la captacién dirigida de ADN, asi como en la captacion
de ADN dirigida, liposomas, electroporacién, microinyeccién y microproyectiles. Ademas, las bacterias del género
Agrobacterium pueden utilizarse para transformar células vegetales. A continuacion se encuentran descripciones de
las técnicas representativas para la transformacion de plantas tanto dicotileddoneas como monocotiledéneas.

1. Transformacion de dicotileddneas

[0203] Las técnicas de transformacién de dicotiledéneas son bien conocidas en la técnica e incluyen técnica
basada en Agrobacterium y técnicas que no requieren Agrobacterium. La técnicas sin Agrobacterium implican la
captacién de material genético exégeno directamente mediante protoplastos o células. Esto puede conseguirse
mediante PEG o captacion mediada por electroporacion, administracion mediada por bombardeo de particulas o
microinyeccion. Ejemplos de estas técnicas se describen en Paszkowski y col., EMBO J 3: 2717-2722 (1984),
Potrykus y col., Mol. Gen. Genet. 199: 169-177 (1985), Reich y col., Biotechnology 4: 1001-1004 (1986) y Klein y
col., Nature 327: 70-73 (1987). En cada caso las células transformadas regeneraban las plantas completas usando
técnicas conocidas en la técnica.

[0204] La transformacion mediada por Agrobacterium es una técnica especifica para la transformaciéon de
dicotiledéneas debido a su alta eficiencia de transformacion y su amplia utilidad en muchas diferentes especies. La
transformacion de Agrobacterium tipicamente implica la transferencia del vector binario portador del ADN extrafio de
interés (p. ej., pCIB200 o pCIB2001) a una cepa de Agrobacterium apropiada, lo que puede depender del
complemento de genes vir portados por la cepa Agrobacterium huésped en un plasmido Ti corresidente o de forma
cromosoémica (p. ej., cepa CIB542 para pCIB200 y pCIB2001 (Uknes y col. Plant Cell 5: 159-169 (1993)). La
transferencia del vector binario recombinante a Agrobacterium se consigue mediante un procedimiento de
apareamiento triparental usando E. coli que porta el vector recombinante binario, una cepa de E. coli auxiliar
portadora de un plasmido como pRK2013 y que es capaz de movilizar el vector binario recombinante hasta la cepa
de Agrobacterium diana. Alternativamente, el vector binario recombinante puede transferirse a Agrobacterium
mediante transformacion de ADN (Hofgen y Willmitzer, Nucl. Acids Res. 16: 9877 (1988)).

[0205] La transformacion de la especie vegetal diana mediante Agrobacterium recombinante normalmente
implica el cultivo conjunto del Agrobacterium con explantes de la planta y siguiendo los protocolos bien conocidos en
la técnica. El tejido transformado se regenera en un medio seleccionable que lleva el marcador de resistencia a
antibiéticos o herbicidas presente entre los limites del ADN-T del plasmido binario.

[0206] Otra técnica para transformar células vegetales con un gen implica introducir particulas inertes o
biolégicamente activas en los tejidos y células vegetales. Esta técnica se describe en las patentes de EE. UU. N.°
4.945.050, 5.036.006 y 5.100.792 todas de Sanford y col. Generalmente, este procedimiento implica introducir
particulas inertes o bioldgicamente activas en las células en las condiciones eficaces para penetrar la superficie
externa de la célula y permitir la incorporacion al interior de la misma. Cuando se utilizan particulas inertes, el vector
puede introducirse en la célula recubriendo las particulas con el vector que contiene el gen deseado.
Alternativamente, la célula diana puede estar rodeada por el vector de modo que dicho vector se introduce en la
célula mediante la estela de la particula. Las particulas bioldgicamente activas (p. ej., células desecadas de
levadura, bacterias secas o un bacteriéfago, conteniendo cada uno el ADN que se desea introducir) también pueden
introducirse en el tejido celular vegetal.

2. Transformacion de monocotiledéneas

[0207] La transformacion de la mayoria de las especies de monocotiledéneas se ha convertido también ahora
en rutinaria. Entre las técnicas especificas se incluyen transferencia génica directa dentro de protoplastos usando
PEG o técnicas de electroporacion y bombardeo de particulas en el tejido del callo. Las transformaciones pueden
llevarse a cabo con una unica especie de ADN o con muiltiples especies de ADN (es decir, transformacién conjunta)
y ambas técnicas son adecuadas para su uso con esta invencion. La transformacion conjunta puede tener la ventaja

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2429430 T3

de evitar la construccion completa del vector y generara las plantas transgénicas con locis no ligado para el gen de
interés y el marcador seleccionable, lo que permite la retirada del marcador seleccionable en generaciones
posteriores, esto deberia contemplarse como deseable. Sin embargo, una desventaja del uso de transformacion
conjunta es la frecuencia menor del 100% con la que las especies de ADN independientes se integran en el genoma
(Schocher y col. Biotechnology 4: 1093-1096 (1986)).

[0208] En las solicitudes de patente EP 0 292 435, EP 0 392 225 y WO 93/07278 se describen técnicas para la
preparacion de callos y protoplastos de una linea endogamica pura de maiz, la transformacion de los protoplastos
usando PEG o electroporacion, y la regeneracién de plantas de maiz a partir de protoplastos transformados.
Gordon-Kamm y col. (Plant Cell 2: 603-618 (1990)) y Fromm y col. (Biotechnology 8: 833-839 (1990)) han publicado
técnicas para la transformacion de una linea de maiz derivado de A188 usando bombardeo de particulas.
Adicionalmente, en el documento WO 93/07278 y en Koziel y col. (Biotechnology 11: 194-200 (1993)) se describen
técnicas para la transformacion de lineas endogamicas puras de maiz mediante bombardeo de particulas. Esta
técnica utiliza embriones de maiz inmaduros de 1,5-2,5 mm de longitud escindidos a partir de una mazorca de maiz
de 14-15 dias tras la polinizacién y un dispositivo PDS-1000-He Biolistics para el bombardeo.

[0209] La transformacién del arroz también puede llevarse a cabo mediante técnicas de transferencia génica
directa utilizando protoplastos o bombardeo de particulas. La transferencia mediada por protoplasto ha sido descrita
para tipos de Japonica y tipos de Indica (Zhanget y col. Plant Cell Rep 7: 379-384 (1988); Shimamoto y col. Nature
338: 274-277 (1989); Datta y col. Biotechnology 8: 736-740 (1990)). Ambos tipos también se transforman de forma
rutinaria usando bombardeo de particulas (Christou y col. Biotechnology 9: 957-962 (1991)). Adicionalmente, en el
documento WO 93/21335 se describen técnicas para la transformacién del arroz mediante electroporacion.

[0210] En la solicitud de patente EP 0 332 581 se describen técnicas para la generacion, transformacion y
regeneracion de protoplastos de Pooideae. Estas técnicas permiten la transformacion de Dactylis y del trigo.
Adicionalmente, la transformacion del trigo ha sido descrita por Vasil y col. (Biotechnology 10: 667-674 (1992))
usando bombardeo de particulas dentro de células de callos regenerables a largo plazo de tipo C y también por Vasil
y col. (Biotechnology 11: 1553-1558 (1993)) y Weeks y col. (Plant Physiol. 102: 1077-1084 (1993)) usando
bombardeo de particulas de embriones inmaduros y callos derivados de embriones inmaduros. Sin embargo, una
técnica especifica para la transformacion del trigo implica la transformacion de este cereal mediante bombardeo de
particulas de embriones inmaduros e incluye un paso de cultivo a alta concentracién de sacarosa o de maltosa
previo a la administracién del gen. Antes del bombardeo, se coloca cualquier nimero de embriones (0,75-1 mm de
longitud) en medio MS con sacarosa al 3% (Murashiga y Skoog, Physiologia Plantarum 15: 473-497 (1962)) y 3 mg/I
de 2,4-D para la induccion de embriones somatica, lo que permite proceder en oscuridad. El dia elegido para el
bombardeo, los embriones se sacan del medio de induccién y se colocan dentro del agente osmético (es decir,
medio de induccién con sacarosa o maltosa afiadida a la concentracidon deseada, tipicamente al 15%). Se deja que
los embriones se plasmolicen durante 2-3 horas y, a continuacion, se bombardean. Tipicamente se disponen 20
embriones por placa diana, aunque esto no es critico. Un plasmido portador del gen apropiado (como pCIB3064 o
pSG35) se precipita sobre particulas de oro de tamafio micrométrico usando procedimientos estandar. Se dispara
cada placa de embriones con el dispositivo de helio Biolistics® de DuPont usando una presion de estallido de ~1.000
psi con un filtro de 80 mesh estandar. Tras el bombardeo, los embriones se colocaron de nuevo en oscuridad para
su recuperacion durante aproximadamente 24 horas (todavia en el agente osmético). Después de 24 horas, los
embriones se retiraron del agente osmético y se colocaron de nuevo en medio de induccion donde estuvieron
durante aproximadamente un mes antes de su regeneracion. Aproximadamente un mes después, los explantes de
embrién que desarrollaron callo embriogénico se transfirieron a un medio de regeneracion (MS + NAA a 1 mg/litro,
GA a 5 mg/litro), que ademas contenia el agente de seleccion adecuado (basta a 10 mg/l en el caso de pCIB3064 y
metotrexato a 2 mg/l en el caso de pSOG35). Después de aproximadamente un mes, los brotes desarrollados se
transfirieron a recipientes estériles mas grandes conocidos como «GA7» que contenian MS a la mitad de
concentracion, sacarosa al 2% y la misma concentracion del agente de seleccion.

[0211] También se ha descrito la transformacién de monocotiledéneas usando Agrobacterium. Véase el
documento WO 94/00977 y la patente de EE. UU. N.° 5.591.616. Véase también, Negrotto y col., Plant Cell Reports
19: 798-803 (2000). Para este ejemplo, se usa arroz (Oryza sativa) para generar plantas transgénicas. Pueden
usarse diversas variedades cultivadas de arroz (Hiei y col., 1994, Plant Journal 6:271-282, Dong y col., 1996,
Molecular Breeding 2:267-276; Hiei y col., 1997, Plant Molecular Biology, 35:205-218). También, los diversos
constituyentes de medios de cultivo descritos a continuacion pueden variar en cantidad o ser sustituidos. Se inician
las respuestas embriogénicas y/o se establecen los cultivos a partir de embriones maduros cultivando en medio MS-
CIM (contenido inicial de sales de MS, 4,3 g/litro; vitaminas B5 (200x) a 5 ml/litro; sacarosa, 30 g/litros; prolina, 500
mg/litro; glutamina, 500 mg/litro; hidrolizado de caseina, 300 mg/litro; 2,4-D (1 mg/ml), 2 ml/litro, ajustando el pH a
5,8 con KOH 1 N, Phytagel, 3 g/litro). Los embriones maduros en los estadios iniciales de respuesta de cultivo o las
lineas de cultivo establecidas se inoculan y cultivan conjuntamente con la cepa LBA4404 de Agrobacterium
tumefaciens (Agrobacterium) que contiene la construccidon de vector deseada. Agrobacterium se cultiva a partir de
las soluciones madre de glicerol en medio YPC sélido (espectinomicina a 100 mg/l y cualquier otro antibiético
apropiado) durante ~2 dias a 28°C. Agrobacterium se resuspendié en medio MS-CIM liquido. El cultivo de
Agrobacterium se diluye hasta una D.O. a 600 nm de 0,2-0,3 y se afiade acetosiringona hasta una concentracion
final de 200 yM. Se fade acetosiringona antes de mezclar la solucién con los cultivos de arroz para inducir al
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Agrobacterium para la transferencia de ADN a las células vegetales. Para la inoculacion, los cultivos vegetales se
sumergen en la suspension bacteriana. La suspension bacteriana liquida se elimina y las células inoculadas se
colocan sobre el medio de cocultivo y se incuban a 22°C durante dos dias. A continuacién, los cultivos se transfieren
a medio MS-CIM con Ticarcilina (400 mg/litro) para inhibir el crecimiento de Agrobacterium. Para las construcciones
que utilizan el gen marcador selectivo PMI (Reed y col., In Vitro Cell. Dev. Biol. Plant 37:127-132), los cultivos se
transfieren a un medio de seleccidon que contiene manosa como fuente de hidratos de carbono (MS con manosa al
2% y Ticarcilina a 300 mg/litro) después de 7 dias y se cultivan durante 3-4 semanas en oscuridad. A continuacion,
las colonias resistente se transfieren a medio de induccién de regeneracion (MS sin 2,4-D, 1AA a 0,5 mg/litro, zeatina
a 1 mg/litro, timentina a 200 mg/litro, manosa al 2% y sorbitol al 3%) y se crecen en oscuridad durante 14 dias. A
continuacién, las colonias que proliferan se transfieren a otra ronda de medios de induccién de regeneracion y se
cambian a la habitacién de crecimiento con luz. Los brotes regenerados se transfieren a recipientes GA7 con medio
GA7-1 (MS sin hormonas ni sorbitol al 2%) durante 2 semanas y, a continuacion, se cambian al invernadero cuando
hayan crecido lo suficiente y tengan las raices adecuadas. Las plantas se transplantan a suelo en el invernadero
(generacién T0) donde crecen hasta la madurez, y se recogen las semilla de T1.

3. Transformacion de plastidos

[0212] Las semillas de Nicotiana tabacum c.v. «Xanthi nc» se germinaron a razén de siete por placa en una
matriz circular de 0,0254 metros en un medio de agar T y se bombardearon 12-14 dias después de la siembra con
particulas de tungsteno de 1 um (M10, Biorad, Hercules, Calif.) recubiertas con ADN a partir de plasmidos pPH143 y
pPH145 esencialmente como se ha descrito (Svab, Z. y Maliga, P. (1993) PNAS 90, 913-917). Las plantas de
semillero bombardeadas se incuban en medio T durante dos dias después de los cuales se cortan las hojas y se
colocan abaxial hacia arriba con luz brillante (350-500 umoles de fotones/m%s) en placas de medio RMOP (Svab, Z.,
Hajdukiewicz, P. y Maliga, P. (1990) PNAS 87, 8526-8530) que contienen 500 pg/ml de diclorhidrato de
espectinomicina (Sigma, St. Louis, Mo.). Los brotes resistentes que aparecen bajos las hojas descoloridas de tres a
ocho semanas después del bombardeo se subclonaron en el mismo medio selectivo, lo que permitié formar el callo y
se aislaron y subclonaron los brotes secundarios. La segregacién completa de las copias gendmicas del plastido
transformado (homoplasmicidas) en subclones independientes se evalia mediante técnicas estandar de
transferencias de ADN (Sambrook y col., (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor). EI ADN celular total digerido con BamHI/EcoRI (Mettler, I. J. (1987) Plant Mol Biol
Reporter 5, 346-349) se separa en geles de agarosa con tampoén Tris-borato (TBE) al 1%, se transfiere a
membranas de nailon (Amersham) y se incuba con las secuencias de ADN cebadas aleatorias marcadas con p
que se corresponden con un fragmento de ADN BamHI/HindlIl de 0,7 kb a partir de pC8 que contiene una porcién de
la secuencia de direccionamiento del plastido rps7/12. Los brotes homoplasmicos se enraizaron en condiciones
asépticas en medio MS/IBA que contenia espectinomicina (McBride, K. E. y col. (1994) PNAS 91, 7301-7305) y se
transfieren al invernadero.

V. Cultivo y produccion de semillas
A. Cultivo

[0213] Las plantas obtenidas mediante la transformacion con una secuencia de acido nucleico de la presente
invencién pueden ser cualquier de la amplia variedad de especies vegetales, incluyendo monocotiledéneas y
dicotileddneas; sin embargo, las plantas utilizadas en el procedimiento de la invencidon se seleccionan
especificamente entre la lista de cosechas objetivo agrondmicamente importantes descritas anteriormente. La
expresion de un gen de la presente invencidon en combinacién con otras caracteristicas importantes para la
produccién y calidad puede incorporarse a las lineas vegetales mediante el cultivo. En la materia se conocen
estrategias y técnicas de cultivo. Véase, por ejemplo, Welsh J. R., Fundamentals of Plant Genetics and Breeding,
John Wiley e hijos, NY (1981); Crop Breeding, Wood D. R. (Ed.) American Society of Agronomy Madison, Wis.
(1983); Mayo O., The Theory of Plant Breeding, Segunda Edicién, Clarendon Press, Oxford (1987); Singh, D. P.,
Breeding for Resistance to Diseases and Insect Pests, Springer-Verlag, NY (1986) y Wricke y Weber, Quantitative
Genetics and Selection Plant Breeding, Walter de Gruyter y Co., Berlin (1986).

[0214] Las propiedades genéticas modificadas mediante ingenieria genética dentro de las semillas y plantas
transgénicas descritas anteriormente se pasan mediante reproducciéon sexual o crecimiento vegetativo y pueden
ademas mantenerse y propagarse a las plantas de la progenie. Generalmente, dicho mantenimiento y propagacion
utiliza procedimientos agricolas conocidos desarrollados para cumplir los objetivos especificos como arado, cultivo y
recoleccidon. También pueden aplicarse procesos especializados como tecnologias hidropdnicas o de invernadero.
Durante el crecimiento, puesto que la cosecha es vulnerable al ataque y a los dafios causados por insectos o
infecciones asi como por la competiciéon con malas hierbas, se toman medidas para controlar dichas malas hierbas,
enfermedades de plantas, insectos, nematodos y otras condiciones adversas para mejorar el rendimiento. Entre
estas se incluyen medidas mecanicas como la labranza del suelo o eliminacion de malas hierbas y de plantas
infectadas, asi como la aplicacion de agroquimicos como herbicidas, fungicidas, gametocidas, nematicidas,
reguladores del crecimiento, agentes para la maduracion e insecticidas.

[0215] El uso de las propiedades genéticas avanzadas de las plantas transgénicas y las semillas segun la

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2429430 T3

invencién pueden ademas hacerse en el cultivo de plantas, el cual tiene por objetivo el desarrollo de plantas que
mejoren propiedades como la tolerancia a plagas, herbicidas o estrés, mejora del valor nutritivo, aumento del
rendimiento o mejora de la estructura lo que produce menos pérdidas debido al encamado o desgranado. Los
diversos pasos del cultivo se caracterizan por la intervencion humana bien definida como la seleccion de las lineas
que se van a cruzar, el direccionamiento de la polinizacién de las lineas parentales o la seleccion de las plantas de
la progenie apropiadas. Dependiendo de las propiedades deseadas, se toman diferentes medidas de cultivo. Las
técnicas relevantes son bien conocidas en la técnica e incluyen, pero sin limitaciones la hibridacién, endogamia,
cultivo retrocruzado, cultivo multilinea, mezcla de variedad, hibridacién interespecifica, técnicas de aneuploidia, etc.
Entre las técnicas de hibridaciéon también se incluyen la esterilizaciéon de plantas para obtener plantas masculinas o
femeninas estériles mediante métodos mecanicos, quimicos o bioquimicos. La polinizacién cruzada de una planta
masculina estéril con polen de una linea diferente asegura que el genoma de la planta masculina estéril pero
femenina fértil obtendra propiedades homogéneas de ambas lineas parentales. Por tanto, las semillas y plantas
transgénicas segun la invencion pueden usarse para el cultivo de lineas vegetales mejoradas en las que, por
ejemplo, aumente de la eficacia de procedimientos convencionales, como el tratamiento con herbicidas o pesticidas,
o permitan su dispensacion con dichos procedimientos debido a sus propiedades genéticas modificadas.
Alternativamente, pueden obtenerse nuevas cosechas con mejora de la tolerancia al estrés, que debido a su
«equipo» genético optimizado, rinde un producto recolectado de mejor calidad que los productos que no eran
capaces de tolerar condiciones de desarrollo adversas comparables.

B. Produccion de semillas

[0216] En la produccion de semillas, la calidad de germinacién y la uniformidad de semillas son caracteristicas
esenciales del producto. Como es dificil mantener una cosecha libre de semillas de otras cosechas y de malas
hierbas, para controlar las enfermedades transmitidas por semillas y producir semillas con buena germinacion, los
productores de semillas, con experiencia en la técnica de crecimiento, acondicionamiento y comercializacién de
semillas puras, han desarrollado practicas de produccion de semillas bastante extensiva y bien definidas, que se
estan experimentando en la técnica de crecimiento, acondicionamiento y venta de semillas puras. Por tanto, es una
practica comun para el agricultor comprar semillas que cumplan los estandares de calidad especificos en lugar de
usar la recogida de las semillas de su propia cosecha. El material de propagacion utilizado como semillas se trata
habitualmente con un recubrimiento protector que comprende herbicidas, insecticidas, fungicidas, bactericidas,
nematicidas, moluscicidas o mezclas de ambos. Entre los compuestos utilizados habitualmente como agentes de
recubrimiento protector se encuentran captano, carboxina, thiram (TMTD®), metalaxilo (Apron®) y metil pirimifos
(Actellic®). Si se desea, estos compuestos se formulan conjuntamente con vehiculos, tensioactivos o adyuvantes que
promueven su aplicacion empleados habitualmente en la técnica de la formulacién para proporcionar proteccion
frente al dafio causado por bacterias, hongos o plagas animales. Los agentes de recubrimiento protectores pueden
aplicarse mediante la impregnacion del material de propagacién con una formulacién liquido o mediante el
recubrimiento con una formulaciéon hiumeda o seca combinada. También son posible otros procedimientos de
aplicacion como el tratamiento directo de las yemas o el fruto.

VI. Alteracién de la expresion de las moléculas de acido nucleico

[0217] La alteracién en la expresion de las moléculas de acido nucleico de la presente invencion se alcanza de
una de las siguientes formas:

A. Supresion «sentido»

[0218] La alteracion de la expresion de una secuencia de nucleétidos de la presente invencion,
especificamente la reduccion de su expresion, se obtiene mediante la supresion «sentido» (referenciado en, p. €j.,
Jorgensen y col. (1996) Plant Mol. Biol. 31, 957-973). En este caso, la secuencia de nucleotidos de la presente
descripcién completa, o una porcién de la misma esta comprendida en una molécula de ADN. La molécula de ADN
esta unidad de forma operativa especificamente a un promotor funcional en una célula que comprende el gen diana,
especificamente una célula vegetal, y se introduce en la célula, en la que la secuencia de nucleétidos puede
expresarse. La secuencia de nucledtidos se inserta en la molécula de ADN en la «orientacién sentido», lo que
significa que puede transcribirse la cadena codificadora de la secuencia de nucleétidos. En un ejemplo especifico, la
secuencia de nucledtidos es completamente traducible y todas la informacién genética comprendida en la secuencia
de nucledtidos, o una porcion de la misma, se traduce en un polipéptido. En otro ejemplo especifico, la secuencia de
nucleétidos es parcialmente traducible y se traduce un péptido corto. En un ejemplo especifico, esto se consigue
insertando al menos un codon de parada prematuro en la secuencia de nucleétidos, que hace que la traduccién se
detenga. En otro ejemplo mas especifico, la secuencia de nucledtidos se transcribe pero no se obtiene ningun
producto de traduccidn. Esto se consigue normalmente eliminando el codon de inicio, por ejemplo, el «<ATG», del
polipéptido codificado por la secuencia de nucleétidos. En un ejemplo especifico adicional, la molécula de ADN que
comprende la secuencia de nucleétidos o una porcion de la misma, se integra de forma estable en el genoma de la
célula vegetal., En otro ejemplo especifico, la molécula de ADN que comprende la secuencia de nucledtidos, o una
porcién de la misma, esta comprendida en una molécula que se replica a nivel extracromosdémico.

[0219] En las plantas transgénicas que contienen una de las moléculas de ADN descritas inmediatamente
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antes, se reduce especificamente la expresion de la secuencia de nucleétidos correspondiente a la secuencia de
nuclestidos comprendida en las moléculas de ADN. Especificamente, la secuencia de nucledtidos en la molécula de
ADN es idéntica al menos al 70% con la secuencia de nucledtidos cuya expresion se reduce, mas especificamente
es idéntica al menos al 80%, aun mas especificamente idéntica al menos al 90%, aun mas especificamente, idéntica
al menos al 95%, todavia mas especificamente idéntica al menos al 99%.

B. Supresiéon «complementaria»

[0220] En otro ejemplo especifico, la alteracion de la expresién de una secuencia de nucledtidos de la presente
invencioén, especificamente la reduccién de su expresion, se obtiene mediante supresion «complementaria». La
secuencia de nucleétidos de la presente invencion completa, o una porcion de la misma, esta comprendida en una
molécula de ADN. La molécula de ADN esta unida de forma operativa especificamente a un promotor funcional en
una célula vegetal, y se introduce en una célula vegetal, en la que la secuencia de nucledtidos puede expresarse. La
secuencia de nucledtidos se inserta en la molécula de ADN en la «orientacidon complementaria», lo que significa que
puede transcribirse la secuencia complementaria inversa (también denominada en ocasiones cadena no
codificadora) de la secuencia de nucleétidos. En un ejemplo especifico, la molécula de ADN que comprende la
secuencia de nucleétidos, o una porcion de la misma, se integra de forma estable en el genoma de la célula vegetal.
En otro ejemplo especifico, la molécula de ADN que comprende la secuencia de nucledtidos, o una porcién del
mismo, esta comprendida en una molécula que se replica a nivel extracromosémico. Se citan varias publicaciones
en las que se describe esta estrategia para su ilustracion adicional (Green, P. J. y col., Ann. Rev. Biochem. 55:569-
597 (1986); van der Krol, A. R. y col., Antisense Nuc. Acids & Proteins, pag. 125-141 (1991); Abel, P. P. y col., PNAS
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:6949-6952 (1989); Ecker, J. R. y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA PNAS 83:5372-5376
(agosto de 1986)).

[0221] En las plantas transgénicas que contienen una de las moléculas de ADN descritas inmediatamente
antes, se reduce especificamente la expresion de la secuencia de nucleétidos correspondiente a la secuencia de
nucleétidos comprendida en las moléculas de ADN. Especificamente, la secuencia de nucledtidos en la molécula de
ADN es idéntica al menos al 70% con la secuencia de nucleétidos cuya expresion se reduce, mas especificamente
es idéntica al menos al 80%, aun mas especificamente idéntica al menos al 90%, aun mas especificamente, idéntica
al menos al 95%, todavia mas especificamente idéntica al menos al 99%.

C. Recombinacién homéloga

[0222] En otra realizacion especifica, al menos una copia gendmica correspondiente con una secuencia de
nucleétidos de la presente invencion se modifica en el genoma de la planta mediante recombinacion homéloga como
se muestra adicionalmente en Paszkowski y col., EMBO Journal 7:4021-26 (1988). Esta técnica utiliza la propiedad
de las secuencias homologas para reconocerse entre si e intercambiar las secuencias de nucledtidos entre ellas
mediante un proceso conocidos en la técnica como recombinacién homéloga. La recombinacién homdloga puede
producirse entre la copia cromosémica de una secuencia de nucleétidos en una célula y una copia entrante de la
secuencia de nucledtidos introducida en la célula mediante transformacién. Por tanto, se introducen modificaciones
especificas con exactitud en la copia cromosémica de la secuencia de nucleétidos. En un ejemplo, los elementos
reguladores de la secuencia de nucledtidos de la presente descripcion estan modificados. Estos elementos
reguladores se obtienen facilmente mediante analisis de una biblioteca gendémica usando la secuencia de
nucleodtidos de la presente invencion, o una porcién de la misma, como sonda. Los elementos reguladores existentes
se sustituyen por diferentes elementos reguladores alterando, de este modo, la expresion de la secuencia de
nucleodtidos, o estos se mutan o someten a delecion para eliminar de este modo la expresion de la secuencia de
nucledtidos. En otro ejemplo, la secuencia de nucleétidos se modifica mediante delecion de una parte de la
secuencia de nucledtidos o de la secuencia de nucleétidos completa, o mediante mutacion. En la presente
descripcién también se contempla la expresion de un polipéptido mutado en una célula vegetal. Se han descrito
refinamientos mas recientes de esta técnica para alterar genes enddégenos (Kempin y col., Nature 389:802-803
(1997) y Miao y Lam, Plant J., 7:359-365 (1995).

[0223] En otro ejemplo especifico, se introduce una mutacién en la copia cromosdémica de una secuencia de
nucleodtidos transformando una célula con un oligonucleétido quimérico compuesto por una extension contigua de
restos de ARN y ADN en una conformacién duplex con caperuzas dobles en horquilla en los extremos. Una
caracteristica adicional de los oligonucleétidos es, por ejemplo, la presencia de 2’-O-metilacién en los restos del
ARN. La secuencia de ARN/ADN se disefia para que esté alineada con la secuencia de una copia cromosémica de
una secuencia de nucledtidos de la presente descripcion y para que contenga el cambio de nucleétido deseado. Por
ejemplo, esta técnica se ilustra adicionalmente en la patente de EE. UU. N.° 5.501.967 y en Zhu y col. (1999) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 96: 8768-8773.

D. Ribozimas
[0224] En un ejemplo adicional, el ARN que codifica un polipéptido de la presente descripcidon se escinde
mediante ARN catalitico, o ribozima, especifico de dicho ARN. La ribozima se expresa en plantas transgénicas y

tiene como resultado la reduccién de las cantidades de ARN que codifica el polipéptido de la presente descripcion en
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células vegetales llevando de este modo a la reduccién de las cantidades de polipéptido acumulado en las células.
Este procedimiento se ilustra adicionalmente en la patente de EE. UU. N.°© 4.987.071.

E. Mutantes dominantes negativos

[0225] En otro ejemplo adicional, se cambia la actividad del polipéptido codificado por las secuencias de
nucledtidos de esta descripcién. Esto se consigue mediante la expresién de mutantes dominantes negativos de las
proteinas en plantas transgénicas, lo que lleva a la pérdida de la actividad de la proteina endégena.

F. Aptameros

[0226] En un ejemplo adicional, la actividad del polipéptido de la presente descripcidon se inhibe mediante la
expresion en plantas transgénicas de ligandos de acido nucleico denominados aptameros, que se unen
especificamente a la proteina. Los aptameros se obtienen preferiblemente por el procedimiento de evolucién
sistematica de ligandos por enriquecimiento exponencial (SELEX). En el procedimiento SELEX, una mezcla
candidata de &acidos nucleicos de cadena sencilla que tienen regiones de secuencia aleatorizada se pone en
contacto con la proteina y aquellos acidos nucleicos que presentan un aumento de la afinidad por la diana se
separan del resto de la mezcla candidata. Los acidos nucleidos separados se amplifican para obtener una mezcla
enriquecida en el ligando. Tras varias repeticiones se obtiene un acido nucleico con afinidad o6ptima por el
polipéptido y se usa para su expresion en plantas transgénicas. Este procedimiento se ilustra adicionalmente en la
patente de EE. UU. N.° 5.270.163.

G. Proteinas con dedos de cinc

[0227] Una proteina con dedos de cinc que se une a una secuencia de acido nucleico de la presente
descripcién o a su regién reguladora también se usa para alterar la expresion de la secuencia de nucleétidos.
Especificamente, se reduce o incrementa la transcripcion de la secuencia de nucleétidos. Las proteinas con dedos
de cinc se describen, por ejemplo, en Beerli y col. (1998) PNAS 95:14628-14633 o en los documentos WO
95/19431, WO 98/54311 o WO 96/06166.

H. ARNbc

[0228] La alteracion de la expresion de una secuencia de nucledtidos de la presente descripcion también se
obtiene mediante interferencia con ARNbc como se describe, por ejemplo, en los documentos WO 99/32619, WO
99/53050 o WO 99/61631. En otro ejemplo especifico, la alteracién de la expresion de una secuencia de nucleétidos
de la presente descripcion, especificamente la reduccion de su expresion, se obtiene mediante un ARN bicatenario
(ARNbc) de interferencia. La secuencia de nucledtidos de la presente invencion completa, o una porcién de la
misma, esta comprendida en una molécula de ADN. El tamaiio de la molécula de ADN es especificamente de 100 a
1.000 nucleétidos o mas, determinandose empiricamente el tamafio éptimo. Se unen dos copias de la molécula de
ADN idénticas, separadas por una molécula de ADN espaciadora, de modo que las copias primera y segunda estan
en orientaciones opuestas. En el ejemplo especifico, la primera copia de la molécula de ADN esta en la cadena
complementaria inversa (también conocida como cadena no codificadora) y la segunda copia es la cadena
codificadora; en el ejemplo méas especifico, la primera copia es la cadena codificadora y la segunda copia es la
cadena complementaria inversa. El tamafio de la molécula de ADN espaciadora es especificamente de entre 200 y
10.000 nucledtidos, mas especificamente de 400 a 5.000 nucledtidos y, lo mas especifico, de 600 a 1.500
nucleodtidos de longitud. El espaciador es, especificamente, un fragmento aleatorio de ADN, mas especificamente un
fragmento aleatorio de ADN sin homologia con el organismo diana del ARNbc de interferencia y, mas
especificamente, un intron funcional que el organismo diana ayusta de forma eficaz. Las dos copias de la molécula
de ADN separadas por el espaciador estan unidas de forma operativa a un promotor funcional en una célula vegetal,
y se introduce en una célula vegetal, en la que la secuencia de nucleétidos se puede expresar. En un ejemplo
especifico, la molécula de ADN que comprende la secuencia de nucleétidos, o una porcidon de la misma, se integra
de forma estable en el genoma de la célula vegetal. En otro ejemplo especifico, la molécula de ADN que comprende
la secuencia de nucledtidos, o una porcion de la misma, esta comprendida en una molécula que se replica a nivel
extracromosomico. Se citan varias publicaciones en las que se describe esta estrategia para obtener mas
informacion (Waterhouse y col. (1998) PNAS 95:13959-13964; Chuang y Meyerowitz (2000) PNAS 97:4985-4990;
Smith y col. (2000) Nature 407:319-320). La alteraciéon de la expresién de una secuencia de nucleétidos mediante
ARNbc de interferencia también se describe, por ejemplo, en los documentos WO 99/32619, WO 99/53050 o WO
99/61631.

[0229] En las plantas transgénicas que contienen una de las moléculas de ADN descritas inmediatamente
antes, se reduce especificamente la expresion de la secuencia de nucleétidos correspondiente a la secuencia de
nucledtidos comprendida en las moléculas de ADN. Especificamente, la secuencia de nucledtidos en la molécula de
ADN es idéntica al menos al 70% con la secuencia de nucleétidos cuya expresion se reduce, mas especificamente
es idéntica al menos al 80%, aun mas especificamente idéntica al menos al 90%, aun mas especificamente, idéntica
al menos al 95%, todavia mas especificamente idéntica al menos al 99%.
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I. Inserciéon de una molécula de ADN (mutagénesis insercional)

[0230] En otro ejemplo especifico, se inserta una molécula de ADN dentro de una copia cromosomica de una
secuencia de nucledtidos de la presente invencion, o dentro de una region reguladora de la misma. Especificamente,
esta molécula de ADN comprende un elemento transponible capaz de sufrir transposicién en una célula vegetal,
como por ejemplo, Ac/Ds, Em/Spm, mutador. Alternativamente, la molécula de ADN comprende un limite de ADN-T
de un ADN-T de Agrobacterium. La molécula de ADN también puede comprender un sitio de reconocimiento de
recombinasa o integrasa que puede usarse para eliminar parte de la molécula de ADN del cromosoma de la célula
vegetal. También se incluyen procedimientos de mutagénesis insercional usando ADN-T, transposones,
oligonucleétidos u otros procedimientos conocidos por los expertos en la materia. Los procedimientos de uso del
ADN-T y del transposén para mutagénesis insercional se describen en Winkler y col. (1989) Methods Mol. Biol.
82:129-136 y Martienssen (1998) PNAS 95:2021-2026.

J. Mutagénesis de delecion

[0231] Aun en otro ejemplo, se crea una mutacién de una molécula de acido nucleico de la presente
descripcién en la copia gendmica de la secuencia en la célula o planta mediante delecion de una porcién de la
secuencia de nucledtidos o secuencia reguladora. Los procedimientos de mutagénesis de delecidon son conocidos
por los expertos en la materia. Véase, por ejemplo, Miao y col., (1995) Plant J. 7:359.

[0232] Aun en otro ejemplo esta delecién se crea de forma aleatoria en una poblacion mayor de plantas
mediante mutagénesis quimica o irradiacion y se aisla una planta con una delecién en un gen de la presente
descripcién mediante procedimiento de genética directa o inversa. Es sabido que la irradiacion con neutrones
rapidos o rayos gamma causan mutaciones por delecion en plantas (Silverstone y col, (1998) Plant Cell, 10:155-169;
Bruggemann y col., (1996) Plant J., 10:755-760; Redei y Koncz in Methods en Arabidopsis Research, World
Scientific Press (1992), pag. 16-82). Las mutaciones de delecion en un gen de la presente descripcion pueden
recuperarse mediante una estrategia de genética inversa usando PCR con conjuntos agrupados de ADN gendmicos
como se ha mostrado en C. elegans (Liu y col., (1999), Genoma Research, 9:859-867). Una estrategia de genética
directa podria implicar mutagénesis de una linea que exprese PTGS seguido de una seleccién de la progenie M2
para determinar la ausencia de PTGS. Entre estos mutantes podria preverse que en algunos de ellos se haya
alterando un gen de la presente descripcion. Esto podria evaluarse mediante transferencia de ARN o PCR para un
gen de la presente invencién con el ADN gendmico a partir de estos mutantes.

K. Sobreexpresion en una célula vegetal

[0233] Aun en ofra realizacion especifica, se sobreexpresa una secuencia de nucledtidos de la presente
invencion que codifica un polipéptido. Anteriormente se describen ejemplos de moléculas de acido nucleico y
casetes de expresion para la sobreexpresion de una molécula de acido nucleico. La presente invencién también
abarca procedimientos conocidos por los expertos en la materia de sobreexpresion de moléculas de acido nucleico.

[0234] En una realizacién especifica, la expresion de la secuencia de nucleétidos de la presente invencion se
altera en cada célula de una planta. Esto se obtiene, por ejemplo, mediante recombinacion homadloga o insercién en
el cromosoma. Esto se obtiene también por ejemplo expresando un ARN sentido o complementario, una proteina
con dedos de cinc o una ribozima bajo el control de un promotor capaz de expresar el ARN sentido o
complementario, la proteina con dedos de cinc o la ribozima en cada célula de una planta. La expresion constitutiva,
inducible, especifica de tejido o la expresion regulada durante el desarrollo también estan dentro del alcance de la
presente invencion y tiene como resultado una alteraciéon constitutiva, inducible, especifica de tejido o regulada
durante el desarrollo de la expresion de una secuencia de nucledtidos de la presente invencion en la célula vegetal.
Las construcciones para expresion del ARN sentido o complementaria, proteina con dedos de cinc o ribozima, o
para la sobreexpresién de una secuencia nucleotidica de la presente invencién, se preparan y transforman en una
célula vegetal segun las ensefianzas de la presente invencion, por ejemplo, como se describe a continuacion.

VII. Polipéptidos

[0235] La presente invencién ademas se refiere a polipéptidos aislados que comprenden la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N.° 2. En particular, los polipéptidos aislados que comprenden la secuencia de aminoacidos
SEC ID N.° 2 y las variantes con modificaciones de aminoacidos conservadoras. Un experto en la materia
reconocera que las sustituciones, deleciones o adiciones individuales a una secuencia de acido nucleico, péptido,
polipéptido o proteina que altera, afiade o elimina un Unico aminoacido o un pequefio porcentajes de aminoacidos en
la secuencia codificada es una «modificacion conservadora» en la que la modificacion da lugar a la sustitucion de un
aminoacido por ofro aminoacido quimicamente similar. Las variantes con modificaciones conservadoras
proporcionan una actividad bioldgica similar al polipéptido no modificado. En la técnica se conocen tablas de
sustituciones conservadores en las que se listan los aminoacidos con funcionalidad similar. Véase Crighton (1984)
Proteins, W.H. Freeman and Company.

[0236] En un ejemplo especifico un polipéptido que tiene similitud considerable con la secuencia polipeptidica
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SEC ID N.° 2, o un exén o dominio de la misma, es una variante alélica de la secuencia polipeptidica listada en SEC
ID N.° 2. En otro ejemplo especifico, un polipéptido que tiene similitud considerable con una secuencia polipeptidica
listada en SEC ID N.°2, o un ex6n o dominio de la misma, es una variante natural de la secuencia polipeptidica
listada en SEC ID N.° 2. En otro ejemplo especifico, un polipéptido que tiene similitud considerable con la secuencia
polipeptidica listada en SEC ID N.° 2, o un exdén o dominio de la misma, es una variante polimérfica de la secuencia
polipeptidica listada en SEC ID N.° 2.

[0237] En un ejemplo especifico alternativo, la secuencia que tiene similitud considerable contiene una
delecién o insercion de al menos un aminoacido. En un ejemplo mas especifico la delecién o insercién es de menos
de aproximadamente diez aminoacidos. En un ejemplo mas especifico la delecion o insercion es de menos de
aproximadamente tres aminoacidos.

[0238] En un ejemplo especifico la secuencia que tiene similitud considerable codifica una sustitucion en al
menos un aminoacido.

[0239] Los ejemplos de la presente invencion también contemplan un polipéptido aislado que contiene una
secuencia polipeptidica que incluye

a) una secuencia polipeptidica listada en SEC ID N.° 2 o un exén o dominio de la misma;
b) una secuencia polipeptidica que tiene similitud considerable con a);

c) una secuencia polipeptidica codificada por una secuencia de nucleétidos idéntica o que tiene una similitud
considerable con la secuencia de nucledtidos listada en SEC ID N.° 1, o un exén o dominio de la misma, o una
secuencia complementaria a la misma;

d) una secuencia polipeptidica codificada por una secuencia de nucleétidos capaz de hibridar en condiciones de
rigurosidad media con una secuencia de nucledtidos listada en SEC ID N.° 1 o con una secuencia complementaria
de la misma; o

e) un fragmento funcional de a), b), ¢) o d).

[0240] En otro ejemplo especifico el polipéptido que tiene similitud considerable es una variante alélica de la
secuencia polipeptidica listada en SEC ID N.° 2 o un fragmento, dominio, repeticién o quimera de la misma. En otro
ejemplo especifico el &cido nucleico aislado incluye diversas regiones de la secuencia polipeptidica codificada por
una secuencia de nucledtidos idéntica o con similitud considerable con la secuencia de nucledtidos listada en SEC
ID N.° 1 o fragmento o dominio de la misma, o una secuencia complementaria a la misma.

[0241] En otro ejemplo especifico el polipéptido es la secuencia polipeptidica listada en SEC ID N.° 2. En otro
ejemplo especifico, el polipéptido es un fragmento o dominio funcional. Adn en otro ejemplo especifico el polipéptido
es una quimera, donde la quimera puede incluir dominios proteicos funcionales, como dominios, repeticiones, sitios
de modificacion postraduccional u otras caracteristicas. En un ejemplo mas especifico el polipéptido es un
polipéptido de una planta. En un ejemplo méas especifico la planta es una dicotiledéonea. En un ejemplo mas
especifico, la planta es una gimnosperma. En un ejemplo mas especifico, la planta es una monocotiledénea. En un
ejemplo mas especifico la monocotiledénea es un cereal. En un ejemplo mas especifico, el cereal puede ser, por
ejemplo, maiz, trigo, cebada, avena, centeno, mijo, sorgo, triticale, secale, carradn, escanda, farro, tef, milo, lino,
grama, Tripsacum y teosinte. En otro ejemplo mas especifico el cereal es arroz.

[0242] En un ejemplo especifico el polipéptido se expresa en una ubicacion o tejido especifico de una planta.
En un ejemplo mas especifico la ubicacion o tejido es, por ejemplo, pero sin limitaciones, epidermis, tejido vascular,
meristema, cambium, corteza o médula. En un ejemplo mas especifico la ubicacion o tejido es la hoja o vaina, raiz,
flor y évulo o semilla en desarrollo. En un ejemplo mas especifico la ubicacion o tejido puede ser, por ejemplo,
epidermis, raiz, tejido vascular, meristema, cambium, corteza, médula, hoja y flor. En el ejemplo mas especifico la
ubicacién o el tejido es una semilla.

[0243] En un ejemplo especifico la secuencia polipeptidica codificada por una secuencia de nucleétidos que
tiene similitud considerable con la secuencia de nucleétidos listada en SEC ID N.° 1 o un fragmento o dominio de la
misma o una secuencia complementaria a la misma, incluye una delecién o insercién de al menos un nucleétido. En
un ejemplo mas especifico la deleciéon o insercion es de menos de aproximadamente treinta nucleétidos. En el
ejemplo mas especifico la delecion o inserciéon es de menos de aproximadamente cinco nucleétidos.

[0244] En un ejemplo especifico la secuencia polipeptidica codificada por una secuencia de nucledtidos que
tiene similitud considerable con la secuencia de nucleétidos listada en SEC ID N.° 1, o un fragmento o dominio de la
misma, 0 una secuencia complementaria a la misma, incluye una sustitucion de al menos un codon. En un ejemplo
mas especifico, la sustitucién es conservadora.
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[0245] En un ejemplo especifico, las secuencias polipeptidicas que tienen similitud considerable con la
secuencia polipeptidica listada en SEC ID N.° 2 o un fragmento, dominio, repeticion o quimeras de la misma incluye
una delecion o inserciéon de al menos un aminoacido.

[0246] Los polipéptidos de la descripcidon, fragmentos o variantes de los mismos pueden comprenden
cualquier numero de restos de aminoacidos contiguos de un polipéptido de la descripcion, en el que el nimero de
restos se selecciona entre el grupo de numeros enteros compuesto por desde 10 al numero de restos de un
polipéptido de longitud completa de la descripcion. Especificamente, la porcién o fragmento del polipéptido es una
proteina funcional. La presente descripcion incluye polipéptidos activos que tienen una actividad especifica de al
menos el 20%, 30% o 40%, y especificamente, al menos el 50%, 60% o 70%, y mas especificamente, al menos el
80%, 90% o 95% la del polipéptido endégeno nativo (no sintético). Adicionalmente, la especificidad de sustrato
(kcat/Km) es, de forma opcional, sustancialmente similar al polipéptido endégeno nativo (no sintético). Tipicamente,
la Km sera al menos del 30%, 40% o 50% la del polipéptido nativo endégeno y, mas especificamente, al menos el
60%, 70%, 80% o 90%. Los procedimientos para analizar y cuantificar las mediciones de la actividad y especificidad
del sustrato son bien conocidas por los expertos en la materia.

[0247] Los polipéptidos aislados de la presente descripcion induciran la produccion de un anticuerpo que
especificamente reacciona con un polipéptido de la presente invencién cuando se presente como inmundégeno. Por
tanto, los polipéptidos de la presente invencion pueden emplearse como inmundgenos para la construccion de
anticuerpos inmunorreactivos con una proteina de la presente descripcion para los fines, pero sin limitaciones, de
inmunoensayos o técnicas de purificacién de proteinas. Los inmunoensayos para la determinacién de la unién son
bien conocidos por los expertos en la materia como por ejemplo, entre otros, ELISAS o inmunoensayos competitivos.

[0248] Los ejemplos de la presente descripcion también se refieren a polipéptidos quiméricos codificados por
las moléculas de acido nucleico aisladas de la presente descripcion que incluyen un polipéptido quimérico que
contiene una secuencia polipeptidica codificada por un acido nucleico aislado que contenga una secuencia de
nucleétidos que incluya:

a) una secuencia de nucleétidos listada en SEC ID N.° 1, o un exén o dominio de la misma;

b) una secuencia de nucleétidos que tiene similitud considerable con a);

c) una secuencia de nucleotidos capaz de hibridar con a);

d) una secuencia de nucleétidos que es complementaria a a), b) o c); y

e) una secuencia de nucleétidos que es la complementaria inversa de a), b) o ¢); o

f) un fragmento funcional de la misma.

[0249] Un polipéptido que contiene una secuencia polipeptidica codificada por un acido nucleico aislado que
contiene una secuencia de nucleétidos, su complementaria o su complementaria inversa, que codifica un polipéptido
que incluye una secuencia polipeptidica que incluye:

a) una secuencia polipeptidica listada en SEC ID N.° 2 o un dominio, repeticiéon o quimeras funcionales de la misma;
b) una secuencia polipeptidica que tiene similitud considerable con a);

c) una secuencia polipeptidica codificada por una secuencia de nucleétidos idéntica o que tiene una similitud
considerable con la secuencia de nucledtidos listada en SEC ID N.° 1, o un exén o dominio de la misma, o una
secuencia complementaria a la misma;

d) una secuencia polipeptidica codificada por una secuencia de nucleétidos capaz de hibridar en condiciones de
rigurosidad media con una secuencia de nucleétidos listada en SEC ID N.° 1 o con una secuencia complementaria
de la misma y un fragmento funcional de a), b), ¢) o d); o

e) un fragmento funcional de la misma.

[0250] Las moléculas aisladas de acido nucleico de la presente descripcién son utiles para la expresién de un
polipéptido de la presente descripcién en una célula recombinantemente modificada por ingenieria genética, tal
como una célula de bacteria, levadura, insecto, mamifero o vegetal. Las células producen el polipéptido en
condiciones no naturales (p. €j., en cantidad, composicién, ubicaciéon y/o tiempo) debido a que se han alterado
genéticamente para hacerlo. Los expertos en la materia son conocedores de los numerosos sistemas de expresion

disponibles para la expresién de acidos nucleicos que codifican una proteina de la presente descripcion y no se
describiran en detalle.
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[0251] Brevemente, la expresion de acidos nucleicos aislados que codifican un polipéptido de la descripcion se
conseguira tipicamente, por ejemplo, uniendo de forma operativa el acido nucleico o el ADNc a un promotor
(constitutivo o regulable) seguido de su incorporacién dentro de un vector de expresion. Los vectores son adecuados
para su replicacion y/o integracion en procariotas 0 en eucariotas. Los vectores de expresion utilizados con mayor
frecuencia comprende terminadores de transcripcion y traduccion, secuencias de inicio y promotores para la
regulacién de la expresion de la molécula de acido nucleico que codifica el polipéptido. Para obtener altos niveles de
expresion de la molécula de acido nucleico clonada, es deseable usar vectores de expresiéon que comprendan un
promotor potente para dirigir la transcripcion, un sitio de unién a ribosomas para el inicio de la traduccién y un
terminador de transcripcion/traduccion. Un experto en la material reconocera qué modificaciones pueden hacerse en
el polipéptido de la presente descripcion sin disminuir su actividad biolégica. Pueden hacerse algunas
modificaciones para facilitar la clonacién, expresion o incorporacion del polipéptido de la descripcion dentro de una
proteina de fusion. Estas modificaciones son bien conocidas en la técnica e incluyen, pero sin limitaciones, adicion
de una metionina al extremo amino terminal para proporcionar un sitio de inicio, 0 aminoacidos adicionales (p. €j,
polihistidina) situados en cualquiera de los extremos para crear secuencias de purificacion localizadas
convenientemente. También pueden introducirse en el vector sitios de restriccion o codones de terminacion.

[0252] En una realizacion especifica, el vector de expresion incluye uno o mas elementos, como por ejemplo,
pero sin limitaciones, una secuencia promotora-potenciadora, una secuencia marcadora de seleccion, un origen de
replicaciéon, una secuencia codificadora de epitope etiquetado o una secuencia codificadora de purificacion por
afinidad etiquetada. En una realizacion mas especifica, la secuencia promotora-potenciadora puede ser, por
ejemplo, el promotor 35S de CaMV, el promotor 19S de CaMV, el promotor PR-1a del tabaco, el promotor de la
ubiquitina y el promotor de la faseolina. En otra realizacién, el promotor puede funcionar en plantas y, mas
especificamente, es un promotor constitutivo o inducible. En otra realizacién especifica, la secuencia marcadora de
selecciéon codifica un gen de resistencia a antibidtico. En otra realizacion especifica, la secuencia de epitope
etiquetado codifica V5, el péptido Phe-His-His-Thr-Thr, hemaglutinina o glutatiéon-S-transferasa. En otra realizacion
especifica, la secuencia de purificacion por afinidad etiquetada codifica una secuencia de acido poliamino o un
polipéptido. En una realizacion mas especifica, la secuencia de acido poliamino es polihistidina. En una realizacion
mas especifica, el polipéptido es el dominio de union a quitina o glutation-S-transferasa. En una realizacion mas
especifica, la secuencia de purificacion por afinidad etiquetada comprende una secuencia codificadora de inteina.

[0253] Las células procariotas pueden usarse como células huésped, por ejemplo, pero sin limitaciones,
Escherichia coli y otras cepas microbianas conocidas por los expertos en la materia. Los procedimientos para la
expresion de proteinas en células procariotas son bien conocidos por los expertos en la materia y pueden
encontrarse en muchos manuales de laboratorio como Molecular Cloning: A Laboratory Manual, de J. Sambrook y
col. (1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press). Existen a disposicion de los expertos en la materia diversos
promotores, sitios de unién a ribosomas y operadores para controlar la expresion asi como marcadores
seleccionables como genes de resistencia a antibioticos. El tipo de vector elegido es para permitir un crecimiento y
una expresion éptimos en el tipo de célula seleccionado.

[0254] Estan disponible diversos sistemas de expresion eucariotas como, pero sin limitaciones, levaduras,
lineas celulares de insectos, células vegetales y células de mamiferos. La expresion y sintesis de proteinas
heterdlogas en levaduras son bien conocidas (véase Sherman y col., Methods in Yeast Genetics, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1982). Las cepas de levaduras utilizadas normalmente para la produccién de proteinas eucariotas
son Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris y vectores, cepas y protocolos para la expresion estan disponible a
partir de casas comerciales (p. €j., Invitrogen).

[0255] Los sistemas de células de mamiferos pueden transferirse con vectores de expresion para la produccion
de proteinas. Estan disponibles muchas lineas celulares huésped adecuado para los expertos en la materia como,
por ejemplo, pero sin limitaciones, las lineas celulares HEK293, BHK21 y CHO. Los vectores de expresion para
estas células pueden incluir secuencias de control de la expresién como un origen de replicacion, un promotor (p. €j.,
el promotor de CMV, un promotor tk de HSV o el promotor de la fosfoglicerato quinasa (pgk)), un potenciador y sitios
para el procesamiento de la proteina como sitios de uniéon a ribosomas, sitio de ayuste del ARN, sitios de
poliadenilacion y secuencias de terminacion de la transcripcion. Otras lineas celulares animales utiles para la
produccién de proteinas estan disponibles en el mercado o a partir de depositarios como la American Type Culture
Collection.

[0256] Los vectores de expresion para que las proteinas se expresen en células de insectos normalmente
derivan del baculovirus SF9 o de otros virus conocidos en la técnica. Estan disponibles varias lineas celulares de
insectos adecuadas entre las que se incluyen, pero sin limitaciones, lineas celulares de larvas de mosquito, gusano
de seda, gusano soldado, polillas y de Drosophila.

[0257] Se conocen procedimientos de transfeccion de células animales y de eucariotas inferiores. Se usan
numerosos procedimientos para hacer competentes a células eucariotas a la introduccién de ADN como, pero sin
limitaciones: precipitacion con fosfato de calcio, fusién de la célula receptora con protoplastos de bacterias que
contiene el ADN, tratamiento de las células receptoras con liposomas que contienen el ADN, dextrina DEAE,
eletroporacion, biobalistica y microinyeccion del ADN directamente dentro de las células. Las células transfectadas
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se cultivan usando sistemas bien conocidos en la técnica (véase, Kuchler, R. J., Biochemical Methods in Cell Culture
and Virology, Dowden, Hutchison y Ross, Inc. 1997).

[0258] Una vez que un polipéptido de la presente descripcion se haya expresado puede aislarse y purificarse a
partir de las células usando procedimientos conocidos por los expertos en la materia. El proceso de purificacion
puede controlarse usando técnicas de inmunotransferencia u otras técnicas estandar de inmunoensayo. Las
técnicas de purificacion de proteinas son normalmente conocidas y utilizadas por los expertos en la materia (véase,
R. Scopes, Protein Purification: Principles and Practice, Springer-Verlag, Nueva York 1982: Deutscher, Guide to
Protein Purification, Academic Press (1990). Los ejemplos de la presente descripcién proporcionan un procedimiento
de produccion de una proteina recombinante en el que el vector de expresion incluye uno o mas elementos que
incluyen una secuencia promotora-potenciadora, una secuencia marcadora de seleccion, un origen de replicacion,
una secuencia codificadora de epitope etiquetado y una secuencia codificadora de purificacion por afinidad
etiquetada. En una realizacion, la construccion de acido nucleico incluye una secuencia codificadora de epitope
etiquetado y la etapa de aislamiento incluye el uso de un anticuerpo especifico para el epitope etiquetado. En otro
ejemplo especifico, la construccion de acido nucleico contiene una secuencia codificadora de acido poliamino y la
etapa de aislamiento incluye el uso de una resina que comprende una sustancia que se une a acido poliamino,
especificamente cuando el acido poliamino es polihistidina y la resina que une compuestos poliamino es una resina
de agarosa cargada con niquel. Aun en otro ejemplo especifico, la construccion de acido nucleico contiene una
secuencia codificadora de un polipéptido y la etapa de aislamiento incluye el uso de una resina que contiene una
sustancia de unién a polipéptido, especificamente cuando el polipéptido es un dominio de unién a quitina y la resina
contiene quitina-sefarosa.

[0259] Los polipéptidos de la presente invencién pueden sintetizarse usando procedimientos sintéticos no
celulares conocidos por los expertos en la materia. Las técnicas para la sintesis en fase solida se describen en
Barany y Mayfield, Solid-Phase Peptide Synthesis, pag. 3-284 en Peptides: Analysis, Synthesis, Biology, Vol. 2,
Special Methods in Peptide Synthesis, Parte A; Merrifield, y col., J. Am. Chem. Soc. 85:2149-56 (1963) y Stewart y
col., Solid Phase Peptide Synthesis, 22 ed. Pierce Chem. Co., Rockford, Ill. (1984).

[0260] La presente invencidon ademas proporciona un procedimiento para la modificacion (es decir, aumento )
de la concentracidon o composicion de los polipéptidos de la invencién en una planta o parte de la misma. La
modificacidon puede efectuarse aumentando la concentracion y/o composicion (es decir, la proporciéon de polipéptidos
de la presente invencion) en una planta. El procedimiento comprendia introducir en una célula vegetal un casete de
expresion que comprende una molécula de &cido nucleico de la presente invencion obtener una célula o tejido
vegetal transformado y cultivar la célula o tejido vegetal transformado. La molécula de &cido nucleico puede estar
bajo la regulacion de un promotor constitutivo o inducible. El procedimiento pueden comprender ademas la induccion
o represion de la expresion de una molécula de acido nucleico de una secuencia en la planta durante tiempo
suficiente para modificar la concentracion y/o composicion en la planta o parte de la planta.

[0261] Una planta o parte de la planta que tenga la expresion modificada de una molécula de acido nucleico de
la invencién puede analizarse y seleccionarse usando los procedimientos conocidos por los expertos en la materia
tales como, pero sin limitaciones, transferencia de ARN, secuenciacion de ADN o analisis mediante PCR usando
cebadores especificos para la molécula de &cido nucleico y detectando amplicones producidos a partir de estos.

[0262] En general, la concentracion o composicion aumenta o disminuye en al menos el 5%, 10%, 20%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80% 0 90% en relaciéon con una planta nativa control, parte de la planta o célula que carece
del casete de expresion.

[0263] Los azucares son los reguladores principales de muchos procesos vitales en plantas fotosintéticas,
como fotosintesis y metabolismo del carbono y del nitrégeno, y su regulacion se consigue regulando la expresion
génica, activando o reprimiendo los genes implicados. No se conocen bien los mecanismos por los que los azucares
controlar la expresion génica. El factor de transcripcion GATA descrito en este documento esta implicado en la
regulacion de la deteccion de azucares y la expresion del propio factor esta influenciada por el cambio del estado del
N. El aumento de la expresidon de este gen puede producir plantas con aumento del rendimiento, especialmente
porque la manipulacién de la rutas de sefializacién de azucares puede llevar a un aumento de la fotosintesis y a un
aumento de la utilizacién del nitrégeno, y a alterar las relaciones fuente-sumidero en semillas, vasos, raices y otros
organos de almacenamiento.

[0264] La invencion se describird mas detalladamente en referencia a los siguientes ejemplos detallados. Estos
ejemplos se proporcionan con fines solo ilustrativos y no pretenden ser limitantes siempre que no se especifique otra
cosa.

EJEMPLOS

[0265] Las técnicas estandar de ADN recombinante y clonacion molecular utilizadas en este documento son
bien conocidas en la técnica y se describen en J. Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3er Ed.,
Cold Spring Harbor, N.Y.: Cold Spring Harbor Laboratory Press (2001); de T. J. Silhavy, M. L. Berman y L. W.
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Enquist, Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y. (1984) y de
Ausubel, F. M. y col., Current Protocols in Molecular Biology, Nueva York, John Wiley e hijos Inc., (1988), Reiter, y
col., Methods in Arabidopsis Research, World Scientific Press (1992) y Schultz y col., Plant Molecular Biology
Manual, Kluwer Academic Publishers (1998).

ANTECEDENTES EXPERIMENTALES Y PROCEDIMIENTOS

[0266] A. Determinacion de las condiciones de crecimiento del arroz y el maiz en condiciones limitantes de
nitrégeno
[0267] En pasados experimentos realizados para estudiar los genes implicados en la captacion y asimilacion

de nitratos, los presentes inventores y otros grupos utilizaron condiciones de crecimiento en las que los nitratos
estaban presentes, generalmente, en exceso o ausentes en su totalidad. En este Ultimo caso, el nitrato se afiade
tipicamente a plantas en crecimiento en ausencia de este elemento para entender la regulacion del nitrato de estos y
otros genes. Mientras que este tipo de tratamiento extremo es util para definir algunos aspectos de la regulacion
génica, no es adecuado para comprender mejor el efecto de la limitacion del nitrégeno. Los inventores han definido
condiciones para Arabidopsis en las que el nitrégeno limita el crecimiento. Esto supuso desarrollar un sistema
usando Rockwool (Hirai y col., 1995 Plant Cell Physiol 36, 1331-1339) y definir tres condiciones: una donde el
crecimiento es maximo; otra donde el nitrogeno limita el crecimiento al 70-75% de los niveles de crecimiento
maximo; una tercera donde existe una limitacion mas severa hasta del 30-35% de los niveles de crecimiento
maximo. La limitacién del nitrégeno actia como elemento de «estrés» con la posibilidad de variar facilmente la
cantidad de «estrés» alterando la concentracion de nitrato. Los inventores probaron el «estado del nitrégeno»
fisioldgico midiendo el nitrato, clorofila (que a menudo se utiliza como reflexion del estado del nitrégeno en
condiciones de campo (véase, p. €j., Fox R H y col 2001 Agron J. 93, 590-597; Minotti P L y col 1994 Hort Science
29, 1497-1550)), niveles de aminoacidos y actividades nitrato reductasa y glutamina sintetasa para proporcionar un
valor basal con respecto al cual evaluar los estudios sobre lineas mutantes.

B. Experimentos de obtencion de perfiles de expresion en plantas de Arabidopsis con limitacion de nitrégeno

[0268] El perfil de expresion del transcripto puede usarse para comprobar los niveles de ARN de un gran
numero de genes al mismo tiempo. En el pasado se han llevado a cabo un gran nimero de experimentos de este
tipo vy, si el sistema experimental es flexible, estos pueden usarse para precisar el «estado de expresién» de un
organismo en condiciones diferentes y usar esta informaciéon para obtener una hipétesis sobre qué genes y vias
estan implicadas en los diversos procesos. Los inventores encontraron que cuanto mas profundas eran las
diferencias en las condiciones de crecimiento, mayores eran también las diferencias en los perfiles de transcripcion
entre las plantas creciendo en estas condiciones y mas dificil era descifrar cuales eran los cambios mas importantes.
El Unico experimento de obtencion de un perfil gendmico completo publicado en este area es uno en Arabidopsis en
el que se estudié una variaciéon extrema en los niveles de nitrato (Wang R y col., 2003 Plant Physiol. 132, 556-67).
En el caso de limitaciones de nitrégeno, los inventores estudiaron el efecto de crecer plantas en condiciones de
estrés cronico de nitrégeno asi como los cambios en el nivel de nitrégeno disponible. Los inventores habian
determinado previamente el impacto sobre el crecimiento de los diferentes niveles de nitrdgeno en Arabidopsis.

[0269] Se estudi6 el efecto de los diferentes niveles de nitrégeno sobre los perfiles de transcriptos: cuando el
nitrégeno no limita el crecimiento. En el caso de Arabidopsis, los inventores recogieron brotes de 4 semanas
crecidos con los diferentes regimenes de nitrdgeno. Se recogieron tres muestras diferentes (triplicados bioldgicos)
para obtener resultados estadisticamente significativos. El perfil de transcripcion se realizé usando una matriz del
genoma completo de Arabidopsis GenChip® (Affymetrix) para estudiar los niveles de transcripcion en Arabidopsis.
Se realizé el andlisis bioinformatico necesario para estudiar los datos considerables producidos por estos
experimentos. Estudiando el efecto de la limitacion del nitrdgeno sobre los patrones de expresion, los inventores
pueden precisar qué rutas estan implicadas en su respuesta al estrés de nutrientes.

EJEMPLO 1
Clonacion y secuenciacion de At5g56860

[0270] Las predicciones genéticas derivaron de la base de datos de secuencias y se usaron para disefiar
cebadores oligonucledtidos para amplificacion por PCR de los clones de ADNc de longitud completa (inclusive de los
codones de inicio y parada previstos, para la sobreexpresiéon de genes transgénicos) o parcial (para silenciamiento
de genes transgénicos) a partir de la primera cadena del ADNc del arroz. En algunos ejemplos, estos cebadores de
PCR incluian secuencias 5 adicionales para la clonacion basada en recombinacion del sistema GatewayTM
(Invitrogen). La amplificacion por PCR se realizé usando los kits de PCR HF Advantage Il (Clonetech) o EXPAND
(Roche) segun las instrucciones del fabricante. Los productos de PCR se clonaron en pCR2.1-TOPO o pDONR201
segun las instrucciones del fabricante (Invitrogen).

[0271] Los ADN de 4-8 clones independientes se procesaron con Miniprep siguiendo las instrucciones del
fabricante. EI ADN se sometié a analisis mediante secuenciacion usando el kit del terminador BigDyeTM segun las
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instrucciones del fabricante (ABI). La secuenciacién se hizo usando los cebadores disefiados para ambas cadenas
del gen previsto. Todos los datos de secuenciacidon se analizaron y ensamblaron usando el paquete de software
Pherd/Phrap/Consed (Universidad de Washington) a una tasa de error igual o menor de 10-4 a nivel de secuencia
consenso.

[0272] Las secuencias consenso se validaron como intactas y del gen correcto de varias formas. Inicialmente,
se uso analisis de restriccion para confirmar la presencia de inserciones de ADNc de los tamafos previstos en
clones individuales. Para los clones de longitud completa, se comprobd la ausencia de interrupciones (presencia de
codones de inicio y parada previstos, codones de parada no internos) en la regién codificadora, secuenciando la
insercion de ADNc. Para ambos clones de ADNc de longitud completa y parcial, se usé el alineamiento con el gen
previsto y el analisis BLAST para confirmar que se habia amplificado el gen diana pretendido. Todos los clones de
ADNc generados mediante PCR se clonaron dentro de vectores binarios de destino obtenidos por el cliente usando
el sistema de clonacion a base de recombinacion Gateway™ segun las instrucciones del fabricante.
Alternativamente, los productos de PCR se clonaron usando procedimientos de clonacion a base de enzimas de
restriccion convencionales.

Vectores de expresion y transformacion de plantas

[0273] Los vectores binarios de destino para la transformacion de plantas constan de un esqueleto binario y
una porcion de ADN-T. El esqueleto binario contiene las secuencias necesarias para la seleccion y el crecimiento en
Escherichia coli DH-5a (Invitrogen) y Agrobacterium tumefaciens LBA4404, incluyendo el gen bacteriano aaadA de
resistencia a espectinomicina del transposén Tn7 de E. coli, origenes de replicacién de E. coli (ColE1) y de A.
tumefaciens (VS1), y el gen virG de A. tumefaciens. La porcion de ADN-T estaba flanqueada por las secuencias
limites derecha e izquierda e incluian el marcador seleccionable de plantas Positech™ (Syngenta) y un casete de
expresion génica que varia dependiente de la solicitud. EI marcador seleccionable de plantas Positech™ en este
ejemplo consta de un promotor ACT1 (actina) del arroz que dirige la expresién del gen PMI (fosfomanosa
isomerasa), seguido del terminador de transcripcion del virus del mosaico de la coliflor y confiere resistencia a la
manosa.

[0274] La porcion del casete de expresion génica de los vectores binarios de destino varia dependiendo de la
solicitud. En general, el casete consta de un promotor disefiado para expresar el gen en determinados tejidos de la
planta, seguido por sitios de clonacién (en algunos casos interrumpidos por un segmento de ADN espaciador) y
finalmente por el terminador trascripcional del extremo 3’ nos de A. tumefaciens. Los promotores usados se disefian
para expresar el gen de interés en tejidos diana especificos (ej. endosperma: RS-4 del arroz, glutelina de trigo,
ADPgpp o y-zeina del maiz oa -tionina de la cebada, ej. de embrion: globulina u oleosina del maiz; ej. aleuronat -
amilasa de la cebada; €j. raiz: MSR1 y MSR3 del maiz; ej. tejido verde: PEPC del maiz) o constitutivamente (ej., UBI
mas intron del maiz), dependiendo del gen de interés. El sitio de clonacion contiene sitios para enzimas de
restriccion exclusivos (para clonacion convencional) y/o un casete de clonacion basado en la recombinacién con el
sistema Gateway™ (Invitrogen), en la orientacidn sentido o inversa. En los casetes de expresion génica disefiados
para la produccion de ARN bicatenario (ARNbc) de interferencia, el sitio de clonacién esta dividido por una region
espaciadora (p. €j., primer intron del gen SH1 del arroz). El espaciador permite la clonacién de dos fragmentos
génicos, uno en orientacion directa y el otro en orientacion inversa. La tecnologia complementaria (expresion de
orientacion inversa) es otra tecnologia disponible para el silenciamiento de los genes de interés.

[0275] La transformacion de las moléculas de acido nucleico de la presente invencion en plantas se realizo
usando procedimientos descritos anteriormente en la descripcion detallada. Los kits de prueba para la deteccion de
plantas que contienen las moléculas de acido nucleico de la presente invenciéon pueden producirse usando técnicas
generales para la produccion de anticuerpos para el uso en inmunoensayos de tipo ELISA. Alternativamente, los kits
para el anadlisis de tipo PCR del ADN de plantas pueden usarse para comprobar la presencia de las moléculas de
acido nucleico de la presente invencion.

RESULTADOS

La pérdida de expresion del gen At5g566860 causa la reduccion de los niveles de clorofila en la linea con insercion
de ADN-T

[0276] Se identificaron plantas homocigotas para la mutacion de insercion de ADN-T en el gen At5g56860 y se
selecciond cualquier cambio fenotipico. Las hojas de las plantas mutantes eran de un color verde palido debido a
una reduccion del nivel total de clorofila. El gen At5g56860 tenia un unico dedo de cinc con 18 restos en el lazo dedo
de cinc (C-X2-C-X18-C-X2-C). La secuencia de la proteina de longitud completa contenia 398 aminoacidos. La
insercion de ADN-T (SALK_001778) estaba proxima al extremo del segundo exén, causando la delecion del dominio
GATA. Mediante RT-PCR no se detectod expresion del gen At5g56860 en la planta mutante.

[0277] Para determinar si el cambio de fenotipo de la linea SALK_001778 estaba causado por la Unica
mutacion génica, los inventores hicieron la construccion para sobreexpresar el gen At5g56860 y transformaron este
gen de nuevo en la linea mutante. El fenotipo en la planta mutante estaba complementado en el transformante en el
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que se detectd la expresion del gen At5g56860, lo que demostraba que el gen At5g56860 era responsable del
cambio fenotipico de reduccion del nivel de clorofila en la linea mutante SALK_001778.

[0278] La planta mutante se retrocruzé también con el fenotipo silvestre y se identificaron plantas heterocigotas
mediante PCR que tenian tanto el fenotipo silvestre como el alelo de insercion. Se permiti6 que estas plantas se
autopropagaran y las semillas de la progenie mostraron una segregacion 3:1, estando presente el fenotipo mutante
solo en aquellas plantas homocigotas para la insercion de ADN-T en el gen At5g56860, lo que indica que el fenotipo
mutante estaba causado por la Unica mutacién del gen At5g56860 y que era recesivo respecto al alelo silvestre.

La expresion del gen At5g56860 es especifico de tejido y se regula por el estado de nitratos; la misma tendencia que
los genes de asimilacion de nitratos

[0279] Para determinar el patrén de expresion del gen At5g56860, se extrajo el ARN total a partir de yemas,
hojas y raices y se obtuvo el ADNc. Se us6 la RT-PCR para determinar el patron de expresion de este gen y se
demostré que el gen At5g56860 se expresaba en yemas y hojas pero no en raices. Para determinar la expresiéon de
este gen durante el desarrollo, se recogieron plantulas germinadas en medio MS después de 3 y 5 dias y se extrajo
el ARN total. Se encontré que el gen At5g56860 se expresaba correctamente después de la germinacion.

[0280] Puesto que los niveles de clorofila a menudo se usan como reflejo del estado del nitrdgeno (29, 30 -
faltan referencias), la expresion del gen se estudié en diferentes condiciones de nitrégeno para determinar si su nivel
de expresion esta afectado por la disponibilidad de nitrdgeno. El nivel basal de expresion del gen At5g56860 era
inferior cuando crecian en un cultivo hidropdnico con muy baja concentracion de nitrégeno (0,3 mM) en comparacion
con la concentracion alta (3 mM). Para determinar si este gen esta regulado por el nitrato, las plantas se transfirieron
de unas condiciones de crecimiento con 1 mM a 3 mM de nitrato. Después de 2 h, la concentracion aumentada de
nitrato aumentaba la expresién del gen At5g56869, reduciéndose el nivel de expresion transcurridas 24 horas,
aunque seguia estando por encima del nivel basal de expresion. Se encontré el mismo patron de expresion para
nia1, nia2 y nir, las dos primeras, enzimas en la reduccion de nitratos, aunque la magnitud del cambio era mayor
para nia1, nia2 y nir que para el gen At5g56860.

La planta sin At5g56860 acumula menos N total cuando el aporte de N esta limitado, aunque parece que At5g56860
no regula directamente la expresién de genes de asimilaciéon de nitrato

[0281] Puesto que la expresion de At5g56860 se ve afectada por el estado del nitrogeno, los inventores
probaron si las diferentes condiciones de nitrégeno afectaria al crecimiento de la planta mutante. Las plantas
mutantes y silvestres se crecieron en condiciones limitantes de N cuando las plantas se crecian en suelo (nitrato
3 mM) y en condiciones ideales de nitrdgeno (nitrato 10 mM). Se recogieron los brotes de plantas mutantes y control
de 4 semanas y se midieron la biomasa y el N total. No se encontraron cambios significativos en la biomasa. No
obstante, el N total en la planta mutante era inferior que en la silvestre en condiciones limitantes de N y similar al de
las plantas silvestre cuando habia suficiente aporte de N. La expresiéon de nia1, nia2 y nir se analizé en las plantas
mutantes usando la PCR en tiempo real, mostrando que la expresion de nia1, nia2 y nir en la planta mutante no era
significativamente diferente de la de la planta silvestre. Si el gen At5g56860 es uno de los genes reguladores que
controlan directamente la expresién de nia1, nia2 y nir, el nivel basal de expresién de nia1, nia2 y nir estaria alterado
en el mutante con ADN-T que le falta la expresion de At5g56860. Sin embargo, este no fue el caso.

El gen At5g56860 regula la expresion de los genes implicados en las diferentes categorias funcionales

[0282] Se realizé un experimento de perfil transcripcional para comparar la expresion génica basal a una
escala de genoma completo en las plantas mutante y silvestre para ver qué genes tienen la expresion alterada en la
planta mutante. De nuevo, las plantas silvestres y las plantas mutantes SALK_001778 se crecieron en condiciones
limitantes de N (nitrato 3 mM) o con suficiente N (nitrato 10 mM) y se recogieron los brotes de 4 semanas. Se extrajo
el ARN y se hibridé en una matriz de genoma completo GeneChip® de Arabidopsis. Se analizaron los genes que
tenian una expresion al menos 1,5 veces inferior en las plantas mutantes que en las silvestres crecidas en
condiciones limitantes de N (nitrato 3 mM) y los genes que tenian una expresion al menos 1,5 veces inferior en las
plantas mutantes que en las silvestres cuando se crecian con concentracién de N suficiente (10 mM). Se us6 un
programa de clasificacion funcional basado en un navegador (Provart, N. y Zhu, T. (2003) Currents in Computational
Molecular Biology 271-272) para demostrar que entre los genes con expresion reducida estaban aquellos implicados
en el metabolismo del nitrégeno y el azufre (At3g44300 y At4g27450), en la regulacion de los compuestos de C y
utilizaciéon de hidratos de carbono (At2g18700 y At1g70290), en la biosintesis de lipidos, metabolismo secundario y
glicésidos (At4g37150, At1g19500 y At3g19260), en la percepcion de nutrientes y adaptacion nutricional
(At5g24160), en la captacion y absorcion de nutrientes (At1913220 y At2g37770) y en el transporte de electrones y
conservacion de la energia asociada a membrana (At5g24160 y At5g20230). Los inventores verificaron algunos de
esos genes mediante RT-PCR cuantitativa y la correlacion entre los datos de la PCR y de micromatrices fue muy alta

La planta mutante At5g56860 es mas sensible a la glucosa exdgena
[0283] Mientras que At5g56860 parece regular la expresion de genes importantes para diferentes procesos
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bioldgicos, muchos de estos genes estan implicados en el metabolismo del C, como los transportadores de azucar y
hexosa. Para analizar si el crecimiento de la planta mutante seria diferente al de la planta silvestre con una fuente de
C diferente, estas plantas se germinaron en diferente concentraciéon de glucosa y sacarosa. El crecimiento promedio
de las plantulas mutantes estaba atrofiado en comparaciéon con las plantas silvestres en un medio con 6% de
glucosa. Los fenotipos de las plantulas en placas con el 6% de glucosa son bioensayos bien documentados (Jang,
J., Leon, P, Zhou, L. y Sheen, J. (1997) Plant Cell 9, 5-19) y los resultados mostraron que el mutante sin expresion
de At5g56860 es hipersensible a la glucosa al 6%.

El gen At5g56860 parece regular la expresion de HXK1 pero no la de HXK2 y también regula el gen del
transportador de hexosas

[0284] El gen At5g56860 afecta a la sensibilidad a la glucosa por lo que se esperaria que afectara a la
expresion de genes implicados en el metabolismo de la glucosa. Se ha demostrado que existen dos tipos de genes
que afectan a la deteccioén de la glucosa. El primero es la hexoquinasa (HXK), puesto que la sobreexpresion de HXK
en este gen conduce a un fenotipo muy similar al de la mutacion de insercién en el gen del factor de transcripcion
GATA At5g56860. El segundo es el gen del transportador de hexosas, el cual se ha demostrado que afecta a la
deteccién del azucar en levaduras. Existen dos genes HXK de Arabidopsis que se identificaron mediante
complementacion genética de un doble mutante hxk1hxk2 de levadura (Jang, J., Leon, P, Zhou, L. y Sheen, J.
(1997) Plant Cell 9, 5-19). Los resultados mostraron que el nivel de expresion basal de HXK1 era superior en la
planta mutante que en la silvestre, pero el nivel de HXK2 no estaba alterado en absoluto en la planta mutante, lo que
sugiere que At5g56860 es un regulador negativo de HXK1 pero no de HXK2.

[0285] Se investigd la secuencia de 500 pb antes del extremo 5' de HXK1 y HXK2 y la secuencia consenso de
unién a GATA, (T/A)GATA(G/A), o (T/C)TATC(T/A) en la cepa complementaria, se presentaba varias veces en la
secuencia promotora de HXK1, mientras que estaba ausente en la secuencia promotora de HXK2 (secuencia no
mostrada). El gen del transportador de hexosas estaba regulado por disminucion en la linea mutante y también tenia
presente el motivo GATA en su region promotora. Aunque la presencia de un motivo GATA no es definitivo en la
demostracion de la regulacién de HXK1 y el transportador de hexosa por un factor GATA, su presencia al menos
respalda la nocién de que podria estar regulando directamente estos genes.

Las plantas transgénicas de ganancia de funcién son hiposensibles al aztcar

[0286] Se generaron plantas de Arabidopsis transgénicas que sobreexpresaban el gen At5g56860 mediante
transformacion mediada por Agrobacterium (Bechtold, N., Ellis, J. y Pelletier, G. (1993) C R Acad Sci 316, 1194-
1199). Las plantas transgénicas se seleccionaron en medio con kanamicina y las lineas T2 mostraron una relacion
de segregacion 3:1 en kanamicina, lo que indica una unica insercion del transgén. Estas se seleccionaron para la
autopolinizacion. Las lineas transgénicas de la generacion T3 homocigota para el transgén se usaron para analisis
posteriores. Los niveles de expresion de At5g56860 en las lineas transgénicas se determinaron mediante RT-PCR
en tiempo real (datos no mostrados). Las semillas procedentes de lineas de sobreexpresion se germinaron en
placas con 6% de glucosa, observandose un escaso efecto inhibidor sobre el crecimiento en las plantulas
transgénicas con sobreexpresion, mientras que las plantas silvestres mostraban una considerable inhibicion, lo que
indica que son mucho menos sensibles a la glucosa exégena. Es interesante destacar que la expresion del gen
HXK1 no esta reducida en estas lineas transgénicas (datos no mostrados), mientras que la expresion del gen del
transportador de hexosas esta aumentada en estas plantas.

DISCUSION
El gen At5g56860 es necesario para la deteccion del azucar

[0287] En el mutante con ADN-T sin expresion del gen At5g56860, los mutantes eran hipersensibles al azucar,
mientras que las plantas transgénicas que sobreexpresan el gen At5g56860 muestran hiposensibilidad al azucar, lo
que demuestra que el gen At5g56860 esta implicado en la regulacion de la deteccién del azdcar. Se ha descrito
hipersensibilidad a la glucosa al 6% en plantas Arabidopsis transgénicas que sobreexpresan AtHXK1 y AtHXK2
(Jang, J., Leon, P, Zhou, L. y Sheen, J. (1997) Plant Cell 9, 5-19) e hiposensibilidad a la glucosa al 6% en plantas
Arabidopsis transgénicas que expresan AtHXK1 y AtHXK2 complementarios (Jang, J., Leon, P, Zhou, L. y Sheen, J.
(1997) Plant Cell 9, 5-19). Se ha descrito que las plantulas transgénicas que sobreexpresan AtHXK1 tienen menor
contenido de clorofila en las hojas (Jang, J., Leon, P, Zhou, L. y Sheen, J. (1997) Plant Cell 9, 5-19; Dai, N.,
Schaffer, A., Petreikov, M., Shahak, Y., Giller, Y., Ratner, K., Levine, A. y Granot, D. (1999) Plant Cell 11, 1253-
1266). En la planta mutante con ADN-T sin expresion de At5g56860, la expresion basal de AtHXK1 es superior que
en la planta silvestre control y la planta es hipersensible al azicar. Las plantas mutantes muestran un nivel reducido
de clorofila. No se encontraron elementos GATA en la secuencia de 500 pb a la izquierda del extremo 5’ del gen
estructural de HXK2. Existe un elemento GATA en la region -737 del promotor de HXK2. Sin embargo, puesto que
es necesaria una repeticion en tandem o dos elementos GATA localizados en 30 pb o la secuencia central
(T/A)GATA(G/A) para una unién eficaz (Chiang, T.Y. y Marzluf, G.A. (1994) Biochemistry 33, 576-582; Lin, Y.,
Hwang, C.F., Brown, J.B. y Cheng, C.L. (1994) Plant Physiol 106, 477-484), es poco probable que HXK2 esté
directamente regulado por factores GATA. Por el contrario, la secuencia de 500 pb a la izquierda del extremo 5’ del
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gen de HXK1 tiene varios elementos GATA. El nivel de expresion de HXK1 esta alterado en la linea mutante
At5g56860, pero no el de HXK2, lo que apoya la idea de que este factor GATA regula la expresion de HXK1.

[0288] Las lineas que sobreexpresan At5g56860 son resistentes a la presencia de altos niveles de glucosa. La
sobreexpresion de este factor GATA no provoca un cambio en la expresion de HXK1, pero tampoco provoca un
aumento en la expresion del transgén del transportador de hexosas. Se ha encontrado que este gen esta implicado
en la deteccion de azucares en levaduras.

La expresion de At5g56860 responde a un cambio en el estado del N

[0289] La expresion del gen At5g56860 esta aparentemente influenciada por el estado del N de la planta.
Cuando el nivel de nitrato es bajo, la expresion basal del gen At5g56860 es relativamente baja y cuando el nivel de
nitrato es alto, el nivel basal de expresion del gen At5g56860 es relativamente alto. Cuando las plantas se cambian
de condiciones con baja concentracion de nitrato a condiciones con alta concentraciéon de nitrato, la expresién del
gen At5g56860 esta regulada por incremento. Este patrén de expresion es el mismo que el de enzimas clave en las
rutas de asimilacion de nitrato, como NR y NiR, aunque estas ultimas tiene tasas méas altas de induccion de la
expresion cuando se exponen a niveles altos de nitrato. No obstante, el gen At5g56860 no controla directamente la
expresion de nia1, nia2 y nir, ya que estos genes no estan afectados en la linea mutante. La expresion del gen
At5g56860 tiene efecto sobre el metabolismo del nitrégeno, ya que la pérdida de este gen da lugar a la reduccion de
la acumulacion total de N. Es interesante destacar que el gen At5g56860 forma una relacion paraloga con el gen
At4g26150 a partir del arbol filogenético de los 30 genes del factor de transcripcion GATA de Arabidopsis
(Riechmann, J.L., Heard, J., Martin, G., Reuber, L., Jiang, C., Keddie, J., Adam, L., Pineda, O., Ratcliffe, O. J.,
Samaha, R.R., Creelman, R., Pilgrim, M., Broun, P., Zhang, J.Z., Ghandehari, D., Sherman, B.K. y Yu, G. (2000)
Science 290, 2105-2110; Reyes, J.C., Muro-Pastor, M.1. y Florencio, F.J. (2004) Plant Physiol. 134, 1718-1732). Ya
se ha demostrado que At4g26150 es un gen inducible por nitrato (Wang, R., Okamoto, M., Xing, X. y Crawford, N. M.
(2003) Plant Physiol 132, 556-567; Scheible, W., Morcuende, R., Czechowski, T., Fritz, C., Osuna, D., Palacios-
Rojas, D., Schindelasch, D., Thimm, O., Udvardi, M. K. y Stitt, M. (2004) Plant Physiol 136, 2483-2499). Sin
embargo, su funcién no parece ser redundante, puesto que las firmas de expresion no son completamente similares
para los dos genes (Czechowski, T., Bari, R., Stitt, M., Scheible, W. y Udvardi, M. (2004) Plant J. 38, 366-379). En la
planta mutante SALK_001778 en la que se ha perdido la expresion del gen At5g56860, la expresion del gen
At4g26150 esta aumentada pero esto no complementa el fenotipo mutante.

Intercomunicacion entre la regulacion de Cy N

[0290] Es un reto entender cémo las rutas de sefalizacién del C y el N interaccionan entre si, por no mencionar
su interaccidon con otras rutas de sefalizacion como las relacionadas con las hormonas, la luz y el estrés. Hasta
donde llega el conocimiento de los presentes inventores, este es el primer factor de transactivacion que se describe
que esta implicado en la regulacién de la deteccion de azucar y es importante destacar que la expresion del propio
factor esta influenciada por el cambio en el estado del N.

EJEMPLO 2

[0291] El ADNc de At5g56860 de longitud completa (GNC) se amplifico a partir del ADNc de hojas de
Arabidopsis usando los cebadores 5-GCTCTAGATTTCTCTCTCTCTTTGTGTCTTCATTTG-3' (SECIDN.°4) y 5-
gcgagctctcgggtgactaatgttcgttcc-3' (SEC ID N.° 5). El fragmento de ~1.500 pb resultante se verific6 mediante
secuenciacion y luego se digirid6 con Xbal y Sacl y se clond en el vector de expresion digerido con Xbal-Sacl,
pROK2, que contenia el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) que dirige la expresion de GNC de
forma constitutiva y a un alto nivel (Fig. 4). El vector binario p35S-GNC se transformé en la cepa EHA105 de
Agrobacterium tumefaciens y la cepa de Agrobacterium resultante se usé para transformar las plantas silvestres
(Col-0) y los transformantes se seleccionaron por su resistencia a kanamicina. Las plantas con una Unica insercion
del transgén se seleccionaron para la autopolinizacion con la intenciéon de generar lineas homocigotas T3 para su
posterior analisis. La sobreexpresion de GNC en los transgénicos se confirmé mediante RT-PCR cuantitativa. Las
plantas silvestres y las plantas que sobreexpresaban GNC se crecieron en condiciones de aporte suficiente de
nitrégeno (nitrato 10 mM) y de aporte limitado de nitrégeno (nitrato 3 mM). No se observaron diferencias obvias en
las etapas iniciales del crecimiento entre ambas condiciones de nitrdgeno. Transcurridos aproximadamente 28 dias,
cuando las plantas empezaron a entrar en la etapa reproductiva, se observd senescencia de las hojas en las plantas
silvestres crecidas en condiciones limitantes de nitrégeno, pero no en las plantas que sobreexpresaban GNC; esta
diferencia en la senescencia se observaba claramente en el periodo posterior a esta etapa. Asimismo, el nivel total
de clorofila era aproximadamente un 15% superior en las plantas que sobreexpresaban GNC. El nivel de clorofila es
un indicador de la disponibilidad de nitrdgeno y de la capacidad fotosintética, indicando que estas lineas de
sobreexpresion son mas sanas en un régimen con nitrogeno reducido. Ni las plantas silvestres ni las plantas con
sobreexpresion de GNC de 4 semanas de edad mostraron estas diferencias en condiciones con suficiente nitrégeno.
No se hallaron diferencias significativas en el nivel de clorofila entre las plantas silvestres y las que sobreexpresaban
GNC en condiciones de nitrégeno suficiente.

[0292] La invencion se establecera ahora adicionalmente en las reivindicaciones siguientes.
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atggattcaa attttcatta ctcgatagat cttaacgaag atcaaaacca tcacgaacaa 60
ccctttttet atcetettgg atcctettee tegettecate atcatcatca tecatcatcat 120
catcaagtce cttctaattc ttcatecttet teottegtceca ttteateget cteoetettac 180
ctcecctttet tgatcaactc tcaagaagat caacatgttg cctacaacaa cacttatcac 240
gctgatcate tcecatcttte tcaacceccte aaggeccaaga tgtttgtgge taacggtgga 300
tcatcageat gqéatcacat ggtgccaaag aaggagacaa gactgaaact aacgataagg 360
aaaaaagatc acgaagacca accccatcct cttcatcaaa acccgacaaa acccgattca 420
gactcecgaca agtggttgat gtcecccaaag atgeggttga tcaagaaaac aatcaccaac 480
aataaacagc tcattgatca gactaataat aataatcata aagaaagtga tcactaccct 540
ttgaatcata agactaattt cgacgaggat caccatgaag atcttaattt caagaacgtc 600
ttgaccagga agaccacggc cgcgaccacc gagaatcgct acaatacaat caacgagaac 660
ggttatagta ataacaatgg cgtgattagg gtttgttecgg attgtaacac caccaagact 720
cctetttgge gaagtggace tcgaggtccc aagtctettt gtaacgecatg tggtatacgg 780
Caaagaaagg caaggcgagc cgctatggec gecggcegetg cagcecggega ccaagaggtg 840
gcggtagege cccgagtgeca acaattaccg ctgaaaaaga agttgcaaaa taaaaaaaag 900
agatcaaacg gaggggaaaa atacaatcac tctcctccaa tggtggccaa ggccaaaaag 960
tgcaagatca aagaggaaga ggagaaggaa atggaagcgg aaacggttge cggagattca 1020
gagatcagca aatctacaac ttcttctaat tottegattt cgtcaaacaa attttgette 1080
gatgatttga caataatgtt gagcaaaagc tcagcttatc aacaagtgtt cccacaagat 1140
gagaaggagyg ctgctgtttt gctcatgget ctgtegtatg gaatggttca cggttga 1197

<210>2

<211> 398

<212> PROT

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 2
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de produccién de una planta transgénica con una utilizacion de nitrégeno mejorada
0 aumentada que comprende:

a) transformar una célula vegetal con un acido nucleico que codifica un factor de transcripcion GATA funcional, y

b) usar la célula vegetal en la produccion de una planta que exprese dicho acido nucleico, en la que la expresion del
acido nucleico tiene como resultado que la planta tenga un nivel elevado de expresién del factor de transcripcion
GATA funcional en comparacion con una planta que no ha sido transformada con el acido nucleico;

en la que el acido nucleico que codifica el factor de transcripcion GATA funcional comprende:

i) la secuencia de nucleétidos de SEC ID N.° 3; o

ii) un acido nucleico capaz de hibridar con una secuencia complementaria a una secuencia de nucleétidos de SEC
ID N.° 3 en condiciones de hibridacién que comprenden dodecil sulfato sédico (SDS) al 7%, NaPO4 0,5 M, EDTA
1 mM a 50°C con lavados en SSC 0,1X, SDS al 0,1% a 65°C.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la planta es una dicotiledénea, gimnosperma o
monocotileddnea.

3. El procedimiento de la reivindicacion 2, en el que la monocotiledénea se selecciona a partir del grupo
compuesto por maiz, trigo, arroz, cebada, avena, centeno, mijo, sorgo, triticale, secale, carradén, escanda, farro, tef,
milo, lino, grama, Tripsacum sp. y teosinte.

4. El procedimiento de la reivindicacién 2, en el que la dicotiledonea se selecciona a partir del grupo
formado por soja, tabaco y algodon.

5. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la molécula de acido nucleico se expresa en una
ubicacion y tejido especifico de la planta.

6. El procedimiento de la reivindicacion 5, en el que la ubicacién o tejido especifico se selecciona a partir
de uno o mas de entre semilla, epidermis, raiz, tejido vascular, meristema, cambium, corteza, médula, hoja y flor.

7. El procedimiento de la reivindicacion 6, en el que la ubicacion o tejido es una semilla.

8. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el acido nucleico esta en un casete de expresién que
comprende una secuencia promotora unida de forma operativa al acido nucleico.

9. El procedimiento de la reivindicacion 8, en el que el &cido nucleico se introduce en la célula vegetal

usando un procedimiento que se selecciona a partir del grupo compuesto por bombardeo de microparticulas,
transformacion mediada por Agrobacterium y transformacion mediada por fibras.

10. Una planta, célula vegetal o semilla transgénica con utilizaciéon del nitrégeno mejorada o aumentada,
que comprende un acido nucleico que codifica un factor de transcripcion GATA funcional, en la que el acido nucleico
que codifica un factor de transcripcién GATA funcional comprende:

a) la secuencia de nucleétidos SEC ID N.° 3; o

b) un acido nucleico capaz de hibridar con una secuencia complementaria a una secuencia de nucleétidos SEC ID
N.° 3 en condiciones de hibridacion que comprenden dodecil sulfato sédico (SDS) al 7%, NaPO4 0,5 M, EDTA 1 mM
a 50°C con lavados en SSC 0,1X, SDS al 0,1% a 65°C,

y en el que la utilizacion de nitrégeno mejorada o aumentada es atribuible al acido nucleico.
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CDS de At5g56860 de longitud completa (1.197 pb) SEC ID N.° 1

1 ATGGATTCAA ATTTTCATTA CTCGATAGAT CTTAACGAAG ATCAARAACCA

51
101
153
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

1001
1051
1101
1151

TCACGAACAA
ATCATCATCA
TCTTCGTCCA
TCAAGAAGAT
TCCATCTTTC
TCATCAGCAT
AACGATAAGG
ACCCGACAAA
ATGCGGTTGA
GACTAATAAT
AGACTAATTT
TTGACCAGGA
CABCGAGAAC
ATTGTAACAC
AAGTCTCTTT
CGCTATGGCC
CCCGAGTGCA
AGATCAAACG
GGCCARARAG
ARACGGTTGC
TCTTCGATTT
GAGCARRAGC
CTGCTGTTTT

CCCTTTTTCT
TCATCATCAT
TTTCATCGCT
CAACATGTTG
TCAACCCCTC
GCGATCACAT
ARARARGATC
ACCCGATTCA
TCAAGARAAC
AATAATCATA
CGACGAGGAT
AGACCACGGC
GGTTATAGTA
CACCAAGACT
GTAACGCATG
GCGGCCGCTG
ACAATTACCG
GAGGGGAAAA
TGCAAGATCA
CGGAGATTCA
CGTCRAACAA
TCAGCTTATC
GCTCATGGCT

ATCCTCTTGG
CATCAAGTCC
CTCCTCTTAC
CCTACAACAA
AAGGCCAAGA
GGTGCCAAAG
ACGAAGACCA
GACTCCGACA
AATCACCAAC
AAGAAAGTGA
CACCATGAAG
CGCGACCACC
ATARCAATGG
CCTCTTTGGC
TGGTATACGG
CAGCCGGCGA
CTGAAARAGA
ATACAATCAC
ARGAGGAAGA
GAGATCAGCA
ATTTTGCTTC
AACAAGTGTT
CTGTCGTATG
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ATCCTCTTCC
CTTCTAATTC
CTCCCTTTCT
CACTTATCAC
TGTTTGTGGC
ARGGAGACRA
ACCCCATCCT
AGTGGTTGAT
AATAAACAGC
TCACTACCCT
ATCTTAATTT
GAGAATCGCT
CGTGATTAGG
GAAGTGGACC
CARAGAAAGG
CCARAGAGGTG
AGTTGCAAAR
TCTCCTCCAA
GGAGAAGGAA
AATCTACAAC
GATGATTTGA
CCCACAAGAT
GAATGGTTCA

TCGCTTCATC
TTCATCTTCT
TGATCAACTC
GCTGATCATC
TAACGGTGGA
GACTGAAACT
CTTCATCAAA
GTCCCCAAAG
TCATTGATCA
TTGAATCATA
CAAGAACGTC
ACAATACAAT
GTTTGTTCGG
TCGAGGTCCC
CAAGGCGAGC
GCGGTAGCGC
TARAARAAAAG
TGGTGGCCAA
ATGGAAGCGG
TTCTTCTAAT
CRATAATGTT
GAGRAGGAGG
CGGTTGA



Secuencia de la proteina de At5g56860

1
51
101
151
201
25%
301
351

MDSNFHYSID
SSSISSLSSY
SSACDHMVPK
MRLIKKTITN
LTRKTTAATT
KSLCNACGIR
RSNGGEKYNH
SSISSNKFECF

ES 2429430 T3

LNEDQNHHEQ
LPFLINSQED
KETRLKLTIR
NKQLIDQTNN
ENRYNTINEN
QORKARRAAMA
SPPMVAKAKK
DDLTIMLSKS

(398 aa);

PFFYPLGSSS SLHHHHHHHH
QHVAYNNTYH ADHLHLSQPL
KKDHEDQPHP LHQNPTKPDS
NNHKESDHYP LNHKTNFDED
GYSNNNGVIR VCSDCNTTKT
AARAAGDQEV AVAPRVQQLP
CKIKEEEEKE MEAETVAGDS
SAYQQVFPQD EKEAAVLLMA
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SEC ID N.°

HQVPSNSSSS
KAKMEVANGG
DSDKWLMSPK
HHEDLNFKNV
PLWRSGPRGP
LKKKLONKKK
EISKSTTSSN
LSYGMVHG

2
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Ortbélogo del arroz SEC ID N.° 3

>0sGATA16_205599
ATGTCTACCATCTACATGAGTCAGCTCTCAGCTGCTCTCCCTCTCATGGAGGGGGAG
CACCACCATCACCACCAGGATCATCACCAAGGCCACTTCCAAGCCTTCTCCCTGCAG
CCTAAGGATCCCCCAGTCTTATTCCCCTTTGTGATCAGTAGAAGAAGCAGCAGCAGC
AGCCCTAGCGACAGCACCACTCTAAGCTATGGTTCAGACCATCACTTGACACAGCAG
CAGCAGCATCAGCATCAAGCCATGCTTGAGCCCCAAAATATGATTGGAGGATCATCC
GCTGGCATCTTTGCGACGCCGTTCCCGACCGTCAAGAGCATCCGCGACGACATGATC
GAGCGGTCGCAGTTCGATCCATACGATACCGAGARAGCTGCAGGCGAGCTGCGGGTTA
GCCAAGGTCGTCGCCGGCGGCARGTGGAGCGCGGTGCCAGCGGCCARAGATGARAGATC
ACGAGGAAGATGGGTGAGCCETCGTCCGGTGTCACTGGCGGGGCTGCGACGACGGTG
GCGCCGAAGAAGCCGAGGAGGAGGCCGGCGCAGGCGTACGAGGATCACGGCCATGGC
GGCGCCATGGGCCAAGCTTTTGGCGTGATTAGGGTGTGCTCCGACTGCAACACCACC
AAGACTCCCTTGTGGAGGAGTGGCCCGTGCGGCCCCARGTCGCTTTGCAACGCGTGC
GGCATCAGGCAGAGGAAGGCGCGGCGGGCGATGATGGCCTCCGGACTACCAGCGTCC
CCCAACGCCGCCGGCCCCAAGGCGGCCGCACATAGCGGCGCCACAAACGCAGCCGCC
GCAGCTGCCATGGAGGAGACGGCCGAGTCCGCCACCGTCGCCCCGCCCCCGGCGCCG
ACGACGAGGGGTGGTACTCTCGTCGACAGCATCGGGCTCAGCTGGAGCAARGACCCAT
GCCGCCGCCACCGCCTCCTGCAGCTTCCGGCCGTCACCGETGGCTCCCGGCTTCGCG
GCGGCGGTGCAGGACGAGATCACTGACGCCGCCATGCTGCTCATGACGCTGTCCTGC
GGGCTTGTCCGGAGCTGA
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