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DESCRIPCIÓN 
 

Regulación de la biomasa y tolerancia al estrés de plantas. 
 
Relación con solicitudes relacionadas 5 
 

La presente solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud Provisional de Estados Unidos de cesión común Nº 
60/565.948, presentada el 26 de abril de 2004; y es una continuación en parte de la Solicitud de Patente no 
provisional de Estados Unidos Nº 10/669.824, presentada el 23 de septiembre de 2003 y la Solicitud de Patente no 
provisional de Estados Unidos Nº 10/870.198, presentada el 16 de junio de 2004. 10 
 
Campo de la invención 
 

La presente invención se refiere a aumentar la tolerancia de una planta a tensiones abióticas, incluyendo tensiones 
por frío y osmóticas. 15 
 
Antecedentes de la invención 
 

Los rasgos de una planta pueden controlarse mediante varios procesos celulares. Un modo importante de manipular 
ese control es mediante factores de transcripción, proteínas que influyen en la expresión de un gen o conjuntos de 20 
genes particulares. Debido a que los factores de transcripción son elementos de control clave de las rutas biológicas, 
la alteración de los niveles de expresión de uno o más factores de transcripción puede cambiar rutas biológicas 
completas en un organismo. Las estrategias para manipular las características bioquímicas, de desarrollo o 
fenotípicas de una planta alterando la expresión de un factor de transcripción pueden dar como resultado plantas y 
cultivos con propiedades comercialmente valiosas nuevas y/o mejoradas, incluyendo rasgos que mejoran el 25 
rendimiento en condiciones sin estrés, o supervivencia y producción durante periodos de estrés abiótico. 
 
Conveniencia de aumentar la biomasa. La capacidad de aumentar la biomasa o tamaño de una planta tendría varias 
aplicaciones comerciales importantes. Pueden generarse especies de cultivo que producen cultivares mayores, 
generando mayor rendimiento, por ejemplo, en plantas en las que la parte vegetativa de la planta es comestible. 30 
 
El aumento del tamaño de la hoja puede ser de interés particular. El aumento de la biomasa de la hoja puede usarse 
para aumentar la producción de productos farmacéuticos o industriales derivados de plantas. Un aumento de la 
fotosíntesis vegetal total se consigue normalmente aumentando el área de hoja de la planta. Puede usarse 
capacidad fotosintética adicional para aumentar el rendimiento derivado de tejido vegetal particular, incluyendo las 35 
hojas, raíces, frutos o semillas, o permitir el crecimiento de una planta bajo una menor intensidad de luz o bajo alta 
intensidad de luz. 
 
La modificación de la biomasa del tejido de la raíz puede ser útil para mejorar la capacidad de una planta para crecer 
en condiciones ambientales rigurosas, incluyendo sequía o privación de nutrientes, debido a que las raíces mayores 40 
pueden alcanzar mejor el agua o los nutrientes o captar agua o nutrientes. 
 
Para algunas plantas ornamentales, la capacidad para proporcionar variedades mayores sería altamente deseable. 
Para muchas plantas, incluyendo árboles frutales, árboles que se usan para producción de madera, o árboles y 
arbustos que actúan como pantallas contra el viento o para la vista, el aumento de la estatura proporciona beneficios 45 
mejorados en forma de mayor rendimiento o mejor protección.  
 
Problemas asociados con la sequía. Una sequía es un periodo de clima anormalmente seco que persiste el 
suficiente tiempo para producir un desequilibrio hidrológico grave (por ejemplo daño de cultivos, falta de aporte de 
agua, etc.). La sequía es el problema relacionado con el clima principal en agricultura y también se clasifica como 50 
uno de los principales desastres naturales de todos los tiempos, provocando no solamente daños económicos, sino 
también pérdidas de vidas humanas. Por ejemplo, la sequía de 1984-1985 en el Cuerno de África condujo a una 
hambruna que mató a 750.000 personas. 
 
Los problemas para las plantas provocados por baja disponibilidad de agua incluyen tensiones mecánicas 55 
provocadas por la retirada del agua celular. La sequía también provoca que las plantas se hagan más susceptibles a 
diversas enfermedades (Simpson (1981) en Water Stress on Plants, (Simpson, G. M., ed.), Praeger, NY, pp. 235-
265). El factor más importante en la resistencia a la sequía es la capacidad de la planta para mantener un alto 
estado de agua y turgencia manteniendo a la vez la fijación del carbono. Diversos mecanismos adaptativos influyen 
en esta capacidad, incluyendo el aumento del área de superficie o profundidad de las raíces, ajuste osmótico, y la 60 
acumulación de proteínas hidrófilas. El ácido abscísico (ABA) también es un componente regulador esencial de 
muchas de estas características protectoras.  
 
Además de las muchas regiones de tierra del mundo que son demasiado áridas para la mayoría de, si no todas, las 
plantas de cultivo, el abuso y sobreutilización del agua disponible dan como resultado una pérdida creciente de tierra 65 
utilizable para agricultura, un proceso que, en su extremo, da como resultado desertización. El problema se 
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compone además del aumento de la acumulación de sal en los suelos, que aumenta la pérdida de agua disponible 
en suelos. 
 
Problemas asociados con altos niveles salinos. Una de cada cinco hectáreas de tierra irrigada está dañada por la 
sal, un factor histórico importante en el deterioro de sociedades agrarias antiguas. Se espera que esta condición 5 
empeore, reduciendo adicionalmente la disponibilidad de tierra apta para el cultivo y producción de cultivos, ya que 
ninguno de los cinco cultivos alimentarios más importantes, trigo, maíz, arroz, patatas y soja, pueden tolerar la sal 
excesiva. 
 
Los efectos perjudiciales de la sal en las plantas son una consecuencia tanto del déficit de agua que da como 10 
resultado estrés osmótico (similar al estrés por sequía) como de los efectos de iones de sodio en exceso en 
procesos bioquímicos críticos. Como con la congelación y la sequía, la alta salinidad provoca déficit de agua. La 
presencia de alta salinidad hace difícil que las raíces vegetales extraigan agua de su ambiente (Buchanan et al. 
(2000) en Biochemistry and Molecular Biology of Plants, American Society of Plant Physiologists, Rockville, MD). La 
salinidad del suelo es por lo tanto una de las variables más importantes que determinan donde puede desarrollarse 15 
una planta. En muchas partes del mundo, grandes áreas de tierra son incultivables debido a salinidad del suelo 
naturalmente alta. Para aumentar el problema, la salinización de suelos que se usan para producción agrícola es un 
problema significativo y creciente en regiones que se basan en gran medida en la agricultura. 
 
La tolerancia a la sal es particularmente importante al principio del ciclo de vida de una planta, ya que la evaporación 20 
de la superficie del suelo provoca movimiento de agua hacia arriba, y la sal se acumula en la capa de suelo superior 
donde se sitúan las semillas. Por lo tanto, la germinación normalmente tiene lugar a una concentración salina mucho 
mayor que el nivel salino medio en el perfil de suelo completo. 
 
Problemas asociados con el calor excesivo. La germinación de muchos cultivos es muy sensible a la temperatura. 25 
Un factor de transcripción que potenciaría la germinación en condiciones cálidas sería útil para cultivos que se 
plantan tarde en la temporada o en climas cálidos. Las plántulas y plantas maduras que se exponen a exceso de 
calor pueden experimentar choque térmico, que puede surgir en diversos órganos incluyendo hojas y 
particularmente frutos, cuando la transpiración es insuficiente para superar el estrés por calor. El calor también daña 
las estructuras celulares, incluyendo orgánulos y el citoesqueleto, y altera la función de membrana (Buchanan et al. 30 
(2000) mencionado anteriormente). 
 
El choque térmico puede producir una reducción de la síntesis proteica general, acompañada de expresión de 
proteínas de choque térmico. Las proteínas de choque térmico actúan como chaperonas y están implicadas en el 
replegamiento de proteínas desnaturalizadas por calor.  35 
 
El estrés por calor con frecuencia acompaña a condiciones de baja disponibilidad de agua. El calor en sí mismo se 
ve como un estrés de interacción y aumenta los efectos perjudiciales provocados por condiciones de déficit de agua. 
La demanda evaporativa muestra aumentos casi exponenciales con aumentos de las temperaturas durante el día, y 
puede dar como resultado altas tasas de transpiración y bajos potenciales de agua de la planta (Hall et al. (2000) 40 
Plant Physiol. 123: 1449-1458). El daño de alta temperatura al polen se produce casi siempre junto con estrés por 
sequía, y se produce pocas veces en condiciones de buen riego. 
 
Problemas asociados con condiciones de frío excesivo o enfriamiento. La expresión “sensibilidad al enfriamiento” se 
ha usado para describir muchos tipos de daño fisiológico producido a temperaturas bajas, pero por encima de la de 45 
congelación. La mayoría de los cultivos de orígenes tropicales tales como la soja, arroz, maíz y algodón se dañan 
fácilmente por enfriamiento. El daño de frío típico incluye marchitamiento, necrosis, clorosis o filtración de iones de 
las membranas celulares. Los mecanismos subyacentes de sensibilidad al frío no se entienden aún completamente, 
pero probablemente implican el nivel de saturación de membrana y otras deficiencias fisiológicas. Por ejemplo, se 
produce con frecuencia fotoinhibición de la fotosíntesis (alteración de la fotosíntesis debido a intensidades de luz 50 
altas) en condiciones atmosféricas despejadas después de noches de final del verano/otoño frías. El enfriamiento 
puede conducir a pérdidas de rendimiento y menor calidad del producto debido al retardo de la maduración del maíz. 
Otra consecuencia del mal crecimiento es la escasa cobertura del terreno de los campos de maíz en primavera, lo 
que con frecuencia da como resultado erosión del suelo, aumento de la aparición de malas hierbas, y reducción de 
la captación de nutrientes. Una captación retardada del nitrógeno mineral también podría conducir a pérdidas 55 
aumentadas de nitrato en el agua del suelo. Según algunas estimaciones, el enfriamiento supone pérdidas 
monetarias en los Estados Unidos (EE.UU.) solamente por detrás de la sequía y la inundación. 
 
Conveniencia de detectar azúcares alterados. Los azúcares son moléculas reguladoras clave que afectan a diversos 
procesos en plantas superiores incluyendo germinación, crecimiento, floración, senescencia, metabolismo de los 60 
azúcares y fotosíntesis. La sacarosa, por ejemplo, es la forma de transporte principal de fotosintatos y se ha 
mostrado que su flujo a través de las células afecta a la expresión génica y altera la acumulación de compuestos de 
almacenamiento en semillas (relaciones de fuente-sumidero). También se ha descrito en plantas la detección de 
hexosa específica de glucosa y está implicada en la división celular y represión de genes de “hambruna” (ciclos 
fotosintéticos o de glioxilato). 65 
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El déficit de agua es un componente habitual de muchas tensiones vegetales. Se produce déficit de agua en células 
vegetales cuando la tasa de transpiración de la planta completa excede la captación de agua. Además de la sequía, 
otras tensiones, tales como salinidad y baja temperatura producen deshidratación celular (McCue y Hanson (1990) 
Trends Biotechnol. 8: 358-362).  
 5 
La transducción de señal de estrés salino y de sequía consiste en rutas de señalización de homeostasis iónica y 
osmótica. El aspecto iónico del estrés salino se señaliza mediante la ruta de SOS en la que un complejo de proteína 
quinasa SOS3-SOS2 sensible a calcio controla la expresión y actividad de transportadores iónicos tales como SOS1. 
La ruta que regula la homeostasis iónica en respuesta al estrés salino se ha revisado recientemente en Xiong y Zhu 
(Xiong y Zhu (2002) Plant Cell Environ. 25: 131-139). 10 
 
El componente osmótico del estrés salino implica reacciones vegetales complejas que solapan con respuestas al 
estrés por sequía y/o frío. Se han revisado recientemente aspectos comunes de la respuesta al estrés por sequía, 
frío y salina en Xiong y Zhu (2002) mencionado anteriormente. Estos incluyen: 
 15 

(a) cambios transitorios en los niveles de calcio citoplasmático muy pronto en el acontecimiento de señalización 
(Knight, (2000) Int. Rev. Cytol. 195: 269-324; Sanders et al. (1999) Plant Cell 11: 691-706); 
(b) transducción de la señal mediante proteína quinasas dependientes de calcio y/o activadas por mitógeno 
(CDPK; véase Xiong y Zhu (2002) mencionado anteriormente) y proteína fosfatasas (Merlot et al. (2001) Plant J. 
25: 295-303; Tähtiharju y Palva (2001) Plant J. 26: 461-470); 20 
(c) aumentos de los niveles de ABA en respuesta al estrés que desencadena un subconjunto de respuestas 
(Xiong y Zhu (2002) mencionado anteriormente, y referencias en la misma); 
(d) inositol fosfatos como moléculas señal (al menos para un subconjunto de los cambios de transcripción 
sensibles a estrés (Xiong et al. (2001) Genes Dev. 15: 1971-1984)); 
(e) activación de fosfolipasas que a su vez generan una serie diversa de moléculas mensajeras secundarias, 25 
algunas de las cuales podrían regular la actividad de las quinasas sensibles al estrés (la fosfolipasa D actúa en 
una ruta independiente de ABA, Frank et al. (2000) Plant Cell 12: 111-124); 
(f) inducción de genes de tipo abundante en embriogénesis tardía (LEA) incluyendo los genes COR/RD que 
contienen CRT/DRE (Xiong y Zhu (2002) mencionado anteriormente); 
(g) niveles aumentados de antioxidantes y osmolitos compatibles tales como prolina y azúcares solubles 30 
(Hasegawa et al. (2000) Annu. Rev. Plant Mol. Plant Physiol. 51: 463-499); 
(h) acumulación de especies de oxígeno reactivas tales como superóxido, peróxido de hidrógeno y radicales de 
hidroxilo (Hasegawa et al. (2000) mencionado anteriormente). 
 

La biosíntesis de ABA está regulada por estrés osmótico en múltiples etapas. La señalización de estrés osmótico 35 
tanto dependiente de ABA como independiente de ABA modifica en primer lugar factores de transcripción 
expresados de forma constitutiva, lo que conduce a la expresión de activadores de transcripción de respuesta 
temprana, que después activan genes efectores de tolerancia al estrés cadena abajo. 
 
Basándose en las características comunes de muchos aspectos de las respuestas al estrés por frío, sequía y salina, 40 
puede concluirse que los genes que aumentan la tolerancia al estrés por frío o salina también pueden mejorar la 
protección frente al estrés por sequía. De hecho, esto ya se ha demostrado para factores de transcripción (en el 
caso de AtCBF/DREB1) y para otros genes tales como OsCDPK7 (Saijo et al. (2000) Plant J. 23: 319-327), o AVP1 
(una bomba de protones de pirofosfatasa vacuolar; Gaxiola et al. (2001) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98: 11444-
11449). 45 
 
La presente invención se refiere a métodos y composiciones para producir plantas transgénicas con rasgos 
modificados, particularmente rasgos que abordan la tolerancia al estrés y el aumento de la biomasa. Estos rasgos 
pueden proporcionar un valor significativo por que puede conseguirse un mayor rendimiento y/o la planta puede 
después desarrollarse en ambientes hostiles, en los que, por ejemplo, la alta o baja temperatura, baja disponibilidad 50 
de agua o alta salinidad pueden limitar o evitar el crecimiento de plantas transgénicas. 
 
Los inventores han identificado polinucleótidos que codifican factores de transcripción, incluyendo G1073 (atHRC1), 
y equiválogos en el clado G1073 de polipéptidos de factores de transcripción, han desarrollado numerosas plantas 
transgénicas usando estos polinucleótidos y han analizado las plantas con respecto a su biomasa y tolerancia a 55 
tensiones abióticas. Al hacerlo, han identificado importantes secuencias polinucleotídicas y polipeptídicas para 
producir plantas y cultivos comercialmente valiosos así como los métodos para realizarlos y usarlos. Otros aspectos 
y realizaciones de la invención se describen posteriormente y pueden derivarse de las enseñanzas de la presente 
divulgación en su totalidad. 
 60 
Sumario de la invención 
 

La invención proporciona una planta transgénica que tiene mayor tolerancia a una estrés abiótico que una planta de 
control, comprendiendo dicha planta transgénica un polinucleótido recombinante que codifica un polipéptido; en la 
que el polipéptido comprende un primer dominio que comprende SEC ID Nº: 72, y un segundo dominio que tiene al 65 
menos 62 % de identidad de secuencia de aminoácidos con el segundo dominio conservado de SEC ID Nº: 2 como 
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se expone en la Tabla 1 y el segundo dominio comprende SEC ID Nº: 63 o SEC ID Nº: 64; en la que la expresión del 
polipéptido en la planta transgénica está regulada por un promotor específico de raíz, un promotor específico de 
tejido de hoja, un promotor específico epidérmico, o un promotor inducible por estrés, y la expresión del polipéptido 
en la planta transgénica confiere a la planta transgénica dicha mayor tolerancia al estrés abiótico; no comprendiendo 
dicha planta de control el polinucleótido recombinante; y dicha planta transgénica tiene menos anomalías del 5 
desarrollo indeseables o menos efectos morfológicos adversos que una segunda planta de control que expresa el 
polipéptido bajo el control regulador de un promotor constitutivo. 
 
La invención se define adicionalmente en las reivindicaciones adjuntas. 
 10 
Un vector, plásmido u otra construcción de ácido nucleico que contiene un polinucleótido de factor de transcripción y 
elementos reguladores para regulación de la transcripción del polinucleótido se describe en el presente documento. 
SEC ID Nº: 2 es una secuencia denominada en el presente documento G1073. El clado G1073 de polipéptidos de 
factores de transcripción deriva de un ancestro polipeptídico común (Figura 4), y comprende un dominio de gancho 
AT y un segundo dominio conservado. Las secuencias de miembros del clado G1073 que se han usado con éxito 15 
para conferir tolerancia aumentada al estrés abiótico derivan de varias especies diversas, incluyendo dicotiledóneas 
tales como Arabidopsis y soja, y monocotiledóneas tales como arroz. Los polipéptidos de miembros del clado G1073 
comprenden un dominio de gancho AT y un segundo dominio conservado, que a su vez comprende las secuencias 
SEC ID Nº: 72 (en el dominio de gancho At) y SEC ID Nº: 63 o SEC ID Nº: 64 (en el segundo dominio conservado). 
El vector, plásmido o construcción de ácido nucleico también puede contener un elemento regulador. Este puede ser 20 
un promotor constitutivo, inducible o específico de tejido que controla la expresión de la secuencia polinucleotídica. 
El vector, plásmido o construcción de ácido nucleico se introduce después en una planta diana (una planta que no se 
ha transformado aún con el vector, plásmido o construcción de ácido nucleico), transformado de este modo la planta 
en una que tiene biomasa y/o tolerancia aumentada al estrés abiótico, en relación con plantas de control. Los 
promotores inducibles pueden incluir, por ejemplo, los promotores DREB2A y RD29A. El promotor RD29A se ha 25 
usado con éxito para regular la expresión del polinucleótido G1073 y conferir tolerancia a aumento del estrés 
abiótico. Los ejemplos de promotores específicos de tejido que se han usado de esta manera incluyen el promotor 
ARSK1 (específico de raíz), el promotor CUT1 (específico de epidermis) y el promotor RBSC3 (específico de hoja). 
El uso de promotores específicos de tejido o inducibles mitiga los efectos morfológicos indeseables que pueden 
asociarse con la sobreexpresión constitutiva de miembros del clado G1073 (por ejemplo, cuando no es deseable un 30 
tamaño aumentado). 
 
El método también abarca aumentar la tolerancia de una planta al estrés abiótico con un enfoque de vector múltiple. 
En este caso, un primer vector que comprende un promotor clonado delante de un dominio de unión a ADN LexA 
fusionado con un dominio de activación de GAL4 se introduce en la planta. Se introduce después un segundo vector 35 
en la misma planta; este segundo vector comprende una secuencia polinucleotídica que codifica un miembro del 
clado del polipéptido G1073. Después se permite que la planta sobreexprese el polipéptido miembro de G1073, lo 
que aumenta la tolerancia al estrés abiótico. El promotor clonado delante de un dominio de unión a ADN LexA puede 
ser, por ejemplo, el promotor RD29A, aunque se prevén fácilmente otros promotores que actúan de una manera 
similar y que pueden expresarse de una manera inducible o específica de tejido y también están abarcados por la 40 
presente invención. 
 
Los métodos abarcados por la invención también pueden extenderse a técnicas de propagación usadas para 
generar plantas. Por ejemplo, una planta diana que se ha transformado con un polinucleótido que codifica un 
miembro del clado de polipéptidos G1073 y que tiene mayor biomasa y/o tolerancia al estrés abiótico que un control 45 
de tipo silvestre o no transformado puede “autofecundarse” (es decir, autopolinizarse) o cruzarse con otra planta 
para producir semillas que comprenden un polinucleótido recombinante como se define en la reivindicación 1. 
Pueden cultivarse plantas descendientes a partir de esta semilla, generando de este modo plantas descendientes 
transformadas con mayor tolerancia al estrés abiótico que las plantas de control. 
 50 
La invención también abarca plantas transgénicas (y semillas que comprenden un polinucleótido recombinante como 
se define en la reivindicación 1 de estas plantas transgénicas) producidas por los presentes métodos. 
 
Breve descripción del listado de secuencias y dibujos 
 55 
El Listado de Secuencias proporciona secuencias polinucleotídicas y polipeptídicas ejemplares de la invención. Los 
rasgos asociados con el uso de las secuencias se incluyen en los ejemplos. 
 
CD-ROM1 y CD-ROM2 son discos compactos leíbles por ordenador de memoria solamente de lectura. Cada uno 
contiene una copia del Listado de Secuencias en formato de texto ASCII. El Listado de Secuencias se llama 60 
“MBI0068PCT.ST25.txt” y tiene 145 kilobytes de tamaño. Las copias del Listado de Secuencias en los discos CD-
ROM se incorporan por la presente por referencia en su totalidad. 
 
La Figura 1 muestra una estimación conservadora de relaciones filogenéticas entre los órdenes de plantas con flores 
(modificada de Angiosperm Phylogeny Group (1998) Ann. Missouri Bot. Gard. 84: 1-49). Las plantas con un único 65 
cotiledón (monocotiledóneas) son un clado monofilético anidado dentro de al menos dos linajes principales de 
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dicotiledóneas; las eudicotiledóneas se dividen adicionalmente en rósidas y astéridas. La Arabidopsis es una 
eudicotiledónea rósida clasificada dentro del orden Brassicales; el arroz es un miembro del orden de 
monocotiledóneas Poales. La Figura 1 se adaptó de Daly et al. (2001) Plant Physiol. 127: 1328-1333.  
 
La Figura 2 muestra un dendograma filogénetico que representa relaciones filogenéticas de taxones de plantas 5 
superiores, incluyendo clados que contienen tomate y Arabidopsis; adaptado de Ku et al. (2000) Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 97: 9121-9126; y Chase et al. (1993) Ann. Missouri Bot. Gard. 80: 528-580. 
 

La Figura 3 representa la estructura de dominio de proteínas de gancho AT, representadas por una representación 
esquemática de la proteína G1073. Las regiones que comprenden el dominio de unión a ADN, el segundo dominio 10 
conservado y la región ácida se representan por las letras “A”, “B” y “C”, respectivamente. Las flechas indican sitios 
de fosforilación CK2 y PKC potenciales. Se localiza un dominio de unión a ADN conservativo en las posiciones 34 a 
42. 
 
La Figura 4 muestra ortólogos de cultivo que se identificaron mediante análisis de BLAST de fuentes de datos 15 
patentadas y públicas. Se generó después un árbol filogenético usando ClustalX basado en secuencias proteicas 
completas. Las secuencias que se indican con un número de “GID” que comienza con la letra “G” seguida de “At” se 
refieren a secuencias de Arabidopsis; las secuencias con “Gm” son secuencias de soja, y las “Os” son secuencias 
de arroz. Pueden encontrarse veinticuatro miembros del clado G1073 derivados de Arabidopsis, maíz y soja dentro 
de la caja grande; estas secuencias representan ejemplos del clado y no se pretende que representen el clado 20 
completo, que tiene muchos más miembros de otras especies vegetales. Se ha mostrado que un número 
representativo de miembros del clado G1073 confieren propiedades ventajosas a plantas cuando se sobreexpresan; 
se ha mostrado que las secuencias que aparecen con un superíndice “a” confieren tolerancia aumentada a aumento 
del estrés abiótico, y se ha mostrado que las secuencias que aparecen con un superíndice “b” confieren biomasa 
aumentada. Muchas de las secuencias restantes no se han ensayado aún en plantas que las sobreexpresen. Varias 25 
secuencias de miembros del clado G1073 que también se ha mostrado que confieren estrés abiótico en plantas no 
se muestran en la Figura 4, pero se desvelan en el Ejemplo VII. 
 
En las Figuras 5A-5H, se muestran los alineamientos de varias proteínas de gancho de AT identificadas en la Figura 
4, e incluyen miembros del clado de Arabidopsis (G1067, G1069, G1073, G1667, G2153, G2156, G2789), soja 30 
(G3456, G3459, G3460), y arroz (G3399, G3400, G3401, G3407) que se ha mostrado que confieren rasgos similares 
en plantas cuando se sobreexpresan (el clado se indica por la caja grande). También se muestran los dominios 
conservados de gancho AT (Figura 5C) y los segundos dominios conservados que abarcan las Figuras 5D a 5F, 
como se indica por las barras en la parte superior e inferior de la página, respectivamente. 
 35 
Las Figuras 6A y 6B muestran secciones transversales de tallo de Arabidopsis de tipo silvestre (izquierda) y que 
sobreexpresa G1073 (derecha). En el tallo de la planta que sobreexpresa G1073, los haces vasculares son mayores 
(contienen más células en las áreas del floema y xilema) y las células de la corteza están agrandadas. 
 
Muchas plantas de Arabidopsis que sobreexpresan G1073 (Figura 7A, ejemplo a la derecha) son mayores que las 40 
plantas de control de tipo silvestre (Figura 7A, izquierda). Esta distinción también es cierta para los órganos florales, 
que, como se ve en la Figura 7B, son significativamente mayores en la planta que sobreexpresa G1073 a la derecha 
que en la de la planta de tipo silvestre a la izquierda. 
 
La Figura 8 es una gráfica que compara el número de silicuas en plantas de control (tipo silvestre) y 35S::G1073 que 45 
indica como está asociado el número de semillas con el número aumentado de silicuas por planta visto en las líneas 
con sobreexpresión. 
 
Como se ve en las Figuras 9A y 9B, G1073 actúa tanto en soja como en tomate para aumentar la biomasa. En la 
Figura 9A, la planta de soja mayor a la derecha sobreexpresa G1073. Las hojas de tomate de varias líneas que 50 
sobreexpresaban G1073 eran mucho mayores que las de plantas de tomate de tipo silvestre, como se ve en la 
Figura 9B comparando las hojas de la planta con sobreexpresión a la izquierda y la de una planta de tipo silvestre a 
la derecha. 
 
La Figura 10A es una fotografía de una planta de Arabidopsis que sobreexpresa el gen de monocotiledónea G3399, 55 
un ortólogo de arroz de G1073. El fenotipo de mayor tamaño y masa es el mismo que el fenotipo conferido por 
G1073 de Arabidopsis y sus secuencias parálogas G1067, G2153 y G2157. La Figura 10B muestra de forma similar 
los efectos de otro ortólogo de arroz G3407, a los siete días. La planta con sobreexpresión a la izquierda es 
aproximadamente 50 % mayor que la planta de control a la derecha. 
 60 
La Figura 11 muestra los efectos de la sobreexpresión de G3460, un ortólogo de soja de G1073, en la morfología de 
la planta. Treinta y ocho días después de plantar, la planta con sobreexpresión a la izquierda tiene hojas 
significativamente más anchas y más masivas que la planta de control a la derecha. El que sobreexpresa también 
demuestra desarrollo tardío, una característica vista también cuando se sobreexpresan G1073 o sus parálogos. 
 65 
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La Figura 12 muestra los efectos de la sobreexpresión de G3460, un ortólogo de soja de G1073, en plantas de 
Arabidopsis sometidas a un ensayo de desecación basado en placa. Las plántulas que sobreexpresan G3460 son 
más tolerantes al tratamiento por desecación, como se demuestra por el mayor tamaño, mayor masa de la raíz, y 
color más verde de las plantas a la izquierda que las plantas de control a la derecha. 
 5 
Descripción detallada 
 

La presente invención se refiere a polinucleótidos y polipéptidos para modificar fenotipos de plantas, particularmente 
los asociados con tolerancia a aumento del estrés abiótico. A lo largo de la presente divulgación, se hace referencia 
a diversas fuentes de información y/o se incorporan específicamente. Las fuentes de información incluyen artículos 10 
de revistas científicas, documentos de patente, libros de texto y direcciones de páginas inactivas en navegador Web.  
 
Como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares “un” y “el” incluyen 
la referencia plural a no ser que el contexto claramente dicte otra cosa. Por lo tanto, por ejemplo, una referencia a 
“una célula hospedadora” incluye una pluralidad de dichas células hospedadoras, y una referencia a “un estrés” es 15 
una referencia a una o más tensiones y equivalentes de las mismas conocidas por los expertos en la materia, y así 
sucesivamente. 
 
Definiciones 
 20 
“Molécula de ácido nucleico” se refiere a un oligonucleótido, polinucleótido o cualquier fragmento de los mismos. 
Puede ser ADN o ARN de origen genómico o sintético, monocatenario o bicatenario, y combinado con carbohidratos, 
lípidos, proteínas u otros materiales para realizar una actividad particular tal como transformación o formar una 
composición útil tal como un ácido nucleico peptídico (PNA). 
 25 
Un “polinucleótido” es una molécula de ácido nucleico que comprende una pluralidad de nucleótidos polimerizados, 
por ejemplo, al menos aproximadamente 15 nucleótidos polimerizados consecutivos. Un polinucleótido puede ser un 
ácido nucleico, oligonucleótido, nucleótido o cualquier fragmento de los mismos. En muchos casos, un polinucleótido 
comprende una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido (o proteína) o un dominio o fragmento del 
mismo. Adicionalmente, el polinucleótido puede comprender un promotor, un intrón, una región potenciadora, un sitio 30 
de poliadenilación, un sitio de inicio de la traducción, regiones no traducidas 5’ o 3’, un gen indicador, un marcador 
seleccionable o similares. El polinucleótido puede ser ADN o ARN monocatenario o bicatenario. El polinucleótido 
comprende opcionalmente bases modificadas o una cadena principal modificada. El polinucleótido puede ser, por 
ejemplo, ADN o ARN genómico, un transcrito (tal como un ARNm), un ADNc, un producto de PCR, un ADN clonado, 
un ADN o ARN sintético, o similares. El polinucleótido puede estar combinado con carbohidratos, lípidos, proteínas u 35 
otros materiales para realizar una actividad particular tal como transformación o formar una composición útil tal como 
un ácido nucleico peptídico (PNA). El polinucleótido puede comprender una secuencia en orientaciones bien con 
sentido o bien antisentido. “Oligonucleótido” es sustancialmente equivalente a los términos amplímero, cebador, 
oligómero, elemento, diana y sonda y es preferentemente monocatenario. 
 40 
“Gen” o “secuencia génica” se refiere a la secuencia codificante parcial o completa de un gen, su complemento, y 
sus regiones no traducidas 5’ o 3’. Un gen también es una unidad de herencia funcional, y en término físicos es un 
segmento particular o secuencia de nucleótidos a lo largo de una molécula de ADN (o ARN, en el caso de virus de 
ARN) implicada en la producción de una cadena polipeptídica. Esta última puede someterse a procesamiento 
posterior tal como modificación química o plegamiento para obtener una proteína o un polipéptido funcional. Un gen 45 
puede aislarse, aislarse parcialmente, o encontrarse dentro del genoma de un organismo. Por ejemplo, un gen de 
factor de transcripción codifica un polipéptido de factor de transcripción, que puede ser funcional o requerir 
procesamiento para actuar como un iniciador de la transcripción. 
 
Funcionalmente, los genes pueden definirse por el ensayo de cis-trans, un ensayo genético que determina si se 50 
producen dos mutaciones en el mismo gen y que puede usarse para determinar los límites de la unidad 
genéticamente activa (Rieger et al. (1976) Glossary of Genetics and Cytogenetics: Classical and Molecular, 4ª ed., 
Springer Verlag, Berlín). Un gen generalmente incluye las regiones precedentes (“líderes”; cadena arriba) y 
siguientes (“colas”; cadena abajo) a la región codificante. Un gen puede incluir también secuencias intermedias, no 
codificantes, denominadas “intrones”, localizadas entre segmentos codificantes individuales, denominados “exones”. 55 
La mayoría de los genes tienen una región promotora asociada, una secuencia reguladora 5’ del codón de inicio de 
la transcripción (hay algunos genes que no tienen un promotor identificable). La función de un gen también puede 
calcularse por potenciadores, operadores y otros elementos reguladores.  
 
Un “polinucleótido recombinante” es un polinucleótido que no está en su estado nativo, por ejemplo, el polinucleótido 60 
comprende una secuencia de nucleótidos no hallada en la naturaleza, o el polinucleótido está en un contexto distinto 
de en el que se encuentra en la naturaleza, por ejemplo, separado de secuencias de nucleótidos con las que 
normalmente está en proximidad en la naturaleza, o adyacente a (o contiguo con) secuencias de nucleótidos con las 
que normalmente no está en proximidad. Por ejemplo, la secuencia en cuestión puede clonarse en un vector, o 
recombinarse de otro modo con un o más ácidos nucleicos adicionales. 65 
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Un “polinucleótido aislado” es un polinucleótido, bien de origen natural o bien recombinante, que está presente fuera 
de la célula en la que normalmente se encuentra en la naturaleza, bien purificado o no. Opcionalmente, un 
polinucleótido aislado se somete a uno o más procedimientos de enriquecimiento o purificación, por ejemplo, lisis 
celular, extracción, centrifugación, precipitación o similares. 
 5 
Un “polipéptido” es una secuencia de aminoácidos que comprende una pluralidad de restos de aminoácidos 
polimerizados consecutivos, por ejemplo, al menos aproximadamente 15 restos de aminoácidos polimerizados 
consecutivos. En muchos casos, un polipéptido comprende una secuencia de restos de aminoácidos polimerizados 
que es un factor de transcripción o un dominio o parte o fragmento del mismo. Adicionalmente, el polipéptido puede 
comprender: (i) un dominio de localización; (ii) un dominio de activación; (iii) un dominio de represión; (iv) un dominio 10 
de oligomerización; (v) un dominio de unión a ADN; o similares. El polipéptido comprende opcionalmente restos de 
aminoácidos modificados, restos de aminoácidos de origen natural no codificados por un codón, restos de 
aminoácidos de origen no natural. 
 
“Proteína” se refiere a una secuencia de aminoácidos, oligopéptido, péptido, polipéptido o partes de los mismos bien 15 
de origen natural o bien sintético. 
 
“Parte”, como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier parte de una proteína usada para cualquier 
fin, pero especialmente para la exploración de una biblioteca de moléculas que se une específicamente con esa 
parte o para la producción de anticuerpos. 20 
 
Un “polipéptido recombinante” es un polipéptido producido por la traducción de un polinucleótido recombinante. Un 
“polipéptido sintético” es un polipéptido creado por polimerización consecutiva de restos de aminoácidos aislados 
usando métodos bien conocidos en la técnica. Un “polipéptido aislado”, bien si es un polipéptido de origen natural o 
uno recombinante, está más enriquecido en (o fuera de) una célula que el polipéptido en su estado natural en una 25 
célula de tipo silvestre, por ejemplo, más de aproximadamente 5 % enriquecido, más de aproximadamente 10 % 
enriquecido, o más de aproximadamente 20 %, o más de aproximadamente 50 %, o más, enriquecido, es decir, 
indicado como alternativa: 105 %, 110 %, 120 %, 150 % o más, enriquecido en relación con el tipo silvestre 
normalizado al 100 %. Dicho enriquecimiento no es el resultado de una respuesta natural de una planta de tipo 
silvestre. Como alternativa, o adicionalmente, el polipéptido aislado se separa de otros componentes celulares con 30 
los que está normalmente asociado, por ejemplo, por cualquiera de los diversos métodos de purificación de 
proteínas del presente documento. 
 
“Homología” se refiere a similitud de secuencia entre una secuencia de referencia y al menos un fragmento de un 
inserto de clon recién secuenciado o su secuencia de aminoácidos codificada. 35 
 
“Identidad” o “similitud” se refiere a similitud de secuencia entre dos secuencias polinucleotídicas o entre dos 
secuencias polipeptídicas, siendo la identidad una comparación más estricta. Las frases “porcentaje de identidad” y 
“% de identidad” se refieren al porcentaje de similitud de secuencia hallado en una comparación de dos o más 
secuencias polinucleotídicas o dos o más secuencias polipeptídicas. La “similitud de secuencia” se refiere al 40 
porcentaje de similitud en secuencia de pares de bases (como se determina por cualquier método adecuado) entre 
dos o más secuencias polinucleotídicas. Dos o más secuencias pueden ser cualquiera de 0-100 % similares, o 
cualquier valor entero entre ellos. La identidad o similitud puede determinarse comparando una posición en cada 
secuencia que pueda alinearse para fines de comparación. Cuando una posición en la secuencia comparada está 
ocupada por la misma base nucleotídica o aminoácido, entonces las moléculas son idénticas en esa posición. Un 45 
grado de similitud o identidad entre secuencias polinucleotídicas está en función del número de nucleótidos 
idénticos, coincidentes o correspondientes en posiciones compartidas por las secuencias polinucleotídicas. Un grado 
de identidad de secuencias polinucleotídicas está en función del número de aminoácidos idénticos en posiciones 
correspondientes compartidas por las secuencias polipeptídicas. Un grado de homología o similitud de las 
secuencias polipeptídicas está en función del número de aminoácidos en posiciones correspondientes compartidas 50 
por las secuencias polipeptídicas. 
 
“Alineamiento” se refiere a varias bases de nucleótidos o secuencias de restos de aminoácidos alineadas por 
comparación a lo largo de modo que puedan visualizarse e identificarse fácilmente los componentes en común (es 
decir, bases de nucleótidos o restos de aminoácidos en posiciones correspondientes). La fracción o el porcentaje de 55 
componentes en común están relacionados con la homología o identidad entre las secuencias. Pueden usarse 
alineamientos tales como los de las Figuras 5A-5H para identificar dominios conservados y relación dentro de estos 
dominios. Un alineamiento puede determinarse adecuadamente por medio de programas informáticos conocidos en 
la técnica, tales como el software MACVECTOR (1999) (Accehys, Inc., San Diego, CA).  
 60 
Un “dominio conservado” o “región conservada” como se usa en el presente documento se refiere a una región en 
secuencias polinucleotídicas o polipeptídicas heterólogas en las que hay un grado relativamente alto de identidad de 
secuencia entre las distintas secuencias. Un “dominio de gancho AT”, tal como se encuentra en un miembro 
polipeptídico de la familia del factor de transcripción de gancho AT, es un ejemplo de un dominio conservado. Con 
respecto a polinucleótidos que codifican factores de transcripción desvelados en el presente documento, un dominio 65 
conservado es preferentemente de al menos nueve pares de bases (pb) de longitud. Un “dominio conservado”, con 
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respecto a polipéptidos de gancho AT desvelados en el presente documento se refiere a un dominio dentro de una 
familia de factores de transcripción que muestra un mayor grado de homología de secuencia, tal como al menos 
aproximadamente 62 % de identidad de secuencia incluyendo sustituciones conservativas, al menos 
aproximadamente 63 %, al menos aproximadamente 65 %, al menos aproximadamente 67 %, al menos 
aproximadamente 68 %, al menos aproximadamente 69 %, al menos aproximadamente 71 %, al menos 5 
aproximadamente 78 % o al menos aproximadamente 89 % de identidad de secuencia de restos de aminoácidos 
con el dominio conservado. Las secuencias que poseen o codifican dominios conservados que cumplen estos 
criterios de porcentaje de identidad, y que tienen actividad biológica comparable con las presentes secuencias de 
factores de transcripción, siendo por lo tanto miembros del clado G1073 de polipéptidos de factores de transcripción, 
están abarcadas por la invención. Puede indicarse que un fragmento o dominio está fuera de un dominio 10 
conservado, fuera de una secuencia consenso, o fuera de un sitio de unión a ADN consenso que se sabe que existe 
o que existe para una clase, familia o subfamilia de factor de transcripción particular. En este caso, el fragmento o 
dominio no incluirá los aminoácidos exactos de una secuencia consenso o sitio de unión a ADN consenso de una 
clase, familia o subfamilia de factor de transcripción, o los aminoácidos exactos de una secuencia consenso de 
factor de transcripción particular o sitio de unión a ADN consenso. Además, un fragmento, región o dominio 15 
particular de un polipéptido, o un polinucleótido que codifica un polipéptido, puede estar “fuera de un dominio 
conservado” si todos los aminoácidos del fragmento, región o dominio quedan fuera de un dominio o dominios 
conservados definidos para un polipéptido o proteína. Las secuencias que tienen grados menores de identidad pero 
actividad biológica comparable se consideran equivalentes.  
 20 
Como reconoce un experto en la materia, los dominios conservados pueden identificarse como regiones o dominios 
de identidad con una secuencia consenso específica (véase, por ejemplo, Riechmann et al. (2000) Science 290: 
2105-2110). Por lo tanto, usando métodos de alineamiento bien conocidos en la técnica, pueden determinarse los 
dominios conservados de los factores de transcripción de plantas para las proteínas de gancho AT (Reeves y 
Beckerbauer (2001) Biochim. Biophys. Acta 1519: 13-29; y Reeves (2001) Gene 277: 63-81). 25 
 
Los dominios conservados para SEC ID Nº: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 26, 30, 38, 40, 42, 67 y 69 se enumeran en 
la Tabla 1. Además, los polipéptidos de la Tabla 1 tienen dominios de gancho AT y segundo conservado 
específicamente indicados por sitios de inicio y parada. Una comparación de las regiones de los polipéptidos en SEC 
ID Nº: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 26, 30, 38, 40, 42, 67 y 69 permite que un experto en la materia (véase, por 30 
ejemplo, Reeves y Nisson (1995) Biol. Chem. 265: 8573-8582) identifique dominios de gancho AT o dominios 
conservados para cualquiera de los polipéptidos enumerados o indicados en la presente divulgación. 
 
“Complementario” se refiere al enlace de hidrógeno natural por formación de pares de bases entre purinas y 

pirimidinas. Por ejemplo, la secuencia A-C-G-T (5’  3’) forma enlaces de hidrógeno con sus complementos A-C-G-35 
T (5’  3’) o A-C-G-U (5’  3’). Dos moléculas monocatenarias pueden considerarse parcialmente 
complementarias, si solamente algunos de los nucleótidos se enlazan, o “completamente complementarias” si todos 
los nucleótidos se enlazan. El grado de complementariedad entre cadenas de ácido nucleico afecta a la eficacia y 
fuerza de hibridación y reacciones de amplificación. “Completamente complementario” se refiere al caso en el que se 
produce enlace entre cada par de bases y su complemento en un par de secuencias, y las dos secuencias tienen el 40 
mismo número de nucleótidos. 
 
Las expresiones “altamente riguroso” o “condición altamente rigurosa” se refieren a las condiciones que permiten la 
hibridación de cadenas de ADN cuyas secuencias son altamente complementarias, en las que estas mismas 
condiciones excluyen la hibridación de ADN significativamente desapareados. Las secuencias polinucleotídicas 45 
capaces de hibridar en condiciones rigurosas con los polinucleótidos de la presente invención pueden ser, por 
ejemplo, variantes de las secuencias polinucleotídicas desveladas, incluyendo variantes alélicas o de corte y 
empalme, o secuencias que codifican ortólogos o parálogos de polipéptidos desvelados en el presente documento. 
Se desvelan métodos de hibridación de ácidos nucleicos en detalle en Kashima et al. (1985) Nature 313: 402-404, 
Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2ª Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring 50 
Harbor, N.Y. (“Sambrook”), y en Haymes et al. “Nucleic Acid Hybridization: A Practical Approach”, IRL Press, 

Washington, D. C. (1985).  
 

En general, la rigurosidad se determina por la temperatura, fuerza iónica y concentración de agentes 
desnaturalizantes (por ejemplo, formamida) usados en un procedimiento de hibridación y lavado (para una 55 
descripción más detallada del establecimiento y determinación de la rigurosidad, véase la sección “Identificación de 
Polinucleótidos o Ácidos Nucleicos por Hibridación” posterior). El grado en el que dos ácidos nucleicos hibridan en 
diversas condiciones de rigurosidad se correlaciona con el alcance de su similitud. Por lo tanto, secuencias de 
aminoácidos similares de diversas fuentes, tales como dentro del genoma de una planta (como en el caso de 
parálogos) o de otra planta (como en el caso de ortólogos) que pueden realizar funciones similares pueden aislarse 60 
basándose en su capacidad para hibridar con secuencias de factores de transcripción conocidas. Son posibles 
numerosas variaciones en las condiciones y medios por lo que puede realizarse hibridación de ácido nucleico para 
aislar secuencias de factores de transcripción que tienen similitud con secuencias de factores de transcripción 
conocidas en la técnica y no se limitan a las desveladas de forma explícita en el presente documento. Dicho enfoque 
puede usarse para aislar secuencias polinucleotídicas que tienen diversos grados de similitud con secuencias de 65 
factores de transcripción desveladas, tales como, por ejemplo, factores de transcripción codificados que tienen 62 % 
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o mayor identidad con el dominio de gancho AT de factores de transcripción desvelados. 
 
Los términos “parálogo” y “ortólogo” se definen posteriormente en la sección titulada “Ortólogos y Parálogos”. 
Brevemente, los ortólogos y parálogos son genes relacionados evolutivamente que tienen secuencias y funciones 
similares. Los ortólogos son genes estructuralmente relacionados en diferentes especies que derivan por un 5 
acontecimiento de especiación. Los parálogos son genes estructuralmente relacionados dentro de una única especie 
que derivan por un acontecimiento de duplicación. 
 
El término “equiválogo” describe miembros de un conjunto de proteínas homólogas que están conservadas con 
respecto a función desde su último ancestro común. Las proteínas relacionadas se agrupan en familias de 10 
equiválogos, y de otro modo en familias de proteínas con otros tipos de homología definidos jerárquicamente. Esta 
definición se proporciona en el sitio Web de la red global (www) del Instituto para la Investigación Genómica (TIGR) 
“tigr.org” bajo el encabezamiento “Terms associated with TIGRFAMs”.  
 
El término “variante”, como se usa en el presente documento, puede referirse a polinucleótidos o polipéptidos, que 15 
difieren de los polinucleótidos o polipéptidos desvelados en el presente documento, respectivamente, en su 
secuencia entre sí, y como se expone posteriormente. 
 
Con respecto a variantes polinucleotídicas, las diferencias entre polinucleótidos y variantes polinucleotídicas 
desvelados en el presente documento están limitadas de modo que las secuencias de nucleótidos de las primeras y 20 
las últimas son muy similares en general y, en muchas regiones, idénticas. Debido a la degeneración del código 
genético, las diferencias entre las primeras y últimas secuencias de nucleótidos pueden ser silenciosas (es decir, los 
aminoácidos codificados por el polinucleótido son iguales, y las secuencias polinucleotídicas variantes codifican la 
misma secuencia de aminoácidos que el polinucleótido desvelado en el presente documento). Las secuencias de 
nucleótidos variantes pueden codificar diferentes secuencias de aminoácidos, en cuyo caso dichas diferencias de 25 
nucleótidos darán como resultado sustituciones, adiciones, deleciones, inserciones, truncamientos o fusiones de 
aminoácidos con respecto a las secuencias polinucleotídicas desveladas similares. Estas variaciones pueden dar 
como resultado variantes polinucleotídicas que codifican polipéptidos que comparten al menos una característica 
funcional. La degeneración del código genético también dicta que muchos polinucleótidos variantes diferentes 
pueden codificar polipéptidos idénticos y/o sustancialmente similares además de las secuencias ilustradas en el 30 
Listado de Secuencias. 
 
Una variante de un ácido nucleico de factor de transcripción enumerado en el Listado de Secuencias es una que 
tiene una secuencia que difiere de una de las secuencias polinucleotídicas en el Listado de Secuencias, o una 
secuencia complementaria, que codifica un polipéptido funcionalmente equivalente (es decir, un polipéptido que 35 
tiene algún grado de actividad biológica equivalente o similar) pero difiere en secuencia de la secuencia en el Listado 
de Secuencias, debido a la degeneración del código genético. Se incluyen dentro de esta definición polimorfismos 
que pueden ser o no fácilmente detectables usando una sonda oligonucleotídica particular del polinucleótido que 
codifica el polipéptido, e hibridación inapropiada o inesperada con variantes alélicas, con un locus distinto del locus 
cromosómico normal para la secuencia polinucleotídica que codifica el polipéptido. 40 
 
“Variante alélica” o “variante alélica polinucleotídica” se refiere a cualquiera de dos o más formas alternativas de un 
gen que ocupan el mismo locus cromosómico. La variación alélica surge de forma natural mediante mutación, y 
puede dar como resultado polimorfismo fenotípico dentro de las poblaciones. Las mutaciones génicas pueden ser 
“silenciosas” o pueden codificar polipéptidos que tienen la secuencia de aminoácidos alterada. “Variante alélica” y 45 
“variante alélica polipeptídica” también pueden usarse con respecto a polipéptidos, y en este caso el término se 
refiere a un polipéptido codificado por una variante alélica de un gen. 
 
“Variante de corte y empalme” o “variante de corte y empalme polinucleotídica” como se usa en el presente 
documento se refieren a formas alternativas de ARN transcrito de un gen. La variación de corte y empalme se 50 
produce de forma natural como resultado de sitios alternativos que se cortan y empalman dentro de una única 
molécula de ARN transcrita o entre moléculas de ARN transcritas por separado, y puede dar como resultado varias 
formas diferentes de ARNm transcritas del mismo gen. Por lo tanto, las variantes de corte y empalme pueden 
codificar polipéptidos que tienen diferentes secuencias de aminoácidos, que pueden tener o no funciones similares 
en el organismo. La “variante de corte y empalme” o “variante de corte y empalme polipeptídica” también puede 55 
referirse a un polipéptido codificado por una variante de corte y empalme de un ARNm transcrito. 
 
Como se usa en el presente documento “variantes polinucleotídicas” también pude referirse a secuencias 
polinucleotídicas que codifican parálogos y ortólogos de las secuencias polipeptídicas desveladas en el presente 
documento. “Variantes polipeptídicas” puede referirse a secuencias polipeptídicas que son parálogos y ortólogos de 60 
las secuencias polipeptídicas desveladas en el presente documento. 
 
Las diferencias entre polipéptidos desvelados en el presente documento y variantes polipeptídicas están limitadas de 
modo que las secuencias de las primeras y las últimas son muy similares en general y, en muchas regiones, 
idénticas. Las secuencias polipeptídicas desveladas en el presente documento y variantes polipeptídicas similares 65 
pueden diferir en su secuencia de aminoácidos por una o más sustituciones, adicionales, deleciones, fusiones y 
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truncamientos, que pueden estar presentes en cualquier combinación. Estas diferencias pueden producir cambios 
silenciosos y dar como resultado un factor de transcripción funcionalmente equivalente. Por lo tanto, se apreciará 
fácilmente por los expertos en la materia, que cualquiera de diversas secuencias polinucleotídicas es capaz de 
codificar los factores de transcripción y polipéptidos homólogos de factores de transcripción descritos en el presente 
documento. Una variante de secuencia polipeptídica puede tener cambios “conservativos”, en los que un aminoácido 5 
sustituido tiene propiedades estructurales o químicas similares. Pueden realizarse por lo tanto sustituciones de 
aminoácidos deliberadas basándose en la similitud en polaridad, carga, solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilia y/o la 
naturaleza anfipática de los restos, siempre que se conserve una cantidad significativa de la actividad funcional o 
biológica del factor de transcripción. Por ejemplo, los aminoácidos con carga negativa pueden incluir ácido aspártico 
y ácido glutámico, los aminoácidos con carga positiva pueden incluir lisina y arginina, y los aminoácidos con grupos 10 
de cabeza polar no cargada que tienen valores de hidrofilia similares pueden incluir leucina, isoleucina y valina; 
glicina y alanina; asparagina y glutamina; serina y treonina; y fenilalanina y tirosina (para más detalles sobre 
sustituciones conservativas, véase Tabla 3). De forma menos común, una variante puede tener cambios “no 
conservativos”, por ejemplo, reemplazo de una glicina con un triptófano. Las variaciones menores similares también 
pueden incluir deleciones o inserciones de aminoácidos, o ambas. Los polipéptidos relacionados pueden 15 
comprender, por ejemplo, adiciones y/o deleciones de uno o más sitios de glucosilación ligados a N o ligados a O, o 
una adición y/o una deleción de uno o más restos de cisteína. Pueden encontrarse instrucciones para determinar 
qué y cuantos restos de aminoácidos pueden sustituirse, insertarse o suprimirse sin anular la actividad funcional o 
biológica usando programas informáticos bien conocidos en la técnica, por ejemplo, software DNASTAR (véase 
documento USPN 5.840.544). 20 
 
“Fragmento”, con respecto a un polinucleótido, se refiere a un clon o cualquier parte de una molécula polinucleotídica 
que conserva una característica utilizable, funcional. Los fragmentos útiles incluyen oligonucleótidos y 
polinucleótidos que pueden usarse en tecnologías de hibridación o amplificación o en la regulación de la replicación, 
transcripción o traducción. Un “fragmento polinucleotídico” se refiere a cualquier subsecuencia de un polinucleótido, 25 
normalmente de al menos aproximadamente 9 nucleótidos consecutivos, preferentemente al menos 
aproximadamente 30 nucleótidos, más preferentemente al menos aproximadamente 50 nucleótidos de cualquiera de 
las secuencias proporcionadas en el presente documento. Son fragmentos polinucleotídicos ejemplares los primeros 
sesenta nucleótidos consecutivos de los polinucleótidos del factor de transcripción enumerados en el Listado de 
Secuencias. Los fragmentos ejemplares también incluyen fragmentos que comprenden una región que codifica un 30 
dominio de gancho AT de un factor de transcripción. Los fragmentos ejemplares también incluyen fragmentos que 
comprenden un dominio conservado de un factor de transcripción. Los fragmentos ejemplares también incluyen 
fragmentos que comprenden un gancho AT o segundo dominio conservado de un factor de transcripción de gancho 
AT, por ejemplo, los restos de aminoácidos 34-42 y 78-175 de G1073 (SEC ID Nº: 2), como se indica en la Tabla 1. 
 35 
Los fragmentos también pueden incluir subsecuencias de polipéptidos y moléculas proteicas, o una subsecuencia 
del polipéptido. Los fragmentos pueden tener usos porque pueden tener potencial antigénico. En algunos casos, el 
fragmento o dominio es una subsecuencia del polipéptido que realiza al menos una función biológica del polipéptido 
intacto sustancialmente de la misma manera, o en un grado similar, que lo hace el polipéptido intacto. Por ejemplo, 
un fragmento polipeptídico puede comprender un motivo estructural reconocible o dominio funcional tal como un sitio 40 
de unión a ADN o dominio que se une con una región promotora de ADN, un dominio de activación, o un dominio 
para interacciones proteína-proteína, y puede iniciar la transcripción. Los fragmentos pueden variar de tamaño desde 
tan poco como 3 restos de aminoácidos hasta la longitud completa del polipéptido intacto, pero son preferentemente 
de al menos aproximadamente 30 restos de aminoácidos de longitud y más preferentemente de al menos 
aproximadamente 60 restos de aminoácidos de longitud. 45 
 
Las secuencias de ADN que codifican factores de transcripción y derivados de factores de transcripción, o 
fragmentos de los mismos, pueden producirse completamente por química sintética. Después de la producción, la 
secuencia sintética puede insertarse en cualquiera de los muchos vectores de expresión disponibles y sistemas 
celulares usando reactivos bien conocidos en la técnica. Además, puede usarse química sintética para introducir 50 
mutaciones en una secuencia codificante de factores de transcripción o cualquier fragmento de la misma. 
 
“Derivado” se refiere a la modificación química de una molécula de ácido nucleico o secuencia de aminoácidos. Las 
modificaciones químicas pueden incluir reemplazo de hidrógeno por un grupo alquilo, acilo o amino o glucosilación, 
pegilación o cualquier proceso similar que conserve o potencie la actividad biológica o vida útil de la molécula o 55 
secuencia.  
 
El término “planta” incluye plantas completas, órganos/estructuras vegetativos de brotes (por ejemplo, hojas, tallos y 
tubérculos), raíces, flores y órganos/estructuras florales (por ejemplo, brácteas, sépalos, pétalos, estambres, 
carpelos, anteras y óvulos), semillas (incluyendo embrión, endospermo y tegumento) y fruto (el ovario maduro), 60 
tejido vegetal (por ejemplo, tejido vascular, tejido terrestre y similares) y células (por ejemplo, células de guarda, 
células del óvulo y similares) y descendencia de los mismos. La clase de plantas que pueden usarse en el método 
de la invención generalmente es tan amplio como la clase de plantas superiores e inferiores susceptibles a técnicas 
de transformación, incluyendo angiospermas (plantas monocotiledóneas y dicotiledóneas), gimnospermas, helechos, 
equisetos, psilofitas, licofitas, briofitas y algas multicelulares (véase por ejemplo, Figura 1, adaptada de Daly et al. 65 
(2001) Plant Physiol. 127: 1328-1333; Figura 2, adaptada de Ku et al. (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97: 9121-
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9126; y véase también Tudge en The Variety of Life, Oxford University Press, Nueva York, NY (2000) pp. 547-606). 
 
Una “planta transgénica” se refiere a una planta que contiene material genético no hallado en una planta de tipo 
silvestre de la misma especie, variedad o cultivar. El material genético puede incluir un transgén, un acontecimiento 
de mutagénesis de inserción (tal como por transposón o mutagénesis de inserción de ADN-T), una secuencia de 5 
marcaje de activación, una secuencia mutada, un acontecimiento de recombinación homóloga o secuencia 
modificada por queraplastia. Normalmente, el material genético ajeno se ha introducido en la planta por 
manipulación humana, pero puede usarse cualquier método como reconocerá un experto en la materia.  
 
Una planta transgénica puede contener un vector o casete de expresión. El casete de expresión normalmente 10 
comprende una secuencia codificante de polipéptido unida operativamente con (es decir, bajo el control regulador 
de) secuencias reguladoras inducibles o constitutivas apropiadas que permiten la expresión controlada del 
polipéptido. El casete de expresión puede introducirse en una planta por transformación o por cultivo después de 
transformación de una planta parental. Una planta se refiere a una planta completa así como a una parte de planta, 
tal como una semilla, fruto, hoja, o raíz, tejido vegetal, células vegetales o cualquier otro material vegetal, por 15 
ejemplo, un explante vegetal, así como a descendencia de los mismos, y a sistemas in vitro que imitan los 
componentes bioquímicos o celulares o procesos en una célula.  
 
“Tipo silvestre”, como se usa en el presente documento, se refiere a una célula vegetal, semilla, componente 
vegetal, tejido vegetal, órgano vegetal o planta completa que no se ha modificado genéticamente o no se ha tratado 20 
en un sentido experimental. Pueden usarse células, semillas, componentes, tejido, órganos o plantas completas de 
tipo silvestre como controles para comparar los niveles de expresión y el alcance y naturaleza de la modificación de 
rasgos con células, tejido o plantas de la misma especie en los que se ha alterado la expresión de un factor de 
transcripción, por ejemplo, porque se ha anulado, sobreexpresado o expresado de forma ectópica. 
 25 
Una “planta de control” como se usa en la presente invención se refiere a una célula vegetal, semilla, componente 
vegetal, tejido vegetal, órgano vegetal o planta completa usado para comparar frente a una planta transgénica o 
modificada genéticamente para el fin de identificar un fenotipo potenciado en la planta transgénica o modificada 
genéticamente. Una planta de control puede en algunos casos ser una línea vegetal transgénica que comprende un 
vector vacío o gen marcador, pero no contiene el polinucleótido recombinante que se expresa en la planta 30 
transgénica o modificada genéticamente que se evalúa. En general, una planta de control es una planta de la misma 
línea o variedad que la planta transgénica o modificada genéticamente que se ensaya. Una planta de control 
adecuada incluiría una planta genéticamente no alterada o no transgénica de la línea parental usada para generar 
una planta transgénica del presente documento. 
 35 
Un “rasgo” se refiere a una característica fisiológica, morfológica, bioquímica o física de una planta o un material o 
célula vegetal particular. En algunos casos, esta característica es visible al ojo humano, tal como el tamaño de la 
semilla o la planta, o puede medirse por técnicas bioquímicas, tales como detección del contenido de proteínas, 
almidón o aceite de la semilla o las hojas, o mediante observación de un proceso metabólico o fisiológico, por 
ejemplo midiendo la tolerancia a privación de agua o concentraciones de sales o azúcares particulares, o mediante 40 
la observación del nivel de expresión de un gen o genes, por ejemplo, empleando análisis de Northern, RT-PCR, 
ensayos de expresión génica de micromatrices o sistemas de expresión de genes indicadores, o mediante 
observaciones agrícolas tales como tolerancia al estrés osmótico o producción. Sin embargo, puede usarse 
cualquier técnica para medir la cantidad de, nivel comparativo de, o diferencia en cualquier compuesto químico 
seleccionado o macromolécula en las plantas transgénicas. 45 
 
La “modificación de rasgos” se refiere a una diferencia detectable en una característica en una planta que expresa 
de forma ectópica un polinucleótido o polipéptido en relación con una planta que no lo hace, tal como una planta de 
tipo silvestre. En algunos casos, la modificación de rasgos puede evaluarse de forma cuantitativa. Por ejemplo, la 
modificación de rasgos puede suponer al menos aproximadamente un 2 % de aumento o reducción, o una diferencia 50 
aún mayor, en un rasgo observado en comparación con una planta de control o de tipo silvestre. Se sabe que puede 
haber una variación natural en el rasgo modificado. Por lo tanto, la modificación del rasgo observado implica un 
cambio de la distribución y magnitud normal del rasgo en las plantas en comparación con plantas de control o de tipo 
silvestre. 
 55 
Cuando dos o más plantas tienen “morfologías similares”, “morfologías sustancialmente similares”, “una morfología 
que es sustancialmente similar” o son “morfológicamente similares” las plantas tienen formas o apariencias 
comparables, incluyendo características análogas tales como dimensiones generales, altura, anchura, masa, masa 
de la raíz, forma, brillo, color, diámetro del tallo, tamaño de la hoja, dimensión de la hoja, densidad de la hoja, 
distancia internodal, ramificación, ramificación de la raíz, número y forma de inflorescencias, y otras características 60 
macroscópicas, y las plantas individuales no son fácilmente distinguibles basándose en sus características 
morfológicas solamente. 
 
“Modula” se refiere a un cambio en la actividad (biológica, química o inmunológica) o vida útil resultante de la unión 
específica entre una molécula y una molécula de ácido nucleico o una proteína. 65 
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La expresión “perfil de transcrito” se refiere a los niveles de expresión de un conjunto de genes en una célula en un 
estado particular, particularmente por comparación con los niveles de expresión de ese mismo conjunto de genes en 
una célula del mismo tipo en un estado de referencia. Por ejemplo, el perfil de transcrito de un factor de transcripción 
particular en una célula en suspensión es los niveles de expresión de un conjunto de genes en una célula anulando 
o sobreexpresando ese factor de transcripción en comparación con los niveles de expresión de ese mismo conjunto 5 
de genes en una célula en suspensión que tiene niveles normales de ese factor de transcripción. El perfil de 
transcrito puede presentarse como una lista de los genes cuyo nivel de expresión es significativamente diferente 
entre los dos tratamientos, y las relaciones de diferencia. Las diferencias y similitudes entre los niveles de expresión 
también pueden evaluarse y calcularse usando métodos estadísticos y de agrupamiento. 
 10 
“Expresión ectópica o expresión alterada” en referencia a un polinucleótido indica que el patrón de expresión en, por 
ejemplo, una planta transgénica o tejido vegetal, es diferente del patrón de expresión en una planta de tipo silvestre 
o una planta de referencia de la misma especie. El patrón de expresión también puede compararse con un patrón de 
expresión de referencia en una planta de tipo silvestre de la misma especie. Por ejemplo, el polinucleótido o 
polipéptido se expresa en un tipo celular o tisular distinto de un tipo celular o tisular en el que la secuencia se 15 
expresa en la planta de tipo silvestre, o por expresión en un momento distinto al momento en que la secuencia se 
expresa en la planta de tipo silvestre, o por una respuesta a diferentes agentes inducibles, tales como hormonas o 
señales ambientales, o a niveles de expresión diferentes (bien superiores o bien inferiores) en comparación con los 
hallados en una planta de tipo silvestre. La expresión también se refiere a patrones de expresión alterados que se 
producen reduciendo los niveles de expresión por debajo del nivel de detección o anulando completamente la 20 
expresión. El patrón de expresión resultante puede ser transitorio o estable, constitutivo o inducible. En referencia a 
un polipéptido, la expresión “expresión ectópica o expresión alterada” puede relacionarse además con niveles de 
actividad alterados resultantes de las interacciones de los polipéptidos con moduladores exógenos o endógenos o 
de interacciones con factores o como resultado de la modificación química de los polipéptidos. 
 25 
El término “sobreexpresión” como se usa en el presente documento se refiere a un mayor nivel de expresión de un 
gen en una planta, célula vegetal o tejido vegetal, en comparación con la expresión en una planta, célula o tejido de 
tipo silvestre, en cualquier estadio del desarrollo o temporal para el gen. Puede producirse sobreexpresión cuando, 
por ejemplo, los genes que codifican uno o más factores de transcripción están bajo el control de un promotor fuerte 
(por ejemplo, la región de inicio de la transcripción de 35S del virus del mosaico de la coliflor). La sobreexpresión 30 
también puede estar bajo el control de un promotor inducible o específico de tejido. Por lo tanto, la sobreexpresión 
puede producirse en toda una planta, en tejidos específicos de la planta, o en presencia o ausencia de señales 
ambientales particulares, dependiendo del promotor usado. 
 
La sobreexpresión puede tener lugar en células vegetales que normalmente carecen de expresión de polipéptidos 35 
funcionalmente equivalentes o idénticos a los presentes factores de transcripción. La sobreexpresión también puede 
producirse en células vegetales en las que la expresión endógena de los presentes factores de transcripción o 
moléculas funcionalmente equivalentes normalmente se produce, pero dicha expresión normal es a un nivel menor. 
La sobreexpresión da como resultado por lo tanto una producción mayor de lo normal, o “sobreproducción” del factor 
de transcripción en la planta, célula o tejido. 40 
 
La expresión “región reguladora de la transcripción” se refiere a una secuencia reguladora de ADN que regula la 
expresión de uno o más genes en una planta cuando un factor de transcripción que tiene uno o más dominios de 
unión específicos se une con la secuencia reguladora de ADN. Los factores de transcripción relacionados con la 
presente invención poseen un dominio de gancho AT y un segundo dominio conservado. Pueden encontrarse 45 
ejemplos de secuencias de dominio de gancho AT y segundo dominio conservado similares en la Tabla 1. Los 
factores de transcripción también comprenden una subsecuencia de aminoácidos que forma un dominio de 
activación de la transcripción que regula la expresión de uno o más genes de tolerancia al estrés abiótico en una 
planta cuando el factor de transcripción se une con la región reguladora. 
 50 
Descripción de las realizaciones específicas 
 

Los factores de transcripción modifican la expresión de genes endógenos 
 
Un factor de transcripción puede incluir, pero sin limitación, cualquier polipéptido que pueda activar o reprimir la 55 
transcripción de un único gen o varios genes. Como reconocerá un experto habitual en la materia, los factores de 
transcripción pueden identificarse por la presencia de una región o dominio de similitud e identidad estructural con 
una secuencia consenso específica o la presencia de un sitio de unión a ADN consenso específico o motivo de sitio 
de unión a ADN (véase, por ejemplo, Riechmann et al. (2000) mencionado anteriormente). Los factores de 
transcripción de plantas de la presente invención pertenecen a la familia del factor de transcripción de gancho AT 60 
(Reeves y Beckerbauer (2001) mencionado anteriormente; y Reeves (2001) mencionado anteriormente). 
 
En general, los factores de transcripción codificados por las presentes secuencias están implicados en diferenciación 
y proliferación celular y la regulación del crecimiento. En consecuencia, un experto en la materia reconocería que 
expresando las presentes secuencias en una planta, se puede cambiar la expresión de genes autólogos o inducir la 65 
expresión de genes introducidos. Afectando a la expresión de secuencias autólogas similares en una planta que 
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tiene la actividad biológica de las presentes secuencias, o introduciendo las presentes secuencias en una planta, se 
puede alterar el fenotipo de una planta a uno con rasgos mejorados relacionados con tensiones osmóticas. Las 
secuencias descritas en el presente documento también pueden usarse para transformar una planta e introducir 
rasgos deseables no hallados en el cultivar o cepa de tipo silvestre. Las plantas pueden seleccionarse después con 
respecto a las que producen el grado más deseable de sobre o infraexpresión de genes diana de interés y mejora de 5 
rasgos coincidente. 
 
Las secuencias descritas en el presente documento pueden ser de cualquier especie, particularmente especies 
vegetales, en una forma de origen natural o de cualquier fuente bien natural, sintética, semisintética o recombinante. 
Las secuencias también pueden incluir fragmentos de las presentes secuencias de aminoácidos. Cuando se indica 10 
“secuencia de aminoácidos” para referirse a una secuencia de aminoácidos de una molécula proteica de origen 
natural, no se pretende que “secuencia de aminoácidos” y expresiones similares limiten la secuencia de aminoácidos 
a la secuencia de aminoácidos nativa completa asociada con la molécula proteica indicada. 
 
Además de métodos para modificar un fenotipo vegetal empleando uno o más polinucleótidos y polipéptidos 15 
descritos en el presente documento, los polinucleótidos y polipéptidos tienen diversos usos adicionales. Estos usos 
incluyen su uso en la producción recombinante (es decir, expresión) de proteínas; como reguladores de la expresión 
génica de plantas, como sondas de diagnóstico para la presencia de ácidos nucleicos complementarios o 
parcialmente complementarios (incluyendo para detección de ácidos nucleicos codificantes naturales); como 
sustratos para reacciones adicionales, por ejemplo, reacciones de mutación, reacciones de PCR o similares; como 20 
sustratos para clonación por ejemplo, incluyendo reacciones de digestión o ligamiento; y para identificar 
moduladores exógenos o endógenos de los factores de transcripción. El polinucleótido puede ser, por ejemplo, ADN 
o ARN genómico, un transcrito (tal como un ARNm), un ADNc, un producto de PCR, un ADN clonado, un ADN o 
ARN sintético, o similares. El polinucleótido puede comprender una secuencia de orientaciones con sentido o 
antisentido. 25 
 
La expresión de genes que codifican factores de transcripción que modifican la expresión de genes endógenos, 
polinucleótidos y proteínas se conocen bien en la técnica. Además, las plantas transgénicas que comprenden 
polinucleótidos aislados que codifican factores de transcripción también pueden modificar la expresión de genes 
endógenos, polinucleótidos y proteínas. Los ejemplos incluyen Peng et al. (1997) Genes Development 11: 3194-30 
3205) y Peng et al. (1999) Nature, 400: 256-261). Además, muchos otros han demostrado que un factor de 
transcripción de Arabidopsis expresado en una especie vegetal exógena induce la misma o muy similar respuesta 
fenotípica. Véase, por ejemplo, Fu et al. (2001) Plant Cell 13: 1791-1802); Nandi et al. (2000) Curr. Biol. 10: 215-
218); Coupland (1995) Nature 377: 482-483); y Weigel y Nilsson (1995) Nature 377: 482-500). 
 35 
En otro ejemplo, Mandel et al. (1992) Cell 71-133-143, y Suzuki et al. (2001) Plant J. 28: 409-418, enseñan que un 
factor de transcripción expresado en otra especie vegetal induce la misma o una respuesta fenotípica muy similar de 
la secuencia endógena, como se ha predicho con frecuencia en estudios anteriores de factores de transcripción de 
Arabidopsis en Arabidopsis (véase Mandel et al. (1992) mencionado anteriormente; Suzuki et al. (2001) mencionado 
anteriormente). Otros ejemplos incluyen Müller et al. (2001) Plant J. 28: 169-179; Kim et al. (2001) Plant J. 25: 247-40 
259; Kyozuka y Shimamoto (2002) Plant Cell Physiol. 43: 130-135; Boss y Thomas (2002) Nature, 416: 847-850; He 
et al. (2000) Transgenic Res. 9: 223-227; y Robson et al. (2001) Plant J. 28: 619-631. 
 
En otro ejemplo más, Gilmour et al. (1998) Plant J. 16: 433-442) enseñan un factor de transcripción de AP2 de 
Arabidopsis, CBF1, que, cuando se sobreexpresa en plantas transgénicas, aumenta la tolerancia a congelación de la 45 
planta. Jaglo et al. (2001) Plant Physiol. 127: 910-917, identificaron adicionalmente secuencias en Brassica napus 
que codifican genes de tipo CBF y que transcritos de estos genes se acumulaban rápidamente en respuesta a 
temperatura baja. También se descubrió que los transcritos que codificaban proteínas de tipo CBF se acumulaban 
rápidamente en respuesta a temperatura baja en trigo, así como en tomate. Un alineamiento de las proteínas de 
CBF de Arabidopsis, B. napus, trigo, centeno y tomate reveló la presencia de restos de aminoácidos consecutivos 50 
conservados, PKK/RPAGRxKFxETRHP y DSAWR, que flanquean los dominios de unión a ADN de AP2/EREBP de 
las proteínas y los distinguen de otros miembros de la familia de proteínas AP2/EREBP. (Jaglo et al. (2001) 
mencionado anteriormente). 
 
Los factores de transcripción median en respuestas celulares y rasgos de control mediante expresión alterada de 55 
genes que contienen secuencias de nucleótidos de acción en cis que son dianas del factor de transcripción 
introducido. Se aprecia bien en la técnica que el efecto de un factor de transcripción en respuestas celulares o un 
rasgo celular se determina por los genes particulares cuya expresión está alterada directa o indirectamente (por 
ejemplo, por una cascada de acontecimientos de unión de factores de transcripción y cambios transcripcionales) por 
la unión de factores de transcripción. En un análisis global de la transcripción que compara una condición 60 
convencional con una en la que está sobreexpresado un factor de transcripción, el perfil del transcrito resultante 
asociado con la sobreexpresión del factor de transcripción está relacionado con el rasgo o proceso celular controlado 
por ese factor de transcripción. Por ejemplo, se ha mostrado que el gen PAP2 (y otros genes en la familia de MYB) 
controla la biosíntesis de antocianina mediante la regulación de la expresión de genes que se sabe que están 
implicados en la ruta biosintética de la antocianina (Bruce et al. (2000) Plant Cell 12: 65-79; y Borevitz et al. (2000) 65 
Plant Cell 12: 2383-2393). Además, se han usado perfiles de transcrito globales con éxito como herramientas de 
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diagnóstico para estados celulares específicos (por ejemplo, cancerosos frente a no cancerosos; Bhattacharjee et al. 
(2001) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98: 13790-13795; y Xu et al. (2001) Proc. Natl. Acad. Sci, USA 98: 15089-15094). 
En consecuencia, es evidente para un experto en la materia que la similitud del perfil de transcrito tras la 
sobreexpresión de diferentes factores de transcripción indicaría similitud de la función del factor de transcripción. 
 5 
Polipéptidos y polinucleótidos 
 
La presente divulgación se refiere, entre otras cosas, a factores de transcripción (TF), y polipéptidos homólogos de 
factores de transcripción, y polinucleótidos aislados o recombinantes que codifican los polipéptidos, o polipéptidos 
variantes de nueva secuencia o polinucleótidos que codifican nuevas variantes de factores de transcripción 10 
derivados de las secuencias específicas proporcionadas en el Listado de Secuencias. La presente divulgación 
proporciona métodos para modificar la biomasa de una planta modificando el tamaño o el número de hojas o 
semillas de una planta controlando varios procesos celulares, y para aumentar la tolerancia de una planta a 
tensiones abióticas. Estos métodos se basan en la capacidad para alterar la expresión de moléculas reguladoras 
críticas que pueden estar conservadas entre diversas especies vegetales. Pueden descubrirse originalmente 15 
moléculas reguladoras conservadas relacionadas en un sistema modelo tal como Arabidopsis y descubrirse después 
moléculas homólogas, funcionales, en otra especie vegetal. Esta última puede usarse después para conferir 
aumento de la biomasa o tolerancia al estrés abiótico en diversas especies vegetales. 
 
Se identificaron polinucleótidos ejemplares relacionados con la presente invención en la base de datos de GenBank 20 
de Arabidopsis thaliana usando programas y parámetros de análisis de secuencia disponibles públicamente. 
Después se caracterizaron adicionalmente secuencias inicialmente definidas para identificar secuencias que 
comprendían cadenas de secuencias específicas correspondientes a motivos de secuencia presentes en familias de 
factores de transcripción conocidos. Además, se identificaron polinucleótidos ejemplares adicionales en la base de 
datos de GenBank de plantas usando programas y parámetros de análisis de secuencia disponibles públicamente. 25 
Después se caracterizaron adicionalmente secuencias inicialmente definidas para identificar secuencias que 
comprendían cadenas de secuencias específicas correspondientes a motivos de secuencia presentes en familias de 
factores de transcripción conocidos. Las secuencias polinucleotídicas que cumplían dichos criterios se confirmaron 
como factores de transcripción. 
 30 
Se identificaron polinucleótidos adicionales explorando Arabidopsis thaliana y/u otras bibliotecas de ADNc vegetal 
con sondas correspondientes a factores de transcripción conocidos en condiciones de hibridación de baja 
rigurosidad. Se recuperaron posteriormente secuencias adicionales, incluyendo secuencias codificantes de longitud 
completa, por el procedimiento de amplificación rápida de extremos de ADNc (RACE) usando un kit disponible en el 
mercado de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Cuando sea necesario, se realizan múltiples ciclos de 35 
RACE para aislar extremos 5’ y 3’. Después se recuperó el ADNc de longitud completa por una reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR) de extremo a extremo rutinaria usando cebadores específicos para los extremos 5’ y 3’ 
aislados. Se proporcionan secuencias ejemplares en el Listado de Secuencias. 
 
Las secuencias polipeptídicas y polinucleotídicas de G1067 se identificaron previamente en la Solicitud de Patente 40 
Provisional de Estados Unidos 60/135.134, presentada el 20 de mayo de 1999. Las secuencias polipeptídicas y 
polinucleotídicas de G1073 se identificaron previamente en la Solicitud de Patente Provisional de Estados Unidos 
60/125.814, presentada el 23 de marzo de 1999. La función de G1073 en el aumento de la biomasa se desveló en la 
Solicitud Provisional de Estados Unidos Nº 60/227.439, presentada el 22 de agosto de 2000 y la utilidad para 
aumento de la tolerancia a sequía observado en líneas transgénicas 35S::G1073 se desveló en la Solicitud no 45 
Provisional de Estados Unidos Nº 10/374.780, presentada el 25 de febrero de 2003. Las secuencias polipeptídicas y 
polinucleotídicas de G2153 y G2156 se identificaron previamente en la Solicitud Provisional de Patente de Estados 
Unidos Nº 60/338.692, presentada el 11 de diciembre de 2001 y en las Solicitudes de Patente no Provisionales de 
Estados Unidos 10/225.066 y 10/225.068, ambas de las cuales se presentaron el 9 de agosto de 2002. El fenotipo 
de detección de azúcar alterada y de tolerancia al estrés osmótico conferido por la sobreexpresión de G2153 se 50 
desveló en estas presentaciones. En el momento en que se presentaron cada una de las solicitudes anteriores, se 
identificó que estas secuencias eran codificantes o eran factores de transcripción, que se definieron como 
polipéptidos que tienen la capacidad para efectuar transcripción de un gen diana. Se ha determinado que las 
secuencias que tienen actividad reguladora génica tienen utilidad específica y sustancial por la Oficina de Patentes y 
Marcas de Estados Unidos (Registro Federal (2001) 66(4): 1095). 55 
 
Estas secuencias y otras derivadas de especies diversas y halladas en el Listado de Secuencias se han expresado 
de forma ectópica en plantas con sobreexpresión. Los cambios en la característica o las características o el rasgo o 
los rasgos de las plantas se observaron después y se descubrió que conferían aumento de la biomasa o tolerancia al 
estrés abiótico. Por lo tanto, los polinucleótidos y polipéptidos pueden usarse para mejorar características deseables 60 
de las plantas.  
 
Los polinucleótidos relacionados con la presente invención también se expresaron de forma ectópica en células 
vegetales con sobreexpresión y los cambios en los niveles de expresión de varios genes, polinucleótidos y/o 
proteínas de las células vegetales observadas. Por lo tanto, los polinucleótidos y polipéptidos pueden usarse para 65 
cambiar los niveles de expresión de genes, polinucleótidos y/o proteínas de plantas o células vegetales. 
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La familia del factor de transcripción de gancho AT 
 
En organismos superiores, se ensambla ADN genómico en complejos de múltiples niveles con una serie de 
proteínas de unión a ADN, incluyendo las bien conocidas histonas y proteínas no histonas tales como las proteínas 
del grupo de alta movilidad (HMG). Las proteínas HMGA se clasifican en diferentes grupos basándose en sus 5 
motivos de unión a ADN, y uno de dichos grupos es el subgrupo HMG-I(Y) (recientemente renombrado como 
HMGA). Se ha mostrado que las proteínas en este grupo se unen con el surco menor del ADN mediante un péptido 
de nueve aminoácidos conservado (KRPRGRPKK) llamado el motivo de gancho AT (Reeves y Nisson (1995) 
mencionado anteriormente). En el centro de este motivo de gancho AT hay un tripéptido corto, altamente conservado 
de glicina-arginina-prolina (GRP). Este sencillo motivo de gancho AT puede estar presente en un número variable de 10 
copias (1-15) en una proteína de gancho AT dada. Por ejemplo, la proteína HMGA1 de mamífero tiene tres copias de 
este motivo. Las proteínas HMGA de mamífero participan en una amplia diversidad de procesos nucleares que 
varían de remodelación del cromosoma y la cromatina, a actuar como factores de transcripción arquitectónicos que 
regulan la expresión de numerosos genes in vivo. Como resultado, estas proteínas influyen en una serie diversa de 
procesos celulares incluyendo crecimiento, proliferación, diferenciación y muerte a través de las interacciones 15 
proteína-ADN y proteína-proteína (para revisiones véase Reeves y Beckerbauer (2001) mencionado anteriormente; y 
Reeves (2001) mencionado anteriormente). Se ha mostrado que las proteínas HMGA interaccionan específicamente 
con un gran número de otras proteínas, la mayoría de las cuales son factores de transcripción (Reeves (2001) 
mencionado anteriormente). También se someten a muchos tipos de modificación postraduccional. Un ejemplo es la 
fosforilación, que influye notablemente en su capacidad para interaccionar con sustratos de ADN, otras proteínas y 20 
cromatina (Onate et al. (1994) Mol. Cell Biol. 14: 3376-3391; Falvo et al. (1995) Cell 83: 1101-1111; Reeves y Nissen 
(1995) mencionado anteriormente; Huth et al. (1997) Nat. Struct. Biol. 4, 657-665; y Girard et al. (1998) EMBO J. 17: 
2079-2085). 
 
En plantas, se identificó una proteína con motivos de unión a ADN de gancho AT en avena (Nieto-Sotelo y Quail 25 
(1994) Biochem. Soc. Symp. 60, 265-275). Esta proteína se une con la región PE1 del promotor del gen del 
fitocromo A3 de avena y puede estar implicada en la regulación positiva de la expresión del gen PHYA3 (Nieto-
Sotelo y Quail (1994) mencionado anteriormente). También se han identificado proteínas de unión a ADN que 
contienen dominios de gancho AT en diversas especies vegetales, incluyendo arroz, guisantes y Arabidopsis (Meijer 
et al. (1996) Plant Mol. Biol. 31: 607-618; y Gupta et al (1997a) Plant Mol. Biol. 35: 987-992). Los genes de gancho 30 
AT del arroz se expresan predominantemente en tejidos jóvenes y meristemáticos, lo que sugiere que las proteínas 
de gancho AT pueden afectar a la expresión de genes que determinan el estado de diferenciación de las células. El 
gen de gancho AT del guisante se expresa en todos los órganos incluyendo raíces, tallos, hojas, flores, zarcillos y 
semillas en desarrollo (Gupta et al. (1997a) mencionado anteriormente). El análisis de transferencia de Northern 
reveló que se expresaba un gen de gancho AT de Arabidopsis en todos los órganos con la mayor expresión en flores 35 
y silicuas en desarrollo (Gupta et al. (1997b) Plant Mol. Biol. 34: 529-536). 
 

Recientemente, también se ha mostrado que la expresión de una proteína de gancho AT del maíz en células de 
levadura produce mejor crecimiento en un medio que contiene altas concentraciones de níquel. 
 40 
Nuevos genes de factores de transcripción de gancho AT y motivos de unión en Arabidopsis y otras especies 
diversas 
 
Los inventores han identificado al menos treinta y cuatro genes de Arabidopsis que codifican proteínas con motivos 
de unión a ADN de gancho AT. De estos, hay veintidós genes que codifican un único motivo de unión a ADN de 45 
gancho AT; ocho genes que codifican dos motivos de unión a ADN de gancho AT; tres genes (G280, G1367 y 
G2787, SEC ID Nº: 55, 57 y 59, respectivamente) que codifican cuatro motivos de unión a ADN de gancho AT y un 
único gen (G3045, SEC ID Nº: 61) que codifica tres motivos de unión a ADN de gancho AT. 
 
G1073 (SEC ID Nº: 2), por ejemplo, contiene un único motivo de unión a ADN de gancho AT típico (RRPRGRPAG) 50 
correspondiente a las posiciones 34 a 42 dentro de la proteína. Puede identificarse un dominio de 129 restos de 
aminoácidos altamente conservado con función desconocida (denominado en lo sucesivo el “segundo dominio 
conservado”) en el único subgrupo de dominio de gancho AT, el “clado G1073 de polipéptidos de factores de 
transcripción”, o más sencillamente el “clado G1073”. Después de esta región, un dominio ácido potencial abarca de 
la posición 172 a 190. Adicionalmente, el análisis de la proteína usando PROSITE revela tres sitios de fosforilación C 55 
de proteína quinasa potenciales en Ser32, Thr83 y Thr102, y tres sitios de fosforilación de caseína quinasa II 
potenciales en Ser6, Ser70 y Ser247 (Figura 3). En comparación con muchas otras proteínas de gancho AT, la 
proteína G1073 contiene un extremo N terminal más corto (Figuras 5A-5C). 
 
Los miembros del clado G1073 son estructuralmente distintos de otras proteínas relacionadas con el gancho AT, 60 
como puede verse en las Figuras 5C-5F, en comparación con G1073 y secuencias anteriores que están 
comprendidas dentro del clado G1073 (dentro de la caja grande) y las secuencias que incluyen G1945, G2155 y 
G3408, que representan secuencias de gancho AT que quedan fuera del clado (debajo de la caja grande). 
 
La Tabla 1 muestra los polipéptidos identificados por: polipéptido SEC ID Nº (primera columna); Gen ID o “GID” Nº 65 
(segunda columna); las coordenadas del resto de aminoácido para el dominio de gancho AT y segundo dominio 
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conservado (tercera columna); secuencias de gancho AT de los polipéptidos respectivos (cuarta columna); la 
identidad en términos de porcentaje con el dominio de gancho AT de G1073 (quinta columna); secuencias del 
segundo dominio conservado de los polipéptidos respectivos (sexta columna); y la identidad en términos de 
porcentaje con el segundo dominio conservado de G1073 (séptima columna). Se ha mostrado que muchas de estas 
secuencias confieren fenotipos tolerantes al estrés abiótico cuando se sobreexpresan en plantas, como se indica en 5 
la penúltima columna de la Tabla 1. La última columna indica las secuencias que se ha observado que aumentan la 
biomasa vegetal en líneas con sobreexpresión en relación con controles de tipo silvestre. Las secuencias 
polipeptídicas que muestran una capacidad significativa de conferir tolerancia al estrés abiótico y aumento de la 
biomasa incluyen dominios de gancho At y segundo conservado con 78 % y 62 % o mayor identidad con los 
dominios de gancho At y segundo conservado de G1073, respectivamente. 10 
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Dentro del clado G1073 de polipéptidos de factores de transcripción, el dominio de gancho AT comprende la 
secuencia consenso: 
 

RPRGRPXG (SEC ID Nº: 72)  
Arg-Pro-Arg-Gly-Arg-Pro-Xaa-Gly 5 

 
en la que Xaa puede ser cualquiera de varios restos de aminoácidos; en los ejemplos que se han mostrado hasta la 
fecha que confieren tolerancia al estrés abiótico, se ha mostrado que Xaa representa un resto de alanina, leucina, 
prolina o serina. 
 10 
También dentro del clado G1073, el segundo dominio conservado generalmente comprende la secuencia consenso: 
 

Gly-Xaa-Phe-Xaa-Ile-Leu-Ser-(Xaa)2-Gly-(Xaa)2-Leu- 
Pro-(Xaa)3-4-Pro-(Xaa)5-Leu-(Xaa)2-Tyr/Phe-(Xaa)2-Gly-(Xaa)2-Gly-Gln. 

 15 
Una subsecuencia menor de interés en las secuencias del clado G1073 comprende: 
 

Pro-(Xaa)5-Leu-(Xaa)2-Tyr (SEC ID Nº: 63); o  
Pro-(Xaa)5-Leu-(Xaa)2-Phe (SEC ID Nº: 64). 

 20 
La décima posición de SEC ID Nº: 63 y 64 es un resto aromático, específicamente tirosina o fenilalanina, en las 
secuencias del clado G1073 que se han examinado hasta la fecha. Hasta la fecha, no se han encontrado restos 
aromáticos en la posición correspondiente en los factores de transcripción de gancho AT que están fuera del clado 
G1073. 
 25 
Por lo tanto, los factores de transcripción relacionados con la presente invención poseen cada uno un dominio de 
gancho AT y un segundo dominio conservado, e incluyen parálogos y ortólogos de G1073 hallados por análisis de 
BLAST, como se describe posteriormente. Como se muestra en la Tabla 1, los dominios de gancho AT de G1073 y 
secuencias relacionadas son al menos 78 % idénticos a los dominios de gancho AT de G1073 y al menos 62 % 
idénticos al segundo dominio conservado hallado en G1073. Estos factores de transcripción se basan en la 30 
especificidad de unión de sus dominios de gancho AT; se ha mostrado que muchos tienen funciones similares o 
idénticas en plantas aumentando el tamaño y la biomasa de una planta (véase también Ejemplo VII, posterior). 
 
Producción de polipéptidos 
 35 
Los polinucleótidos relacionados con la presente invención incluyen secuencias que codifican factores de 
transcripción y polipéptidos homólogos de factores de transcripción y secuencias complementarias de los mismos, 
así como fragmentos únicos de secuencia codificante, o secuencia complementaria de la misma. Dichos 
polinucleótidos pueden ser, por ejemplo, ADN o ARN, por ejemplo, ARNm, ARNc, ARN sintético, ADN genómico, 
ADNc, ADN sintético, oligonucleótidos, etc. Los polinucleótidos son bicatenarios o monocatenarios e incluyen bien 40 
secuencias con sentido (es decir, codificantes) o bien secuencias antisentido (es decir, no codificantes, 
complementarias) o ambas. Los polinucleótidos incluyen la secuencia codificante de un factor de transcripción, o 
polipéptido homólogo del factor de transcripción, aislado, en combinación con secuencias codificantes adicionales 
(por ejemplo, un marcador de purificación, una señal de localización, como una proteína de fusión, como una 
preproteína, o similares), en combinación con secuencias no codificantes (por ejemplo, intrones o inteínas, 45 
elementos reguladores tales como promotores, potenciadores, terminadores y similares), y/o en un ambiente de 
vector y hospedador en el que el polinucleótido que codifica un factor de transcripción o polipéptido homólogo del 
factor de transcripción es un gen endógeno o exógeno, 
 
Existe diversos métodos para producir polinucleótidos. Se conocen bien por los expertos en la materia 50 
procedimientos para identificar y aislar clones de ADN y se describen en, por ejemplo, Berger y Kimmel (1987), 
“Guide to Molecular Cloning Techniques”, en Methods in Enzymology, vol. 152, Academic Press, Inc., San Diego, CA 
(“Berger”); Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning - A Laboratory Manual (2ª Edición), Vol. 1-3, Cold Spring 
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, and Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel et al. editores, 
Current Protocols, Greene Publishing Associates, Inc. y John Wiley & Sons, Inc. (complementado mediante 2000; 55 
“Ausubel”). 
 
Como alternativa, pueden producirse polinucleótidos por diversos métodos de amplificación in vitro adaptados a la 
presente invención mediante selección apropiada de cebadores específicos o degradados. Se encuentran ejemplos 
de protocolos suficientes para dirigir a personas expertas a través de los métodos de amplificación in vitro, 60 
incluyendo la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), la región en cadena de la ligasa (LCR), amplificación por 
Q-replicasa y otras técnicas mediadas por ARN polimerasa (por ejemplo, NASBA), por ejemplo, para la producción 
de los ácidos nucleicos homólogos en Berger (1987) mencionado anteriormente, Sambrook (1989) mencionado 
anteriormente y Ausubel (hasta 2000) mencionado anteriormente, así como Mullis et al. (1990) PCR Protocols A 
Guide to Methods and Applications (Innis et al., eds) Academic Press Inc. San Diego, CA. Se describen métodos 65 
mejorados para clonación de ácidos nucleicos amplificados in vitro en Wallace et al. Patente de Estados Unidos Nº 
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5.426.039. Se resumen métodos mejorados para amplificar ácidos nucleicos grandes por PCR en Cheng et al. 
(1994) Nature 369: 684-685 y las referencias citadas en la misma, en la que se generan amplicones de PCR de 
hasta 40 kb. Un experto en la materia apreciará que esencialmente cualquier ARN puede convertirse en un ADN 
bicatenario adecuado para digestión de restricción, expansión por PCR y secuenciación usando transcriptasa 
inversa y una polimerasa (Berger (1987) mencionado anteriormente; Sambrook (1989) mencionado anteriormente; y 5 
Ausubel (hasta 2000) mencionado anteriormente). 
 
Como alternativa, pueden ensamblarse polinucleótidos y oligonucleótidos a partir de fragmentos producidos por 
métodos de síntesis de fase sólida. Normalmente, se sintetizan individualmente fragmentos de hasta 
aproximadamente 100 bases y después se ligan de forma enzimática o química para producir una secuencia 10 
deseada, por ejemplo, un polinucleótido que codifica todo o una parte de un factor de transcripción. Por ejemplo, se 
describe síntesis química usando el método de fosforamidita, por ejemplo, en Beaucage et al. (1981) Tetrahedron 
Letters 22: 1859-1869; y Matthes et al. (1984) EMBO J. 3: 801-805. De acuerdo con dichos métodos, se sintetizan 
oligonucleótidos, se purifican, se hibridan con su cadena complementaria, se ligan y después se clonan 
opcionalmente en vectores adecuados. Si se desea, los polinucleótidos y polipéptidos pueden pedirse a medida de 15 
cualquiera de varios proveedores comerciales. 
 
Secuencias homólogas 
 
También se describen en el presente documento secuencias homólogas a las proporcionadas en el Listado de 20 
Secuencias derivadas de Arabidopsis thaliana o de otras plantas elegidas. Pueden derivarse secuencias homólogas 
de cualquier planta incluyendo monocotiledóneas y dicotiledóneas y en particular especies vegetales agrícolamente 
importantes, incluyendo pero sin limitación cultivos tales como soja, trigo, maíz, patata, algodón, arroz, colza, colza 
oleaginosa (incluyendo canola), girasol, alfalfa, trébol, caña de azúcar y pasto; o frutas y verduras, tales como 
plátano, mora, arándano, fresa y frambuesa, cantalupo, zanahoria, coliflor, café, pepino, berenjena, uvas, melón 25 
dulce, lechuga, mango, melón, cebolla, papaya, guisantes, pimientos, piña, calabaza gigante, espinaca, calabaza, 
maíz dulce, tabaco, tomate, tomatillo, sandía, frutas rosáceas (tales como manzana, melocotón, pera, cereza y 
ciruela) y hortalizas del género Brassica (tales como brócoli, repollo, coliflor, coles de Bruselas y colirrábano). Otros 
cultivos, incluyendo frutas y verduras, cuyo fenotipo puede cambiarse y que comprenden secuencias homólogas 
incluyen cebada; centeno; mijo; sorgo; grosella; aguacate; frutas cítricas tales como naranjas, limones, pomelos y 30 
mandarinas, alcachofa, cerezas; nueces tales como la nuez y el cacahuete; endivia; puerro; raíces tales como 
arruruz, remolacha, yuca, nabo, rábano, ñame y boniato; y judías. Las secuencias homólogas también pueden 
derivar de especies leñosas, tales como pino, chopo y eucalipto o menta u otras lamiáceas. Además, las secuencias 
homólogas pueden derivar de plantas que están relacionadas evolutivamente con plantas de cultivo, pero que 
pueden no haberse usado aún como plantas de cultivo. Los ejemplos incluyen belladona (Atropa belladona), 35 
relacionada con el tomate; estramonio (Datura strommium), relacionada con el peyote; y teosinte (especie de Zea), 
relacionada con el maíz. 
 
Ortólogos y parálogos 
 40 
Las secuencias homólogas como se ha descrito anteriormente pueden comprender secuencias ortólogas o 
parálogas. Se conocen varios métodos diferentes por los expertos en la materia para identificar y definir estas 
secuencias funcionalmente homólogas. Se describen tres métodos generales para definir ortólogos y parálogos; un 
ortólogo o parálogo, incluyendo equiválogos, puede identificarse por uno o más de los métodos descritos 
posteriormente. 45 
 
Dentro de una única especie vegetal, la duplicación génica puede provocar dos copias de un gen particular, dando 
lugar a dos o más genes con secuencia similar y con frecuencia función similar conocidos como parálogos. Un 
parálogo es por lo tanto un gen similar formado por duplicación dentro de la misma especie. Los parálogos 
normalmente se agrupan entre sí o en el mismo clado (un grupo de genes similares) cuando se analiza una filogenia 50 
familiar de un gen usando programas tales como CLUSTAL (Thompson et al. (1994) Nucleic Acids Res. 22: 4673-
4680; Higgins et al. (1996) Methods Enzymol. 266: 383-402). También pueden identificarse grupos de genes 
similares con análisis de BLAST por pares (Feng y Doolittle (1987) J. Mol. Evol. 25: 351-360). Por ejemplo, un clado 
de factores de transcripción del dominio MADS muy similares de Arabidopsis comparten todos una función común en 
el tiempo de floración (Ratcliffe et al. (2001) Plant Physiol. 126: 122-132), y un grupo de factores de transcripción de 55 
dominio AP2 muy similares de Arabidopsis están implicados en la tolerancia de las plantas a congelación (Gilmour et 
al. (1998) Plant J. 16: 433-442). El análisis de grupos de genes similares con función similar que quedan dentro de 
un clado puede producir subsecuencias que son particulares del clado. Estas subsecuencias, conocidas como 
secuencias consenso, pueden usarse no solamente para definir la secuencia dentro de cada clado, sino que definen 
las funciones de estos genes; los genes dentro de un clado pueden contener secuencias parálogas, o secuencias 60 
ortólogas que comparten la misma función (véase también, por ejemplo, Mount (2001), en Bioinformatics: Sequence 
and Genome Analysis, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, página 543). 
 
La especiación, la producción de nuevas especies a partir de una especie parental, también puede dar lugar a dos o 
más genes con secuencia similar y función similar. Estos genes, denominados ortólogos, con frecuencia tienen una 65 
función idéntica dentro de sus plantas hospedadoras y son con frecuencia intercambiables entre especies sin 
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pérdida de función. Debido a que las plantas tienen ancestros comunes, muchos genes en cualquier especie vegetal 
tendrán un gen ortólogo correspondiente en otra especie vegetal. Una vez que se ha construido un árbol filogenético 
para una familia génica de una especie usando un programa tal como CLUSTAL (Thompson et al. (1994) Nucleic 
Acids Res. 22: 4673-4680; Higgins et al. (1996) mencionado anteriormente) pueden situarse secuencias ortólogas 
potenciales en el árbol filogenético y puede determinarse su relación con genes de la especie de interés. También 5 
pueden identificarse secuencias ortólogas por una estrategia de BLAST recíproca. Una vez que se ha identificado 
una secuencia ortóloga, puede deducirse la función del ortólogo a partir de la función identificada de la secuencia de 
referencia. 
 
Las secuencias génicas del factor de transcripción están conservadas entre diversas líneas de especies eucariotas 10 
(Goodrich et al. (1993) Cell 75: 519-530; Lin et al. (1991) Nature 353: 569-571; Sadowski et al. (1988) Nature 335: 
563-564). Las plantas no son una excepción a esta observación; diversas especies vegetales poseen factores de 
transcripción que tienen secuencias y funciones similares. 
 
Los genes ortólogos de diferentes organismos tienen funciones altamente conservadas, y muy frecuentemente 15 
funciones esencialmente idénticas (Lee et al. (2002) Genome Res. 12: 493-502; Remm et al. (2001) J. Mol. Biol. 314: 
1041-1052). Los genes parálogos que han divergido mediante duplicación génica, pueden conservar funciones 
similares de las proteínas codificadas. En dichos casos, pueden usarse parálogos de forma intercambiable con 
respecto a ciertas realizaciones de la presente invención (por ejemplo, expresión transgénica de una consecuencia 
codificante). Un ejemplo de dichos parálogos altamente relacionados es la familia CBF, con tres miembros bien 20 
definidos en Arabidopsis y al menos un ortólogo en Brassica napus, todos los cuales controlan rutas implicadas en el 
estrés tanto de congelación como de sequía (Gilmour et al. (1998) Plant J. 16: 433-442; Jaglo et al. (1998) Plant 
Physiol. 127: 910-917). 
 
Las siguientes referencias representan una pequeña muestra de los muchos estudios que demuestran que los genes 25 
de factores de transcripción conservados de diversas especies probablemente actúan de forma similar (es decir, 
regulan secuencias diana similares y controlan los mismos rasgos), y que los factores de transcripción pueden 
transformarse en diversas especies para conferir o mejorar rasgos. 
 

(1) Se ha mostrado que factores de transcripción de Arabidopsis definidos, incluyendo G28 (hallado en la Patente 30 
de Estados Unidos 6.664.446), G482 (hallado en la Solicitud de Patente de Estados Unidos 20040045049), G867 
(hallado en la Solicitud de Patente de Estados Unidos 20040098764) y G1073 (hallado en la Patente de Estados 
Unidos 6.717.034) confieren tolerancia al estrés o biomasa aumentada cuando se sobreexpresan las secuencias. 
Las secuencias polipeptídicas pertenecen a distintos clados de polipéptidos de factores de transcripción que 
incluyen miembros de diversas especies. En cada caso, se ha mostrado que un número significativo de 35 
secuencias de miembros del clado derivadas tanto de dicotiledóneas como de monocotiledóneas confieren 
biomasa aumentada o tolerancia al estrés cuando las secuencias se sobreexpresaron (datos no publicados). 
(2) El gen NPR1 de Arabidopsis regula la resistencia adquirida sistémica (SAR); la sobreexpresión de NPR1 
conduce a resistencia potenciada en Arabidopsis. Cuando NPR1 de Arabidopsis o el ortólogo de NPR1 del arroz 
se sobreexpresó en arroz (que, como una monocotiledónea, es distinto de Arabidopsis), y se expuso al patógeno 40 
de roya bacteriana del arroz Xanthomonas oryzae pv. Oryzae, las plantas transgénicas presentaron resistencia 
potenciada (Chern et al. (2001) Plant J. 27: 101-113). NPR1 actúa mediante la activación de la expresión de 
genes de factores de transcripción, tales como TGA2 (Fan y Dong (2002) Plant Cell 14: 1377-1389). 
(3) Genes de E2F están implicados en la transcripción de genes vegetales para antígeno nuclear celular en 
proliferación (PCNA). Los E2F vegetales comparten un alto grado de similitud en la secuencia de aminoácidos 45 
entre monocotiledóneas y dicotiledóneas, y son incluso similares a los dominios conservados de los E2F 
animales. Dicha conservación indica una similitud funcional entre E2F vegetales y animales. Los factores de 
transcripción de E2F que regulan el desarrollo del meristemo actúan mediante elementos en cis comunes, y 
regulan genes relacionados (PCNA) (Kosugi y Ohashi, (2002) Plant J. 29: 45-59). 
(4) El gen de ABI5 (insensible a ABA 5) codifica un factor de cremallera de leucina básico requerido para la 50 
respuesta de ABA en los tejidos de semillas y vegetativos. Los experimentos de cotransformación con 
construcciones de ADNc de ABI5 en protoplastos de arroz dieron como resultado la transactivación específica de 
promotores de trigo, Arabidopsis, judías y cebada inducibles por ABA. Estos resultados demuestran que factores 
de transcripción de ABI5 secuencialmente similares son dianas clave de una ruta de señalización de ABA 
conservada en diversas plantas (Gampala et al. (2001) J. Biol. Chem. 277: 1689-1694). 55 
(5) Se obtuvieron secuencias de tres genes de tipo GAMYB de Arabidopsis basándose en la similitud de 
secuencia con los genes de GAMYB de cebada, arroz y L. temulentum. Se determinó que estos tres genes de 
Arabidopsis codificaban factores de transcripción (AtMYB33, AtMYB65 y AtMYB101) y podrían sustituir a un 
GAMYB de cebada y controlar la expresión de alfa amilasa (Gocal et al. (2001) Plant Physiol. 127: 1682-1693). 
(6) El gen de control floral LEAFY de Arabidopsis puede acelerar drásticamente la floración en numerosas 60 
plantas dicotiledóneas. La expresión constitutiva de LEAFY de Arabidopsis también provocó la floración 
temprana en arroz transgénico (una monocotiledónea), con una fecha de espigación que fue de 26-34 días más 
temprano que la de las plantas de tipo silvestre. Estas observaciones indican que los genes reguladores florales 
de Arabidopsis son herramientas útiles para mejorar la fecha de espigación en cultivos de cereales (He et al. 
(2000) Transgenic Res. 9: 223-227). 65 
(7) Las giberelinas bioactivas (GA) son reguladores endógenos esenciales del crecimiento vegetal. La 
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señalización de GA tiende a estar conservada en todo el reino vegetal. La señalización de GA está mediada 
mediante GAI, un miembro nuclear de la familia de GRAS de factores de transcripción vegetales. Se ha mostrado 
que GAI de Arabidopsis actúa en el arroz para inhibir las rutas de respuesta a giberelina. (Fu et al. (2001) Plant 
Cell 13: 1791-1802). 
(8) El gen de Arabidopsis SUPERMAN (SUP), codifica un factor de transcripción potencial que mantiene la 5 
separación entre los estambres y los carpelos. Sobreexpresando SUP de Arabidopsis en el arroz, se mostró que 
el efecto de la presencia del gen en las separaciones de verticilos estaba conservado. Esto demostró que SUP 
es un regulador conservado de las separaciones de verticilos florales y afecta a la proliferación celular (Nandi et 
al. (2000) Curr. Biol. 10: 215-218.) 
(9) Factores de transcripción de myb de maíz, petunia y Arabidopsis que regulan la biosíntesis de flavonoides 10 
son genéticamente muy similares y afectan al mismo rasgo en su especie nativa, por lo tanto la secuencia y 
función de estos factores de transcripción de myb se correlacionan entre sí en estas diversas especies (Borevitz 
et al. (2000) Plant Cell 12: 2383-2394).  
(10) Los genes reduced height-1 del trigo (Rht-B1/Rht-D1) y dwarf-8 de maíz (d8) son ortólogos del gen 
insensible a giberelina (GAI) de Arabidopsis. Ambos de estos genes se han usado para producir variedades de 15 
grano enano que han mejorado la producción de grano. Estos genes codifican proteínas que se asemejan a 
factores de transcripción nucleares y contienen un dominio de tipo SH2, lo que indica que la fosfotirosina puede 
participar en la señalización de giberelina. Se ha mostrado que las plantas de arroz transgénico que contienen un 
alelo de GAI mutante de Arabidopsis producen respuestas reducidas a giberelina y se hacen enanas, lo que 
indica que los ortólogos de GAI mutantes podrían usarse para aumentar el rendimiento en una amplia serie de 20 
especies de cultivo (Peng et al. (1999) Nature 400: 256-261.) 

 

Los factores de transcripción que son homólogos de los factores de transcripción de gancho AT enumerados 
normalmente compartirán al menos aproximadamente 78 % y 62 % de la identidad de secuencia de aminoácidos en 
sus dominios de gancho AT y segundo conservado, respectivamente. Los factores de transcripción más 25 
estrechamente relacionados pueden compartir al menos aproximadamente el 89 % o aproximadamente el 100 % de 
identidad en sus dominios de gancho AT, y al menos aproximadamente 62 %, 63 %, 65 %, 66 %, 67 %, 68 %, 69 %, 
71 %, o mayor identidad con el segundo dominio conservado de G1073, como se ve por los ejemplos que se ha 
mostrado que confieren tolerancia al estrés abiótico en la Tabla 1. Los factores de transcripción que son homólogos 
de las secuencias enumeradas deberían compartir al menos aproximadamente el 50 %, al menos aproximadamente 30 
el 75 %, al menos aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el 90 %, o al menos aproximadamente el 
95 % de identidad de secuencia de aminoácidos sobre la longitud completa del polipéptido o el homólogo. 
 
Al nivel de nucleótidos, las secuencias descritas en el presente documento normalmente compartirán al menos 
aproximadamente el 40 % de identidad de secuencia de nucleótidos, preferentemente al menos aproximadamente el 35 
50 %, aproximadamente el 60 %, aproximadamente el 70 % o aproximadamente el 80 % de identidad de secuencia, 
y más preferentemente aproximadamente el 85 %, aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 95 % o 
aproximadamente el 97 % o más de identidad de secuencia con una o más de las secuencias de longitud completa 
enumeradas, o con una secuencia enumerada pero excluyendo o fuera de la región o las regiones que codifican una 
secuencia consenso conocida o sitio de unión a ADN consenso, o fuera de la región o regiones que codifican uno o 40 
todos los dominios conservados. La regeneración del código genético permite variaciones importantes en la 
secuencia de nucleótidos de un polinucleótido manteniendo a la vez la secuencia de aminoácidos de la proteína 
codificada.  
 
El porcentaje de identidad puede determinarse de forma electrónica, por ejemplo, usando el programa MEGALIGN 45 
(DNASTAR, Inc. Madison, Wis.). El programa MEGALIGN puede crear alineamientos entre dos o más secuencias de 
acuerdo con diferentes métodos, por ejemplo, el método de clustal (véase, por ejemplo, Higgins y Sharp (1988) 
Gene 73: 237-244). El algoritmo de clustal agrupa las secuencias en grupos examinando las distancias entre todos 
los pares. Los grupos se alinean por pares y después en grupos. Pueden usarse otros algoritmos de alineamiento o 
programas, incluyendo FASTA, BLAST o ENTREZ, FASTA y BLAST, y que pueden usarse para calcular el 50 
porcentaje de similitud. Estos están disponibles como parte del paquete de análisis de secuencias GCG (Universidad 
de Wisconsin, Madison, WI) y pueden usarse con o sin ajustes por defecto. ENTREZ está disponible a través del 
Centro Nacional para la Información Biotecnológica. En una realización, el porcentaje de identidad de dos 
secuencias puede determinarse por el programa GCG con un peso de hueco de 1, por ejemplo, cada hueco de 
aminoácido se pondera como si fuera un desapareamiento de un único aminoácido o nucleótido entre las dos 55 
secuencias (véase documento USPN 6.262.333). 
 
Otras técnicas para alineamiento se describen en Methods in Enzymology, vol. 266, Computer Methods for 
Macromolecular Sequence Analysis (1996), ed. Doolittle, Academic Press, Inc., San Diego, Calif., Estados Unidos. 
Preferentemente, se utiliza un programa de alineamiento que permite huecos en la secuencia para alinear las 60 
secuencias. El Smith-Waterman es un tipo de algoritmo que permite huecos en los alineamientos de secuencias 
(véase Shpaer (1997) Methods Mol. Biol. 70: 173-187). Además, el programa GAP que usa el método de 
alineamiento de Needleman y Wunsch puede utilizarse para alinear secuencias. Una estrategia de búsqueda 
alternativa usa software MPSRCH, que se procesa en un ordenador MASPAR. MPSRCH usa un algoritmo de Smith-
Waterman para puntuar secuencias en una ordenador paralelo masivo. Este enfoque mejora la capacidad para 65 
seleccionar coincidencias lejanamente relacionadas, y es especialmente tolerante de huecos pequeños y errores de 
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secuencia de nucleótidos. Pueden usarse secuencias de aminoácidos codificadas por ácido nucleico para buscar 
bases de datos tanto proteicas como de ADN. 
 
El porcentaje de similitud entre dos secuencias polipeptídicas, por ejemplo, secuencia A y secuencia B, se calcula 
dividiendo la longitud de la secuencia A, menos el número de restos con huecos en la secuencia A, menos el 5 
número de restos con huecos en la secuencia B, entre la suma de las coincidencias de restos entre la secuencia A y 
secuencia B, por cien. Los huecos de baja o ninguna similitud entre las dos secuencias de aminoácidos no se 
incluyen en la determinación del porcentaje de similitud. El porcentaje de identidad entre las secuencias 
polinucleotídicas también puede contarse o calcularse por otros métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, el 
método de Jotun Hein (véase, por ejemplo, Hein (1990) Methods Enzymol. 183: 626-645). La identidad entre las 10 
secuencias también puede determinarse por otros métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, variando las 
condiciones de hibridación (véase Solicitud de Patente de Estados Unidos Nº 20010010913). 
 
Por lo tanto, los métodos para identificar una secuencia similar o paráloga, ortóloga u homóloga de uno o más 
polinucleótidos como se observa en el presente documento, o uno o más polipéptidos diana codificados por los 15 
polinucleótidos, u observados de otro modo en el presente documento y pueden incluir enlace o asociación de un 
fenotipo vegetal dado o función génica con una secuencia. En los métodos, se proporciona una base de datos de 
secuencias (localmente o a través de Internet o una intranet) y se realiza una consulta frente a la base de datos de 
secuencias usando las secuencias relevantes en el presente documento y fenotipos vegetales o funciones génicas 
asociados. 20 
 
Además, una o más secuencias polinucleotídicas o uno o más polipéptidos codificados por las secuencias 
polinucleotídicas pueden usarse para buscar frente a una base de datos BLOCKS (Bairoch et al. (1997) Nucleic 
Acids Res. 25: 217-221), PFAM y otras que contienen motivos, secuencias y funciones génicas previamente 
identificados y anotados. Los métodos que buscan patrones de secuencia primarios con penalizaciones de hueco de 25 
estructura secundarios (Smith et al. (1992) Protein Engineering 5: 35-51) así como algoritmos tales como la 
Herramienta de Búsqueda de Alineamiento Local Básica (BLAST; Altschul (1993) J. Mol. Evol. 36: 290-300; Altschul 
et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-410), BLOCKS (Henikoff y Henikoff (1991) Nucleic Acids Res. 19: 6565-6572), 
Modelos de Markov Ocultos (HMM; Eddy (1996) Curr. Opin. Str. Biol. 6: 361-365; Sonnhammer et al. (1997) Proteins 
28: 405-420) y similares, pueden usarse para manipular y analizar secuencias polinucleotídicas y polipeptídicas 30 
codificadas por polinucleótidos. Estas bases de datos, algoritmos y otros métodos se conocen bien en la técnica y se 
describen en Ausubel et al. (1997) Short Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Nueva York, NY, unidad 
7.7, y en Meyers (1995) Molecular Biology and Biotechnology, Wiley VCH, Nueva York, NY, p 856-853. 
 
Un método adicional para identificar o confirmar que las secuencias homólogas específicos controlan la misma 35 
función es comparando el perfil o los perfiles del transcrito obtenidos tras la sobreexpresión o anulación de dos o 
más factores de transcripción relacionados. Ya que los perfiles de transcritos son diagnósticos para estados 
celulares específicos, un experto en la materia apreciará que los genes que tienen un perfil de transcritos altamente 
similar (por ejemplo, con más del 50 % de transcritos regulados en común, con más del 70 % de transcritos 
regulados en común, o con más del 90 % de transcritos regulados en común) tendrán funciones altamente similares. 40 
Fowler et al. (2002) Plant Cell 14: 1675-1679, han mostrado que tres genes parálogos de la familia AP2 (CBF1, 
CBF2 y CBF3), cada uno de los cuales se induce tras tratamiento con frío, y cada uno de los cuales puede 
condicionar la tolerancia a congelación mejorada, tienen perfiles de transcritos altamente similares. Una vez que se 
ha mostrado que un factor de transcripción proporciona una función específica, su perfil de transcritos se convierte 
en una herramienta de diagnóstico para determinar si los parálogos u ortólogos potenciales tienen la misma función. 45 
 
Además, pueden usarse métodos que usan alineamiento manual de secuencias similares u homólogas con una o 
más secuencias polinucleotídicas o uno o más polipéptidos codificados por las secuencias polinucleotídicas para 
identificar regiones de similitud y dominios de gancho AT. Dichos métodos manuales se conocen bien por los 
expertos en la materia y pueden incluir, por ejemplo, comparaciones de estructura terciaria entre una secuencia 50 
polipeptídica codificada por un polinucleótido que comprende una función conocida con una secuencia polipeptídica 
codificada por una secuencia polinucleotídica que tiene una función aún no determinada. Dichos ejemplos de 
estructura terciaria pueden comprender hélices alfa predichas, láminas beta, hélices anfipáticas, motivos de 
cremallera de leucina, motivos de dedos de cinc, regiones ricas en prolina, motivos de repetición de cisteína y 
similares. 55 
 
Los ortólogos y parálogos de factores de transcripción desvelados en el presente documento pueden clonarse 
usando composiciones proporcionadas por la presente invención de acuerdo con métodos bien conocidos en la 
técnica. Pueden clonarse ADNc usando ARNm de una célula o tejido vegetal que expresa uno de los presentes 
factores de transcripción. Las fuentes de ARNm apropiadas pueden identificarse explorando transferencias de 60 
Northern con sondas diseñadas a partir de las presentes secuencias de factores de transcripción, después de lo cual 
se prepara una biblioteca a partir del ARNm obtenido de una célula o tejido positivo. Después se aísla ADNc 
codificante del factor de transcripción usando, por ejemplo, PCR, usando cebadores diseñados a partir de una 
secuencia génica del factor de transcripción desvelado en el presente documento, o explorando con un ADNc parcial 
o completo o con uno o más conjuntos de sondas degradadas basándose en las secuencias desveladas. La 65 
biblioteca de ADNc puede usarse para transformar células vegetales. Se detecta expresión de los ADNc de interés 
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usando, por ejemplo, métodos desvelados en el presente documento tales como micromatrices, transferencias de 
Northern, PCR cuantitativa o cualquier otra técnica para controlar los cambios en la expresión. Los clones 
genómicos pueden aislarse usando técnicas similares a estas.  
 
Los ejemplos de ortólogos de las secuencias polipeptídicas de Arabidopsis SEC ID Nº: 2, 4, 6, 8, 42 y 69, incluyen 5 
SEC ID Nº: 10, 12, 14, 16, 18, 26, 30, 38, 40, y otros ortólogos funcionalmente similares enumerados en el Listado 
de Secuencias. Además de las secuencias en el Listado de Secuencias, se describen en el presente documento 
secuencias de nucleótidos aisladas que son secuencial y estructuralmente similares a G1073, G1067, G2153, 
G2156, G3399, G3407, G3456, G3459, G3460, G3406, G3400, G3401, G3556, G1069, G2789 y G1667 (SEC ID Nº: 
1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 25, 29, 37, 3 9, 41, 66 y 68, respectivamente) y pueden actuar en una planta aumentando 10 
la biomasa y la tolerancia al estrés abiótico, particularmente cuando se sobreexpresan. Estas secuencias 
polipeptídicas representan miembros del clado que actúan de forma similar a G1073 confiriendo tolerancia al estrés 
abiótico y muestran similitud de secuencia significativa con G1073, particularmente en sus dominios conservados 
respectivos, como se identifica en la Tabla 1. 
 15 
Ya que un número representativo de estas secuencias polinucleotídicas en el clado G1073 de polipéptidos de 
factores de transcripción están filogenética (Figura 4) y secuencialmente (Figura 5A-5H) relacionadas y se ha 
mostrado que aumentan la biomasa de una planta y su tolerancia al estrés abiótico, un experto en la materia podría 
predecir que otras secuencias similares, filogenéticamente relacionadas, que quedan dentro del clado G1073 
también aumentarían la biomasa de una planta y su tolerancia al estrés abiótico cuando se sobreexpresen. 20 
 
Identificación de polinucleótidos o ácidos nucleicos por hibridación 
 
Pueden identificarse polinucleótidos homólogos de las secuencias ilustradas en el Listado de Secuencias y las 
tablas, por ejemplo, por hibridación entre sí en condiciones rigurosas o en condiciones altamente rigurosas. Los 25 
polinucleótidos monocatenarios hibridan cuando se asocian basándose en diversas fuerzas físico-químicas bien 
caracterizadas, tales como enlaces de hidrógeno, exclusión de disolvente, apilamiento de bases y similares. La 
rigurosidad de una hibridación refleja el grado de identidad de secuencia de los ácidos nucleicos implicados, de 
modo que cuanto mayor sea la rigurosidad, más similares serán las dos cadenas polinucleotídicas. La rigurosidad se 
ve influida por diversos factores, incluyendo temperatura, concentración salina y composición, aditivos orgánicos y 30 
no orgánicos, disolventes, etc. presentes en las soluciones tanto de hibridación como de lavado e incubaciones (y 
número de las mismas), como se describe en más detalle en las referencias citadas posteriormente (por ejemplo, 
Sambrook et al. (1989); Berger y Kimmel (1987); y Anderson y Young - (1985)). 
 
Las secuencias polinucleotídicas pueden ser capaces de hibridar con los polinucleótidos del factor de transcripción 35 
dentro del Listado de Secuencias, y fragmentos de los mismos en diversas condiciones de rigurosidad (véase, por 
ejemplo, Wahl y Berger (1987) Methods Enzymol. 152: 399-407; y Kimmel (1987) Methods Enzymol. 152: 507-511). 
Además de las secuencias de nucleótidos enumeradas en el Listado de Secuencias, puede identificarse ADNc de 
longitud completa, ortólogos y parálogos de las presentes secuencias de nucleótidos y aislarse usando métodos bien 
conocidos. Las bibliotecas de ADNc, ortólogos y parálogos de las presentes secuencias de nucleótidos pueden 40 
explorarse usando métodos de hibridación para determinar su utilidad como sondas de diana de hibridación o 
amplificación. 
 
Con respecto a la hibridación, se conocen bien en la técnica condiciones que son altamente rigurosas, y medios para 
conseguirlas. Véase, por ejemplo, Sambrook et al. (1989) “Molecular Cloning: A Laboratory Manual" (2ª ed., Cold 45 
Spring Harbor Laboratory); Berger (1987) mencionada anteriormente, páginas 467-469; y Anderson y Young (1985) 
“Quantitative Filter Hybridisation”, En: Hames y Higgins, ed., Nucleic Acid Hybridisation, A Practical Approach. 
Oxford, IRL Press, 73-111.  
 
La estabilidad de dobles cadenas de ADN se ve afectada por factores tales como composición de bases, longitud y 50 
grado de desapareamiento de pares de bases. Las condiciones de hibridación pueden ajustarse para permitir que 
hibriden ADN de diferente relación de secuencias. La temperatura de fusión (Tm) se define como la temperatura a la 
que el 50 % de las moléculas bicatenarias se han disociado en sus cadenas individuales constituyentes. La 
temperatura de fusión de una doble cadena perfectamente coincidente, cuando el tampón de hibridación contiene 
formamida como un agente desnaturalizante, puede estimarse por las siguientes ecuaciones: 55 
 

(I) ADN-ADN: 
 

Tm(ºC)=81,5+16,6(log[Na
+
]+0,41(% de G+C)-0,62(% de formamida)-500/L 

 60 
(II) ADN-ARN: 
 

Tm(ºC)=79,8+18,5(log[Na
+
]+0,58(% de G+C)-0,12(% de G+C)

2
 – 0,5(% de formamida)-820/L 

 
 65 
(III) ARN-ARN: 
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Tm(ºC)=79,8+18,5(log[Na

+
]+0,58(% de G+C)-0,12(% de G+C)

2
 – 0,35(% de formamida)-820/L 

 
en las que L es la longitud de la doble cadena formada, [Na+] es la concentración molar del ión sodio en la solución 
de hibridación o lavado y el % de G+C es el porcentaje de bases de (guanina+citosina) en el híbrido. Para híbridos 5 
que no coinciden perfectamente, se requiere reducir la temperatura de fusión aproximadamente 1 ºC por cada 
desapareamiento del 1 %. 
 
Se realizan en general experimentos de hibridación en un tampón de pH entre 6,8 y 7,4, aunque la tasa de 
hibridación es casi independiente del pH a fuerzas iónicas que probablemente se usen en el tampón de hibridación 10 
(Anderson y Young (1985) mencionado anteriormente). Además, puede usarse uno o más de los siguientes para 
reducir la hibridación no específica: ADN de esperma de salmón sonicado u otro ADN no complementario, albúmina 
de suero bovino, pirofosfato sódico, dodecilsulfato sódico (SDS), polivinilpirrolidona, ficoll y solución de Denhardt. El 
dextran sulfato y polietilenglicol 6000 actúan para excluir el ADN de la solución, aumentando de este modo la 
concentración de ADN de sonda eficaz y la señal de hibridación dentro de una unidad de tiempo dada. En algunos 15 
casos, pueden ser deseables o requerirse condiciones de rigurosidad aún mayor para reducir la hibridación no 
específica y/o de fondo. Estas condiciones pueden crearse con el uso de mayor temperatura, menor fuerza iónica y 
mayor concentración de un agente desnaturalizante tal como formamida. 
 

Las condiciones de rigurosidad pueden ajustarse para explorar con respecto a fragmentos moderadamente similares 20 
tales como secuencias homólogas de organismos lejanamente relacionados, o para fragmentos altamente similares 
tales como genes que duplican las enzimas funcionales de organismos estrechamente relacionados. La rigurosidad 
puede ajustarse durante la etapa de hibridación o en los lavados posthibridación. La concentración salina, 
concentración de formamida, temperatura de hibridación y longitudes de sonda son variables que pueden usarse 
para alterar la rigurosidad (como se ha descrito por la fórmula anterior). Como una directriz general la alta 25 
rigurosidad se realiza normalmente de Tm-5 ºC a Tm-20 ºC, rigurosidad moderada de Tm 20 ºC a Tm-35 ºC y baja 
rigurosidad de Tm-35 ºC a Tm-50 ºC para doble cadena de > 150 pares de bases. Puede realizarse hibridación a 
rigurosidad de baja a moderada (25-50 ºC por debajo de la Tm), seguido de lavados posthibridación a rigurosidades 
crecientes. Se determina de forma empírica que las tasas máximas de hibridación en solución se producen a Tm-25 
ºC para dobles cadenas ADN-ADN y Tm-15 ºC para dobles cadenas ARN-ADN. Opcionalmente, el grado de 30 
disociación puede evaluarse después de cada etapa de lavado para determinar la necesidad de etapas de lavado de 
mayor rigurosidad, posteriores. 
 
Pueden usarse condiciones de alta rigurosidad para seleccionar secuencias de ácido nucleico con altos grados de 
identidad con las secuencias desveladas. Un ejemplo de condiciones de hibridación rigurosas obtenidas en un 35 
método basado en filtro tal como una transferencia de Southern o Northern para hibridación de ácidos nucleicos 
complementarios que tienen más de 100 restos complementarios es aproximadamente de 5 °C a 20 °C menor que el 
punto de fusión térmico (Tm) para la secuencia específica a una fuerza iónica y pH definidos. Las condiciones usadas 
para hibridación pueden incluir cloruro sódico de aproximadamente 0,02 M a aproximadamente 0,15 M, caseína de 
aproximadamente 0,5 % a aproximadamente 5 %, SDS aproximadamente 0,02 % o N-laurilsarcosina 0,1 %, citrato 40 
sódico de aproximadamente 0,001 M a aproximadamente 0,03 M, a temperaturas de hibridación entre 
aproximadamente 50 ºC y aproximadamente 70 ºC. Más preferentemente, las condiciones de alta rigurosidad son 
cloruro sódico aproximadamente 0,02 M, caseína aproximadamente 0,5 %, SDS aproximadamente 0,02 %, citrato 
sódico aproximadamente 0,001 M, a una temperatura de aproximadamente 50 ºC. Las moléculas de ácido nucleico 
que hibridan en condiciones rigurosas normalmente hibridarán con una sonda basándose en la molécula de ADN 45 
completa o partes seleccionadas, por ejemplo, con una subsecuencia única, del ADN. 
 
La concentración salina rigurosa será habitualmente menor de aproximadamente 750 mM de NaCl y 75 mM de 
citrato trisódico. Pueden obtenerse condiciones crecientemente rigurosas con menos de aproximadamente 500 mM 
de NaCl y 50 mM de citrato trisódico, hasta una rigurosidad aún mayor con menos de aproximadamente 250 mM de 50 
NaCl y 25 mM de citrato trisódico. Puede obtenerse hibridación de baja rigurosidad en ausencia de disolvente 
orgánico, por ejemplo, formamida, mientras que puede obtenerse hibridación de alta rigurosidad en presencia de al 
menos aproximadamente 35 % de formamida y más preferentemente al menos aproximadamente 50 % de 
formamida. Las condiciones de temperatura rigurosas habitualmente incluirán temperaturas de al menos 
aproximadamente 30 ºC, más preferentemente de al menos aproximadamente 37 ºC, y más preferentemente al 55 
menos aproximadamente 42 ºC con formamida presente. Se conocen bien por los expertos en la materia diversos 
parámetros adicionales, tales como tiempo de hibridación, la concentración de detergente, por ejemplo, dodecil 
sulfato sódico (SDS) y fuerza iónica. Se consiguen diversos niveles de rigurosidad combinando estas diversas 
condiciones según sea necesario. 
 60 
Las etapas de lavado que siguen a la hibridación también pueden variar en rigurosidad; las etapas de lavado 
posthibridación principalmente determinan la especificidad de hibridación, siendo los factores más críticos la 
temperatura y la fuerza iónica de la solución de lavado final. La rigurosidad de lavado puede aumentarse reduciendo 
la concentración salina o aumentando la temperatura. La concentración salina rigurosa para las etapas de lavado 
será preferentemente menor de aproximadamente 30 mM de NaCl y 3 mM de citrato trisódico, y más 65 
preferentemente menor de aproximadamente 15 mM de NaCl y 1,5 mM de citrato trisódico. 
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Por lo tanto, las condiciones de hibridación y lavado que pueden usarse para unir y retirar polinucleótidos con menos 
de la homología deseada para las secuencias de ácido nucleico o sus complementos que codifican los presentes 
factores de transcripción incluyen, por ejemplo:  
 5 

SSC 6X a 65 ºC; 
Formamida al 50 %, SSC 4X a 42 ºC; o 
SSC 0,5X, SDS 0,1 % a 65 ºC; 

 
con, por ejemplo, dos etapas de lavado de 10 - 30 minutos cada una. Resultarán fácilmente evidentes para los 10 
expertos en la materia variaciones útiles de estas condiciones. 
 
Un experto en la materia no esperaría una variación sustancial entre especies de polinucleótidos abarcadas dentro 
del alcance de la presente invención debido a que las condiciones altamente rigurosas expuestas en las fórmulas 
anteriores producen polinucleótidos estructuralmente similares. 15 
 
Si se desea, se pueden emplear etapas de lavado de aún mayor rigurosidad, incluyendo SSC aproximadamente 0,2 
X, SDS 0,1 % a 65 ºC y lavado dos veces, siendo cada etapa de lavado de aproximadamente 30 minutos, o SSC 
aproximadamente 0,1 x, SDS 0,1 % a 65 ºC y lavado dos veces durante 30 minutos. La temperatura para las 
soluciones de lavado será habitualmente de al menos aproximadamente 25 ºC, y para mayor rigurosidad al menos 20 
aproximadamente 42 ºC. Pueden aumentarse la rigurosidad de hibridación adicionalmente usando las mismas 
condiciones que las etapas de hibridación, con la temperatura de lavado elevada de aproximadamente 3 ºC a 
aproximadamente 5 ºC, y la rigurosidad puede aumentarse aún más usando las mismas condiciones excepto que la 
temperatura de lavado se eleva de aproximadamente 6 ºC a aproximadamente 9 ºC. Para la identificación de 
homólogos menores estrechamente relacionados, pueden realizarse etapas de lavado a una temperatura menor; por 25 
ejemplo, 50 ºC. 
 
Un ejemplo de una etapa de lavado de baja rigurosidad emplea una solución y condiciones de al menos 25 ºC en 
NaCl 30 mM, citrato trisódico 3 mM, y SDS 0,1 % durante 30 minutos. Puede obtenerse mayor rigurosidad a 42 ºC 
en NaCl 15 mM, con citrato trisódico 1,5 mM y SDS 0,1 % durante 30 minutos. Se obtienen condiciones de lavado de 30 
rigurosidad aún mayor a 65 ºC-68 ºC en una solución de NaCl 15 mM, citrato trisódico 1,5 mM y SDS 0,1 %. Los 
procedimientos de lavado emplearán en general al menos dos etapas de lavado finales. Resultarán evidentes para 
los expertos en la materia variaciones adicionales de estas condiciones (véase, por ejemplo, Solicitud de Patente de 
Estados Unidos Nº 20010010913). 
 35 
Pueden seleccionarse condiciones de rigurosidad tales que un oligonucleótido que es perfectamente 
complementario del oligonucleótido codificante hibride con el oligonucleótido codificante con una relación de señal y 
ruido de al menos aproximadamente 5-10x mayor que la relación para hibridación del oligonucleótido perfectamente 
complementario y un ácido nucleico que codifica un factor de transcripción conocido en la fecha de presentación de 
la solicitud. Puede ser deseable seleccionar condiciones para un ensayo particular de modo que se obtenga una 40 
relación de señal y ruido superior, es decir, aproximadamente 15x o más. En consecuencia, un ácido nucleico objeto 
hibridará con un único oligonucleótido codificante con una relación de señal y ruido al menos 2x o mayor en 
comparación con hibridación del oligonucleótido codificante con un ácido nucleico que codifica un polipéptido 
conocido. La señal particular dependerá del marcador usado en el ensayo relevante, por ejemplo, un marcador 
fluorescente, un marcador colorimétrico, un marcador radiactivo o similares. Pueden producirse sondas de PCR o 45 
hibridación marcadas para detectar secuencias polinucleotídicas relacionadas mediante oligomarcaje, traslación de 
muesca, marcaje de extremos o amplificación por PCR usando un nucleótido marcado. 
 
Están abarcadas por la invención secuencias polinucleotídicas que son capaces de hibridar con las secuencias 
polinucleotídicas reivindicadas, incluyendo cualquiera de los polinucleótidos del factor de transcripción dentro del 50 
Listado de Secuencias, y fragmentos de los mismos en diversas condiciones de rigurosidad (véase, por ejemplo, 
Wahl y Berger (1987) mencionado anteriormente, páginas 399-407; y Kimmel (1987) Methods Enzymol. 152: 507-
511). Además de las secuencias de nucleótidos en el Listado de Secuencias, pueden identificarse y aislarse usando 
métodos conocidos ADNc de longitud completa, ortólogos y parálogos de las presentes secuencias de nucleótidos. 
Las bibliotecas, ortólogos y parálogos de ADNc de las presentes secuencias de nucleótidos pueden explorarse 55 
usando métodos de hibridación para determinar su utilidad como sondas de amplificación o diana de hibridación. 
 
Identificación de polinucleótidos o ácidos nucleicos con bibliotecas de expresión 
 
Además de los métodos de hibridación, pueden obtenerse polipéptidos homólogos de factores de transcripción 60 
explorando una biblioteca de expresión usando anticuerpos específicos para uno o más factores de transcripción. 
Con la provisión en el presente documento del factor de transcripción desvelado y secuencias de ácido nucleico 
homólogas del factor de transcripción, el polipéptido o los polipéptidos codificados pueden expresarse y purificarse 
en un sistema de expresión heterólogo (por ejemplo, E. coli) y usarse para inducir anticuerpos (monoclonales o 
policlonales) específicos para el polipéptido o los polipéptidos en cuestión. También pueden inducirse anticuerpos 65 
contra péptidos sintéticos derivados de secuencias de aminoácidos del factor de transcripción, u homólogo del factor 
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de transcripción. Se conocen bien en la técnica métodos para inducir anticuerpos y se describen en Harlow y Lane 
(1988), Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York. Dichos anticuerpos pueden 
usarse después para explorar una biblioteca de expresión producida a partir de la planta de la que se desea clonar 
homólogos del factor de transcripción adicionales, usando los métodos descritos anteriormente. Los ADNc 
seleccionados pueden confirmarse por secuenciación y actividad enzimática. 5 
 
Variaciones de secuencia 
 
Se apreciará fácilmente por los expertos en la materia que cualquiera de diversas secuencias polinucleotídicas son 
capaces de codificar los factores de transcripción descritos en el presente documento. Debido a la degeneración del 10 
código genético, muchos polinucleótidos diferentes pueden codificar polipéptidos idénticos y/o sustancialmente 
similares además de las secuencias ilustradas en el Listado de Secuencias. Los ácidos nucleicos que tienen una 
secuencia pueden diferir de las secuencias mostradas en el Listado de Secuencias, o secuencias complementarias, 
que codifican péptidos funcionalmente equivalentes (es decir, péptidos que tienen algún grado de actividad biológica 
equivalente o similar) pero difieren en secuencia de la secuencia mostrada en el Listado de Secuencias debido a la 15 
degeneración del código genético. 
 
Las secuencias polinucleotídicas alteradas que codifican polipéptidos incluyen las secuencias con deleciones, 
inserciones o sustituciones de diferentes nucleótidos, dando como resultado un polinucleótido que codifica un 
polipéptido con al menos una característica funcional de los polipéptidos presentes. Se incluyen dentro de esta 20 
definición polimorfismos que pueden ser o no fácilmente detectables usando una sonda oligonucleotídica particular 
del polinucleótido que codifica los presentes polipéptidos, e hibridación inapropiada o inesperada de variantes 
alélicas, con un locus distinto del locus cromosómico normal para la secuencia polinucleotídica que codifica los 
presentes polipéptidos. 
 25 
La variante alélicas se refiere a cualquiera de dos o más formas alternativas de un gen que ocupa el mismo locus 
cromosómico. La variación alélica surge de forma natural mediante la mutación, y puede dar como resultado 
polimorfismo fenotípico dentro de las poblaciones. Las mutaciones génicas pueden ser silenciosas (es decir, sin 
cambios en el polipéptido codificado) o pueden codificar polipéptidos que tienen secuencia de aminoácidos alterada. 
La expresión variante alélica también se usa en el presente documento para indicar una proteína codificada por una 30 
variante alélica de un gen. La variante de corte y empalme se refiere a formas alternativas de ARN transcrito de un 
gen. La variación de corte y empalme surge de forma natural mediante el uso de sitios de corte y empalme 
alternativos dentro de una molécula de ARN transcrita, o menos habitualmente entre moléculas de ARN transcritas 
por separado, y puede dar como resultado varios ARNm transcritos del mismo gen Las variantes de corte y empalme 
pueden codificar polipéptidos que tienen secuencia de aminoácidos alterada. La expresión variante de corte y 35 
empalme también se usa en el presente documento para indicar una proteína codificada por una variante de corte y 
empalme de un ARNm transcrito de un gen. 
 
Los expertos en la materia reconocerán que, por ejemplo, G1073, SEC ID Nº: 2, representa un único factor de 
transcripción; puede esperarse que se produzca variación alélica y corte y empalme alternativo. Pueden clonarse 40 
variantes alélicas de SEC ID Nº: 1 explorando ADNc o bibliotecas genómicas de diferentes organismos individuales 
de acuerdo con procedimientos convencionales. Las variantes alélicas de la secuencia de ADN mostrada en SEC ID 
Nº: 1, incluyendo las que contienen mutaciones silenciosas y en las que las mutaciones dan como resultado cambios 
de secuencia de aminoácidos, están dentro del alcance de la presente divulgación, como lo están proteínas que son 
variantes alélicas de SEC ID Nº: 2. Los ADNc generados a partir de ARNm de corte y empalme alternativo que 45 
conservan las propiedades del factor de transcripción están incluidos dentro del alcance de la presente divulgación, 
como lo están los polipéptidos codificados por dichos ADNc y ARNm. Pueden clonarse variantes alélicas y variantes 
de corte y empalme de estas secuencias explorando ADNc o bibliotecas genómicas a partir de organismos 
individuales o tejidos de acuerdo con procedimientos convencionales conocidos en la técnica (véase documento 
USPN 6.388.064). 50 
 
Las moléculas de ácido nucleico relacionadas también incluyen secuencias de nucleótidos que codifican un 
polipéptido que comprende una sustitución, modificación, adición y/o deleción de uno o más restos de aminoácidos. 
Dichos polipéptidos relacionados pueden comprender, por ejemplo, adiciones y/o deleciones de uno o más sitios de 
glucosilación ligados a N o ligados a O, o una adición y/o deleción de uno o más restos de cisteína. 55 
 
Por ejemplo, la Tabla 2 ilustra, por ejemplo, que los codones AGC, AGT, TCA, TCC, TCG y TCT codifican todos el 
mismo aminoácido: serina. En consecuencia, en cada posición en la secuencia en la que hay un codón que codifica 
serina, puede usarse cualquiera de las secuencias nucleotídicas anteriores sin alterar el polipéptido codificado.  
 60 
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Tabla 2 
Aminoácido Posibles codones 

Alanina Ala A GCA GCC GCG GCU CGC  
Cisteína Cys C TGC TGT     
Ácido aspártico Asp D GAC GAT     
Ácido glutámico Glu E GAA GAG     
Fenilalanina Phe F TTC TTT     
Glicina Gly G GGA GGC GGG GGT   
Histidina His H CAC CAT     
Isoleucina Ile I ATA ATC ATT    
Lisina Lys K AAA AAG     
Leucina Leu L TTA TTG CTA CTC CTG CTT 
Metionina Met M ATG      
Asparagina Asn N AAC AAT     
Prolina Pro P CCA CCC CCG CCT   
Glutamina Gln Q CAA CAG     
Arginina Arg R AGA AGG CGA  CGG CGT 
Serina Ser S AGC AGT TCA TCC TCG TCT 
Treonina Thr T ACA ACC ACG ACT   
Valina Val V GTA GTC GTG GTT   
Triptófano Trp W TGG      
Tirosina Tyr Y TAC TAT     

 

Las alteraciones de secuencia que no cambian la secuencia de aminoácidos codificada por el polinucleótido se 
denominan variaciones “silenciosas”. Con la excepción de los codones ATG y TGG, que codifican metionina y 
triptófano, respectivamente, cualquiera de los posibles codones para el mismo aminoácido puede sustituirse por 5 
diversas técnicas, por ejemplo, mutagénesis dirigida, disponible en este campo. 
 
Además de variaciones silenciosas, pueden realizarse otras variaciones conservativas que alteran uno, o algunos 
aminoácidos en el polipéptido codificado, sin alterar la función del polipéptido. 
 10 
Por ejemplo, también se prevén sustituciones, deleciones e inserciones introducidas en las secuencias 
proporcionadas en el Listado de Secuencias. Dichas modificaciones de secuencia pueden introducirse por ingeniería 
genética en una secuencia por mutagénesis dirigida (Wu, editor; Methods Enzymol. (1993) vol. 217, Academic 
Press) o los otros métodos indicados posteriormente. Las sustituciones de aminoácidos son normalmente de restos 
individuales; las inserciones habitualmente serán en el orden de aproximadamente de 1 a 10 restos de aminoácidos; 15 
y las deleciones variarán de aproximadamente 1 a 30 restos. Preferentemente, se realizan deleciones o inserciones 
en pares adyacentes, por ejemplo, una deleción de dos restos o inserción de dos restos. Pueden combinarse 
sustituciones, deleciones, inserciones o cualquier combinación de los mismos para llegar a una secuencia. Las 
mutaciones que se realizan en el polinucleótido que codifica el factor de transcripción no deberían colocar la 
secuencia fuera de la fase de lectura y no deberían crear regiones complementarias que pudieran producir una 20 
estructura de ARNm secundaria. Preferentemente, el polipéptido codificado por el ADN realiza la función deseada. 
 
Las sustituciones conservativas son en las que al menos un resto en la secuencia de aminoácidos se ha retirado y 
se ha insertado un resto diferente en su lugar. Dichas sustituciones generalmente se realizan de acuerdo con la 
Tabla 3 cuando se desea mantener la actividad de la proteína. La Tabla 3 muestra aminoácidos que pueden sustituir 25 
a un aminoácido en una proteína y que normalmente se consideran sustituciones conservativas. Los factores de 
transcripción enumerados en el Listado de Secuencias pueden tener hasta 10 sustituciones conservativas y 
mantener su función. Los factores de transcripción enumerados en el Listado de Secuencias pueden tener más de 
10 sustituciones conservativas y aún mantener su función. 
 30 

Tabla 3 
Resto Sustituciones Conservativas 

Ala Ser 

Arg Lys 

Asn Gln; His 
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Asp Glu 

Gln Asn 

Cys Ser 

Glu Asp 

Gly Pro 

His Asn; Gln 

Ile Leu, Val 

Leu Ile; Val 

Lys Arg; Gln 

Met Leu; Ile 

Phe Met; Leu; Tyr 

Ser Thr; Gly 

Thr Ser; Val 

Trp Tyr 

Tyr Trp; Phe 

Val Ile; Leu 

 

Son sustituciones similares en la que al menos un resto en la secuencia de aminoácidos se ha retirado y se ha 
insertado un resto diferente en su lugar. Dichas sustituciones se realizan generalmente de acuerdo con la Tabla 4 
cuando se desea mantener la actividad de la proteína. La Tabla 4 muestra aminoácidos que pueden sustituir a un 
aminoácido en una proteína y que normalmente se consideran sustituciones estructurales y funcionales. Por 5 
ejemplo, un resto en la columna 1 de la Tabla 4 puede sustituirse con un resto en la columna 2; además, un resto en 
la columna 2 de la Tabla 4 puede sustituirse con el resto de la columna 1. 
 

Tabla 4 
Resto Sustituciones Similares 

Ala Ser; Thr; Gly; Val; Leu; Ile 

Arg Lys; His; Gly 

Asn Gln; His; Gly; Ser; Thr 

Asp Glu, Ser; Thr 

Gln Asn; Ala 

Cys Ser; Gly 

Glu Asp 

Gly Pro; Arg 

His Asn; Gln; Tyr; Phe; Lys; Arg 

Ile Ala; Leu; Val; Gly; Met 

Leu Ala; Ile; Val; Gly; Met 

Lys Arg; His; Gln; Gly; Pro 

Met Leu; Ile; Phe 

Phe Met; Leu; Tyr; Trp; His; Val; Ala 

Ser Thr; Gly; Asp; Ala; Val; Ile; His 

Thr Ser; Val; Ala; Gly 
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Trp Tyr; Phe; His 

Tyr Trp; Phe; His 

Val Ala; Ile; Leu; Gly; Thr; Ser; Glu 

 

Pueden seleccionarse sustituciones que sean menos conservativas que las de la Tabla 4 seleccionando restos que 
difieren más significativamente en su efecto en el mantenimiento de (a) la estructura de la cadena principal 
polipeptídica en el área de la sustitución, por ejemplo como una conformación en lámina o helicoidal, (b) la carga o 
hidrofobicidad de la molécula en el sitio diana, o (c) el volumen de la cadena lateral. Las sustituciones que en 5 
general se espera que produzcan los mayores cambios en las propiedades de la proteína serán en las que (a) un 
resto hidrófilo, por ejemplo, serilo o treonilo, sustituye a (o se sustituye por) un resto hidrófobo, por ejemplo, leucilo, 
isoleucilo, fenilalanilo, valilo o alanilo; (b) una cisteína o prolina sustituye a (o se sustituye por) cualquier otro resto; 
(c) un resto que tiene una cadena lateral electropositiva, por ejemplo, lisilo, arginilo o histidilo, sustituye a (o se 
sustituye por) un resto electronegativo, por ejemplo, glutamilo o aspartilo; o (d) un resto que tiene una cadena lateral 10 
voluminosa, por ejemplo, fenilalanina, sustituye a (o se sustituye por) uno que no tiene una cadena lateral, por 
ejemplo, glicina. 
 
Modificación adicional de secuencias por mutación/evolución forzada 
 15 
Además de generar sustituciones silenciosas o conservativas como se ha observado anteriormente, pueden usarse 
métodos de modificación de ácidos nucleicos o proteínas para alterar secuencias dadas para producir nuevas 
secuencias y/o para modificar química o enzimáticamente secuencias dadas para cambiar las propiedades de los 
ácidos nucleicos o proteínas. 
 20 
Por lo tanto, pueden modificarse secuencias de ácido nucleico dadas, por ejemplo, de acuerdo con mutagénesis 
convencional o métodos de evolución artificiales para producir secuencias modificadas. Las secuencias modificadas 
pueden crearse usando polinucleótidos naturales purificados aislados de cualquier organismo o pueden sintetizarse 
a partir de composiciones purificadas y productos químicos usando medios químicos bien conocidos por los expertos 
en la materia. Por ejemplo, Ausubel (1997 y 2000; mencionado anteriormente), proporciona detalles adicionales 25 
sobre métodos de mutagénesis. Se describen métodos de evolución forzada artificiales, por ejemplo, en Stemmer 
(1994; Nature 370: 389-391), Stemmer (1994; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 10747-10751) y las Patentes de 
Estados Unidos 5.811.238, 5.837.500 y 6.242.568. Se describen métodos para modificar por ingeniería genética 
factores de transcripción sintéticos y otros polipéptidos, por ejemplo, en Zhang et al. (2000) J. Biol, Chem. 275: 
33850-33860, Liu et al. (2001) J. Biol. Chem. 276: 11323-11334, y Isalan et al. (2001) Nature Biotechnol. 19: 656-30 
660. También están disponibles muchos otros métodos de mutación y evolución y se espera que estén dentro de la 
experiencia del experto en la materia. 
 
De forma similar, puede realizarse una alteración química o enzimática de ácidos nucleicos y polipéptidos 
expresados por métodos convencionales. Por ejemplo, puede modificarse la secuencia mediante adición de lípidos, 35 
azúcares, péptidos, compuestos orgánicos o inorgánicos, mediante la inclusión de nucleótidos o aminoácidos 
modificados, o similares. Por ejemplo, se ilustran técnicas de modificación de proteínas en Ausubel (1997 y 2000; 
mencionado anteriormente). Pueden encontrarse en el presente documento detalles adicionales sobre 
modificaciones químicas y enzimáticas. Estos métodos de modificación pueden usarse para modificar cualquier 
secuencia dada, o para modificar cualquier secuencia producida por los diversos métodos de modificación por 40 
mutación y evolución artificial indicados en el presente documento. 
 
En consecuencia, la modificación de cualquier ácido nucleico dado puede ser por mutación, evolución, modificación 
química o enzimática, u otros métodos disponibles, por ejemplo, usando las secuencias del presente documento 
como un sustrato de partida para los diversos enfoques de modificación. 45 
 
Por ejemplo, puede usarse una secuencia codificante optimizada que contiene codones preferidos por un 
hospedador procariota o eucariota particular, por ejemplo, para aumentar la tasa de traducción o para producir 
transcritos de ARN recombinantes que tienen propiedades deseables, tales como mayor semivida, en comparación 
con transcritos producidos usando una secuencia no optimizada. También pueden modificarse codones de parada 50 
de la traducción para reflejar la preferencia del hospedador. Por ejemplo, los codones de parada preferidos para 
Saccharomyces cerevisiae y mamíferos son TAA y TGA, respectivamente. El codón de parada preferido para 
plantas monocotiledóneas es TGA, mientras que los insectos y E. coli prefieren usar TAA como el codón de parada. 
 
Las secuencias polinucleotídicas pueden también modificarse por ingeniería genética para alterar una secuencia 55 
codificante por diversas razones, incluyendo pero sin limitación, alteraciones que modifican la secuencia para facilitar 
la clonación, el procesamiento y/o la expresión del producto génico. Por ejemplo, se introducen opcionalmente 
alteraciones usando técnicas que se conocen bien en este campo, por ejemplo, mutagénesis dirigida, para insertar 
nuevos sitios de restricción, para alterar los patrones de glucosilación, para cambiar la preferencia codónica, para 
introducir sitios de corte y empalme, etc. 60 
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Además, puede combinarse un fragmento o dominio derivado de cualquiera de los polipéptidos con dominios 
derivados de otros factores de transcripción o dominios sintéticos para modificar la actividad biológica de un factor 
de transcripción. Por ejemplo, puede combinarse un dominio de unión a ADN derivado de un factor de transcripción 
descrito en el presente documento con el dominio de activación de otro factor de transcripción o con un dominio de 
activación sintético. Un dominio de activación de la transcripción ayuda en el inicio de la transcripción de un sitio de 5 
unión a ADN. Los ejemplos incluyen la región de activación de la transcripción de VP 16 o GAL4 (Moore et al. (1998) 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 376-381; Aoyama et al. (1995) Plant Cell 7: 1773-1785), péptidos derivados de 
secuencias bacterianas (Ma y Ptashne (1987) Cell 51: 113-119) y péptidos sintéticos (Giniger y Ptashne (1987) 
Nature 330: 670-672). 
 10 
Expresión y modificación de polipéptidos 
 
Normalmente, se incorporan secuencias polinucleotídicas en moléculas de ADN (o ARN) recombinantes que dirigen 
la expresión de polipéptidos en células hospedadoras apropiadas, plantas transgénicas, sistemas de traducción in 
vitro o similares. Debido a la degeneración inherente del código genético, las secuencias de ácido nucleico que 15 
codifican sustancialmente la misma secuencia de aminoácidos o una funcionalmente equivalente pueden sustituir a 
cualquier secuencia enumerada para posibilitar la clonación y expresión del homólogo relevante. 
 
Las plantas transgénicas de la presente invención que comprenden secuencias polinucleotídicas recombinantes 
generalmente derivan de plantas parentales, que pueden en sí mismas ser plantas no transformadas (o no 20 
transgénicas). Estas plantas transgénicas pueden tener un gen de factor de transcripción “anulado” (por ejemplo, 
con una inserción genómica por recombinación homóloga, una construcción antisentido o de ribozima) o expresado 
en un grado normal o de tipo silvestre. Sin embargo, las plantas “descendientes” transgénicas con sobreexpresión 
mostrarán mayores niveles de ARNm, codificando el ARNm un factor de transcripción, que es una proteína de unión 
a ADN que es capaz de unirse con una secuencia reguladora de ADN e inducir la transcripción, y preferentemente, 25 
expresión de un gen de rasgo vegetal. Preferentemente, el nivel de expresión de ARNm será al menos tres veces 
mayor que el de la planta parental, o más preferentemente niveles de ARNm al menos diez veces mayores en 
comparación con dicha planta parental, y más preferentemente al menos cincuenta veces mayores en comparación 
con dicha planta parental. 
 30 
Vectores, promotores y sistemas de expresión 
 
La presente divulgación incluye construcciones recombinantes que comprenden una o más de las secuencias de 
ácido nucleico del presente documento. Las construcciones normalmente comprende un vector, tal como un 
plásmido, un cósmido, un fago, un virus (por ejemplo, un virus vegetal), un cromosoma artificial bacteriano (BAC), un 35 
cromosoma artificial de levadura (YAC), o similares, en el que se ha insertado una secuencia de ácido nucleico de la 
invención, en orientación directa o inversa. Preferentemente, la construcción comprende además secuencias 
reguladoras, incluyendo, por ejemplo, un promotor, unido operativamente con la secuencia. Se conocen por los 
expertos en la materia grandes números de vectores y promotores adecuados, y están disponibles en el mercado. 
 40 
Los textos generales que describen técnicas de biología molecular útiles en el presente documento, incluyendo el 
uso y producción de vectores, promotores y muchos otros asuntos relevantes, incluyen Berger (1987) mencionado 
anteriormente, Sambrook (1989), mencionado anteriormente, y Ausubel (hasta 2000) mencionado anteriormente. 
Puede incorporarse cualquiera de las secuencias identificadas en un casete o vector, por ejemplo, para la expresión 
en plantas. Se han descrito varios vectores de expresión adecuados para transformación estable de células 45 
vegetales o para el establecimiento de plantas transgénicas incluyendo las descritas en Weissbach y Weissbach 
(1989) Methods for Plant Molecular Biology, Academic Press, y Gelvin et al. (1990) Plant Molecular Biology Manual, 
Kluwer Academic Publishers. Los ejemplos específicos incluyen los derivados de un plásmido Ti de Agrobacterium 
tumefaciens, así como los desvelados por Herrera-Estrella et al. (1983) Nature 303: 209, Bevan (1984) Nucleic Acids 
Res. 12: 8711-8721, Klee (1985) Biotechnology 3: 637-642, para plantas dicotiledóneas. 50 
 
Como alternativa, pueden usarse vectores no Ti para transferir el ADN a plantas monocotiledóneas y células usando 
técnicas de suministro de ADN libre. Dichos métodos pueden implicar, por ejemplo, el uso de liposomas, 
electroporación, bombardeo con microproyectiles, filamentos de carburo de silicio y virus. Usando estos métodos 
pueden producirse plantas transgénicas tales como trigo, arroz (Christou (1991) Bio/Technology 9: 957-962) y maíz 55 
(Gordon-Kamm (1990) Plant Cell 2: 603-618). Un embrión inmaduro también puede ser un buen tejido diana para 
monocotiledóneas para técnicas de suministro de ADN directo usando la pistola de partículas (Weeks et al. (1993) 
Plant Physiol. 102: 1077-1084; Vasil (1993) Bio/Technology 10: 667-674; Wan y Lemeaux (1994) Plant Physiol. 104: 
37-48, y para transferencia de ADN mediada por Agrobacterium (Ishida et al. (1996) Nature Biotechnol. 14: 745-750). 
 60 
Normalmente, los vectores de transformación de plantas incluyen una o más secuencias codificantes vegetales 
clonadas (genómicas o de ADNc) en el control de transcripción de secuencias reguladoras 5’ y 3’ y un marcador 
seleccionado dominante. Dichos vectores de transformación de plantas normalmente contienen también un promotor 
(por ejemplo, una región reguladora que controla la expresión inducible o constitutiva, regulada por ambiente o 
desarrollo, o específica de célula o tejido), un sitio de partida de inicio de la transcripción, una señal de 65 
procesamiento de ARN (tal como sitios de corte y empalme de intrones), un sitio de terminación de la transcripción 
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y/o una señal de poliadenilación. 
 
Una utilidad potencial para los polinucleótidos del factor de transcripción desvelados en el presente documento es el 
aislamiento de elementos promotores de estos genes que pueden usarse para programar la expresión en plantas de 
cualquier gen. Cada gen de factor de transcripción desvelado en el presente documento se expresa de una manera 5 
única, como se determina por elementos promotores localizados cadena arriba del inicio de la traducción, y 
adicionalmente dentro de un intrón del gen del factor de transcripción o cadena abajo del codón de terminación del 
gen. Como se conoce bien en la técnica, para una parte significativa de los genes, las secuencias promotores se 
localizan completamente en la región directamente cadena arriba del inicio de la traducción. En dichos casos, 
normalmente las secuencias promotoras se localizan a una distancia de 2,0 kb del inicio de la traducción, o a una 10 
distancia de 1,5 kb del inicio de la traducción, frecuentemente a una distancia de 1,0 kb del inicio de la traducción, y 
en ocasiones a una distancia de 0,5 kb del inicio de la traducción. 
 
Las secuencias promotoras pueden aislarse de acuerdo con métodos conocidos por los expertos en la materia. 
 15 
Los ejemplos de promotores vegetales constitutivos que pueden ser útiles para expresar la secuencia de factor de 
transcripción incluyen: el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV), que confiere expresión de alto 
nivel, constitutiva, en la mayoría de los tejidos vegetales (véase, por ejemplo, Odell et al. (1985) Nature 313: 810-
812); el promotor de nopalina sintasa (An et al. (1988) Plant Physiol. 88: 547-552); y el promotor de octopina sintasa 
(Fromm et al. (1989) Plant Cell 1: 977-984).  20 
 
Los factores de transcripción relacionados con la presente invención pueden unirse operativamente con un promotor 
específico que provoca que el factor de transcripción se exprese en respuesta a señales ambientales, específicas de 
tejido o temporales. Se conoce diversos promotores de genes vegetales que regulan la expresión génica en 
respuesta a señales ambientales, hormonales, químicas, del desarrollo y de una manera activa en tejido; muchos de 25 
estos pueden usarse para expresión de una secuencia del factor de transcripción en plantas. La elección de un 
promotor se basa en gran medida en el fenotipo de interés y se determina por factores tales como el tejido (por 
ejemplo, semilla, fruto, raíz, polen, tejido vascular, flor, carpelo, etc.), capacidad de inducción (por ejemplo, en 
respuesta a heridas, calor, frío, sequía, luz, patógenos, etc.), temporización, estadio del desarrollo y similares. Se 
han caracterizado numerosos promotores conocidos y pueden emplearse de forma favorable para promover la 30 
expresión de un polinucleótido en una planta transgénica o célula de interés. Por ejemplo, los promotores 
específicos de tejido incluyen: promotores específicos de semilla (tales como la napina, faseolina o promotor DC3 
descritos en la Patente de Estados Unidos Nº 5.773.697), promotores específicos de fruto que están activos durante 
la maduración del fruto (tales como el promotor dru 1 (Patente de Estados Unidos Nº 5.783.393) o el promotor 2A11 
(Patente de Estados Unidos Nº 4.943.674) y el promotor de poligalacturonasa del tomate (Bird et al. (1988) Plant 35 
Mol. Biol. 11: 651-662), promotores específicos de raíz, tales como ARSK1, y los desvelados en las Patentes de 
Estados Unidos Nº 5.618.988, 5.837.848 y 5.905.186, promotores específicos de epidermis, incluyendo CUT1 (Kunst 
et al. (1999) Biochem. Soc. Trans. 28: 651-654), promotores activos en polen tales como PTA29, PTA26 y PTA13 
(Patente de Estados Unidos Nº 5.792.929), promotores activos en tejido vascular (Ringli y Keller (1998) Plant Mol. 
Biol. 37: 977-988), específicos de flor (Kaiser et al. (1995) Plant Mol. Biol. 28: 231-243), polen (Baerson et al. (1994) 40 
Plant Mol. Biol. 26:1947-1959), carpelos (Ohl et al. (1990) Plant Cell 2: 837-848), polen y óvulos (Baerson et al. 
(1993) Plant Mol. Biol. 22: 255-267), promotores inducibles por auxina (tales como los descritos en van der Kop et al. 
(1999) Plant Mol. Biol. 39: 979-990 o Baumann et al. (1999) Plant Cell 11: 323-334), promotor inducible por 
citoquinina (Guevara-Garcia (1998) Plant Mol. Biol. 38: 743-753), promotores sensibles a giberelina (Shi et al. (1998) 
Plant Mol. Biol. 38: 1053-1060, Willmott et al. (1998) Plant Mol. Biol. 38: 817-825) y similares. Son promotores 45 
adicionales los que inducen expresión en respuesta a calor (Ainley et al. (1993) Plant Mol. Biol. 22: 13-23), luz (por 
ejemplo, el promotor rbcS-3A del guisante, Kuhlemeier et al. (1989) Plant Cell 1: 471-478, y el promotor rbcS del 
maíz, Schaffner y Sheen (1991) Plant Cell 3: 997-1012); heridas (por ejemplo, wunI, Siebertz et al. (1989) Plant Cell 
1: 961-968); patógenos (tales como el promotor PR-1 descrito en Buchel et al. (1999) Plant Mol. Biol. 40: 387-396, y 
el promotor PDF1.2 descrito en Manners et al. (1998) Plant Mol. Biol. 38: 1071-1080), y productos químicos tales 50 
como metil jasmonato o ácido salicílico (Gatz (1997) Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 48: 89-108). Además, 
el momento de la expresión puede controlarse usando promotores tales como los que actúan en la senescencia 
(Gan y Amasino (1995) Science 270: 1986-1988); o desarrollo de semillas tardío (Odell et al. (1994) Plant Physiol. 
106: 447-458). 
 55 
Los vectores de expresión de plantas también pueden incluir señales de procesamiento de ARN que pueden situarse 
dentro, cadena arriba o cadena abajo de la secuencia codificante. Además, los vectores de expresión pueden incluir 
las secuencias reguladoras adicionales de la región 3’ no traducida de genes vegetales, por ejemplo, una región 
terminadora 3’ para aumentar la estabilidad de ARNm del ARNm, tal como la región terminadora PI-II de la patata o 
las regiones terminadoras 3’ de octopina o nopalina sintasa. 60 
 
Elementos de expresión adicionales 
 
Las señales de inicio específicas pueden ayudar a la traducción eficaz de secuencias codificantes. Estas señales 
pueden incluir, por ejemplo, el codón de inicio ATG y secuencias adyacentes. En casos en los que una secuencia 65 
codificante, su codón de inicio y secuencias cadena arriba se insertan en el vector de expresión apropiado, pueden 
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no ser necesarias señales de control de la traducción adicionales. Sin embargo, en casos en los que solamente se 
inserta una secuencia codificante (por ejemplo, una secuencia codificante de proteína madura), o una parte de la 
misma, pueden proporcionarse por separado señales de control de la transcripción exógenas que incluyen el codón 
de inicio ATG. El codón de inicio se proporciona en la fase de lectura correcta para facilitar la transcripción. Los 
elementos de transcripción exógenos y codones de inicio pueden ser de diversos orígenes, tanto naturales como 5 
sintéticos. La eficacia de la expresión puede potenciarse por la inclusión de potenciadores apropiados para el 
sistema celular que se use. 
 
Hospedadores de expresión 
 10 
La presente divulgación también se refiere a células hospedadoras que se transducen con vectores, y la producción 
de polipéptidos (incluyendo fragmentos de los mismos) por técnicas recombinantes. Las células hospedadoras se 
modifican por ingeniería genética (es decir, se introducen ácidos nucleicos, por ejemplo, se transducen, se 
transforman o se transfectan) con los vectores, que pueden ser, por ejemplo, un vector de clonación o un vector de 
expresión que comprende los ácidos nucleicos relevantes en el presente documento. El vector es opcionalmente un 15 
plásmido, una partícula viral, un fago, un ácido nucleico desnudo, etc. Las células hospedadoras modificadas por 
ingeniería genética pueden cultivarse en medios nutrientes convencionales modificados según sea apropiado para 
activar promotores, seleccionar transformantes o amplificar el gen relevante. Las condiciones de cultivo, tales como 
temperatura, pH y similares, son las previamente usadas con la célula hospedadora seleccionada para expresión, y 
resultarán evidentes para los expertos en la materia y las referencias citadas en el presente documento, incluyendo 20 
Sambrook (1989) mencionado anteriormente, y Ausubel (hasta 2000) mencionado anteriormente. 
 
La célula hospedadora puede ser una célula eucariota, tal como una célula de levadura, o una célula vegetal, o la 
célula hospedadora puede ser una célula procariota, tal como una célula bacteriana. También son adecuados para 
algunas aplicaciones protoplastos vegetales. Por ejemplo, los fragmentos de ADN se introducen en tejidos 25 
vegetales, células vegetales cultivadas o protoplastos vegetales por métodos convencionales incluyendo 
electroporación (Fromm et al. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 5824-5828), infección por vectores virales tales 
como virus del mosaico de la coliflor (CaMV) (Hohn et al. (1982) Molecular Biology of Plant Tumors, Academic Press, 
Nueva York, NY, pp. 549-560; documento US 4.407.956), penetración balística de alta velocidad por partículas 
pequeñas con el ácido nucleico bien dentro de la matriz de perlas pequeñas o partículas, o bien en la superficie 30 
(Kleiun et al. (1987) Nature 327: 70-73), uso de polen como un vector (documento WO 85/01856), o uso de 
Agrobacterium tumefaciens o A. rhizogenes que porta un plásmido de ADN T en el que se clonan fragmentos de 
ADN. El plásmido de ADN-T se transmite a células vegetales tras su infección por Agrobacterium tumefaciens, y una 
parte se integra de forma estable en el genoma vegetal (Horsch et al. (1984) Science 233: 496-498; Fraley et al. 
(1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80: 4803-4807). 35 
 
La célula puede incluir un ácido nucleico que codifica un polipéptido, en el que la célula expresa un polipéptido. La 
célula también puede incluir secuencias de vectores, o similares. Además, las células y plantas transgénicas pueden 
incluir cualquier polipéptido o ácido nucleico anterior o de la presente memoria descriptiva, por ejemplo, producido 
por transducción de un vector descrito en el presente documento.  40 
 
Para producción de alto rendimiento, a largo plazo, de proteínas recombinantes, puede usarse expresión estable. 
Las células hospedadoras transformadas con una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido de la 
invención se cultivan opcionalmente en condiciones adecuadas para la expresión y recuperación de la proteína 
codificada del cultivo celular. La proteína o fragmento de la misma producido por una célula recombinante puede 45 
secretarse, unirse a membrana o estar contenida de forma intracelular, dependiendo de la secuencia y/o el vector 
usado. Como se entenderá por los expertos en la materia, los vectores de expresión que contienen polinucleótidos 
que codifican proteínas maduras pueden diseñarse con secuencias señal que dirigen la secreción de los polipéptidos 
maduros a través de una membrana celular procariota o eucariota. 
 50 
Restos de aminoácidos modificados 
 
Los polipéptidos pueden contener uno o más restos de aminoácidos modificados. La presencia de aminoácidos 
modificados puede ser ventajosa en, por ejemplo, el aumento de la semivida del polipéptido, la reducción de la 
antigenicidad o toxicidad del polipéptido, el aumento de la estabilidad en el almacenamiento del polipéptido, o 55 
similares. Se modifican un resto o restos de aminoácidos, por ejemplo, de forma cotraduccional o postraduccional 
durante la producción recombinante o se modifican por medios sintéticos o químicos.  
 
Los ejemplos no limitantes de un resto de aminoácido modificado incluyen la incorporación u otro uso de 
aminoácidos acetilados, aminoácidos glucosilados, aminoácidos sulfatados, aminoácidos prenilados (por ejemplo, 60 
farnesilados, geranilgeranilados), aminoácidos modificados con PEG (por ejemplo, “PEGilados”), aminoácidos 
biotinilados, aminoácidos carboxilados, aminoácidos fosforilados, etc. Toda la bibliografía está repleta de referencias 
adecuadas para guiar a un experto en la modificación de los restos de aminoácidos.  
 
Los restos de aminoácidos modificados pueden prevenir o aumentar la afinidad del polipéptido por otra molécula, 65 
incluyendo, pero sin limitación, polinucleótido, proteínas, carbohidratos, lípidos y derivados de lípidos, y otros 
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compuestos orgánicos o sintéticos. 
 
Identificación de factores proteicos adicionales 
 
También puede usarse un factor de transcripción relacionado con la presente invención para identificar moléculas 5 
endógenas o exógenas adicionales que pueden afectar a un fenotipo o rasgo de interés. Dichas moléculas incluyen 
moléculas endógenas sobre las que se actúa a un nivel transcripcional por un factor de transcripción para modificar 
un fenotipo según se desee. Por ejemplo, los factores de transcripción pueden emplearse para identificar uno o más 
genes cadena abajo que están sujetos a un efecto regulador del factor de transcripción. En un enfoque, un factor de 
transcripción u homólogo del factor de transcripción se expresa en una célula hospedadora, por ejemplo, una célula 10 
vegetal transgénica, tejido o explante, y se controlan los productos de expresión, bien ARN o bien proteína, de 
dianas probables o aleatorias, por ejemplo, mediante hibridación con una micromatriz de sondas de ácido nucleico 
correspondientes a genes expresados en un tejido o tipo celular de interés, por electroforesis en gel bidimensional 
de productos proteicos, o por cualquier otro método conocido en la técnica para evaluar la expresión de productos 
génicos al nivel de ARN o proteína. Como alternativa, puede usarse un factor de transcripción para identificar 15 
secuencias promotoras (tales como sitios de unión en secuencias de ADN) implicadas en la regulación de una diana 
cadena abajo. Después de identificar una secuencia promotora, pueden modificarse interacciones entre el factor de 
transcripción y la secuencia promotora cambiando nucleótidos específicos en la secuencia promotora o aminoácidos 
específicos en el factor de transcripción que interaccionan con la secuencia promotora para alterar un rasgo de la 
planta. Normalmente, se identifican sitios de unión a ADN del factor de transcripción por ensayos de desplazamiento 20 
en gel. Después de identificar las regiones promotoras, las secuencias de región promotora pueden emplearse en 
matrices de ADN bicatenario para identificar moléculas que afectan a las interacciones de los factores de 
transcripción con sus promotores (Bulyk et al. (1999) Nature Biotechnol. 17: 573-577). 
 
Los factores de transcripción identificados son también útiles para identificar proteínas que modifican la actividad del 25 
factor de transcripción. Dicha modificación puede producirse por modificación covalente, tal como por fosforilación, o 
por interacciones proteína-proteína (homo o heteropolímero). Puede emplearse cualquier método adecuado para 
detectar interacciones proteína-proteína. Entre los métodos que pueden emplearse están la coinmunoprecipitación, 
reticulación y copurificación mediante gradientes o columnas cromatográficas, y el sistema de levadura de dos 
híbridos. 30 
 
El sistema de dos híbridos detecta interacciones de proteínas in vivo y se ha descrito previamente (Chien et al. 
(1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 9578-9582), y está disponibles en el mercado de Clontech (Palo Alto, Calif.). 
En dicho sistema, se construyen plásmidos que codifican dos proteínas híbridas: una consiste en el dominio de 
unión a ADN de una proteína activador de transcripción fusionada con el polipéptido del factor de transcripción y la 35 
otra consiste en el dominio de activación de la proteína activadora de transcripción fusionado con una proteína 
desconocida que se codifica por un ADNc que se ha recombinado en el plásmido como parte de una biblioteca de 
ADNc. El plásmido de fusión del dominio de unión a ADN y la biblioteca de ADNc se transforman en una cepa de la 
levadura Saccharomyces cerevisiae que contiene un gen indicador (por ejemplo, lacZ) cuya región reguladora 
contiene el sitio de unión del activador de la transcripción. Una de las proteínas híbridas por sí sola no puede activar 40 
la transcripción del gen indicador. La interacción de las dos proteínas híbridas reconstituye la proteína activadora 
funcional y da como resultado la expresión del gen indicador, que se detecta por un ensayo para el producto génico 
indicador. Después, los plásmidos de la biblioteca responsables de la expresión del gen indicador se aíslan y 
secuencian para identificar las proteínas codificadas por los plásmidos de la biblioteca. Después de identificar 
proteínas que interaccionan con los factores de transcripción, pueden realizarse ensayos con respecto a compuestos 45 
que interfieren con las interacciones proteína-proteína del factor de transcripción. 
 
Subsecuencias 
 
También se contemplan usos de polinucleótidos, también denominados en el presente documento oligonucleótidos, 50 
que tienen normalmente al menos 12 bases, preferentemente al menos 50 bases, que hibridan en condiciones 
rigurosas con una secuencia polinucleotídica descrita anteriormente. Los polinucleótidos pueden usarse como 
sondas, cebadores, agentes con sentido y antisentido, y similares, de acuerdo con métodos como se han observado 
anteriormente. 
 55 
Subsecuencias de polinucleótidos, incluyendo fragmentos polinucleotídicos y oligonucleótidos son útiles como 
sondas y cebadores de ácidos nucleicos. Un oligonucleótido adecuado para su uso como una sonda o cebador es 
de al menos aproximadamente 15 nucleótidos de longitud, con más frecuencia de al menos aproximadamente 18 
nucleótidos, frecuentemente de al menos aproximadamente 21 nucleótidos, frecuentemente de al menos 
aproximadamente 30 nucleótidos, o de aproximadamente 40 nucleótidos, o más de longitud. Una sonda de ácido 60 
nucleico es útil en protocolos de hibridación, por ejemplo, para identificar homólogos polipeptídicos adicionales, 
incluyendo protocolos para experimentos de micromatrices. Los cebadores pueden hibridarse con una cadena de 
ADN diana complementaria por hibridación de ácido nucleico para formar un híbrido entre el cebador y la cadena de 
ADN diana, y después extenderse a lo largo de la cadena de ADN diana por una enzima ADN polimerasa. Pueden 
usarse pares de cebadores para amplificación de una secuencia de ácido nucleico, por ejemplo, mediante la 65 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) u otros métodos de amplificación de ácido nucleico (Sambrook (1989) 
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mencionado anteriormente y Ausubel (hasta 2000) mencionado anteriormente). 
 
Además, puede usarse como inmunógenos un polipéptido aislado o recombinante que incluye una subsecuencia de 
al menos aproximadamente 15 aminoácidos contiguos codificados por los polinucleótidos recombinantes o aislados, 
o dominios o fragmentos de los mismos, por ejemplo, para producir anticuerpos específicos para la secuencia 5 
polipeptídica, o como sondas para detectar una secuencia de interés. Una subsecuencia puede variar de tamaño de 
aproximadamente 15 aminoácidos de longitud hasta e incluyendo la longitud completa del polipéptido. 
 
Un polipéptido expresado que comprende dicha subsecuencia polipeptídica realiza al menos una función biológica 
del polipéptido intacto de una manera sustancialmente igual, o en un grado similar, que el polipéptido intacto. Por 10 
ejemplo, un fragmento polipeptídico puede comprender un motivo estructural reconocible o dominio funcional tal 
como un dominio de unión a ADN que activa la transcripción, por ejemplo, uniendo con una región promotora de 
ADN específica un dominio de activación, o un dominio para interacciones proteína-proteína. 
 
Producción de plantas transgénicas 15 
 

Modificación de rasgos 
 
Los polinucleótidos descritos en el presente documento se emplean favorablemente para producir plantas 
transgénicas con diversos rasgos, o características, que se han modificado de una manera deseable, por ejemplo, 20 
para mejorar las características de semillas de una planta. Por ejemplo, puede usarse la alteración de los niveles o 
patrones de expresión (por ejemplo, patrones de expresión espacial o temporal) de uno o más de los factores de 
transcripción (u homólogos de los factores de transcripción), en comparación con los niveles de la misma proteína 
hallada en una planta de tipo silvestre, para modificar los rasgos de una planta. Un ejemplo ilustrativo de 
modificación de rasgos, características mejoradas, alterando los niveles de expresión de un factor de transcripción 25 
particular se describe adicionalmente en los ejemplos y el Listado de Secuencias. 
 
Arabidopsis como un sistema modelo 
 
La Arabidopsis thaliana es un objeto de atención rápidamente creciente como un modelo para genética y 30 
metabolismo en plantas. La Arabidopsis tiene un genoma pequeño, y están disponibles estudios bien documentados. 
Es fácil de cultivar en grandes números y están disponibles, o pueden obtenerse fácilmente, mutantes que definen 
mecanismos controlados genéticamente importantes. Están disponibles diversos métodos para introducir y expresar 
genes homólogos aislados (véase Koncz et al., editores, Methods in Arabidopsis Research (1992) World Scientific, 
Nueva Jersey NJ, en “Prefacio”). Debido a su pequeño tamaño, ciclo de vida corto, autogamia obligada y alta 35 
fertilidad, la Arabidopsis también es un organismo elegido para el aislamiento de mutantes y estudios en las rutas 
morfogenéticas y del desarrollo, y el control de estas rutas por factores de transcripción (Koncz (1992) mencionado 
anteriormente, p. 72). Varios estudios de introducción de factores de transcripción en A. thaliana han demostrado la 
utilidad de esta planta para entender los mecanismos de la regulación génica y la alteración de rasgos en plantas 
(véase, por ejemplo, factores (Koncz (1992) mencionado anteriormente, y Patente de Estados Unidos Número 40 
6.417.428)). 
 
Genes de Arabidopsis en plantas transgénicas 
 
La expresión de genes que codifican factores de transcripción que modifican la expresión de genes endógenos, 45 
polinucleótidos y proteínas se conoce bien en la técnica. Además las plantas transgénicas que comprenden 
polinucleótidos aislados que codifican factores de transcripción también pueden modificar la expresión de genes 
endógenos, polinucleótidos y proteínas. Los ejemplos incluyen Peng et al. (1997) et al. Genes and Development 11: 
3194-3205, y Peng et al. (1999) Nature 400: 256-261. Además, muchos otros han demostrado que un factor de 
transcripción de Arabidopsis expresado en una especie vegetal exógena induce la misma respuesta fenotípica o una 50 
muy similar. Véase, por ejemplo, Fu et al. (2001) Plant Cell 13: 1791-1802; Nandi et al. (2000) Curr. Biol. 10: 215-
218; Coupland (1995) Nature 377: 482-483; y Weigel y Nilsson (1995) Nature 377: 482-500. 
 
Genes homólogos introducidos en plantas transgénicas 
 55 
Pueden introducirse genes homólogos que pueden derivar de cualquier planta, o de cualquier fuente, bien natural, 
sintética, semisintética o recombinante, y que comparten identidad o similitud de secuencia significativa con los 
descritos en el presente documento, en plantas, por ejemplo, plantas de cultivo, para conferir rasgos deseables o 
mejorados. En consecuencia, pueden producirse plantas transgénicas que comprenden un vector o casete de 
expresión recombinante con un promotor unido operativamente con una o más secuencias homólogas de las 60 
secuencias desveladas en el presente documento. El promotor puede ser, por ejemplo, un promotor vegetal o viral.  
 
La invención proporciona por lo tanto métodos para preparar plantas transgénicas, y para modificar rasgos 
vegetales, como se define por las reivindicaciones. Las plantas y partes vegetales que resultan de la aplicación de 
estos métodos también están abarcadas por la presente invención, como se define por las reivindicaciones. 65 

ES 2 502 943 T3

 

39



 

 

Factores de transcripción de interés para la modificación de rasgos vegetales 
 
En consecuencia, la existencia de una serie de grupos de madurez para diferentes latitudes representa una barrera 
importante para la introducción de nuevos rasgos valiosos. Cualquier rasgo (por ejemplo tolerancia al estrés abiótico 
o biomasa aumentada) tiene que cultivarse en cada uno de los grupos de madurez diferentes por separado, un 5 
ejercicio laborioso y costoso. La disponibilidad de cepa única, que podría cultivarse en cualquier latitud, aumentaría 
por lo tanto en gran medida el potencial de introducir nuevos rasgos en especies de cultivo tales como la soja y el 
algodón. 
 
Para los efectos específicos, rasgos y utilidades conferidos a plantas, pueden usarse uno o más genes de factores 10 
de transcripción de la presente invención para aumentar o reducir, o mejorar o ser deletéreos para un rasgo dado. 
Por ejemplo, la anulación de un gen de factor de transcripción que aparece de forma natural en una planta, o 
supresión del gen (con, por ejemplo, supresión antisentido), pueden provocar tolerancia reducida a un estrés 
osmótico en relación con plantas no transformadas o de tipo silvestre. Sobreexpresando este gen, la planta puede 
experimentar tolerancia aumentada al mismo estrés. Puede introducirse más de un gen de factor de transcripción en 15 
una planta, transformando la planta con uno o más vectores que comprenden dos o más factores de transcripción, o 
mediante cultivo selectivo de plantas para producir cruces híbridos que comprenden más de un factor de 
transcripción introducido. 
 
Genes, rasgos y utilidades que afectan a las características de la planta 20 
 
Los factores de transcripción de las plantas pueden modular la expresión génica y, a su vez, modularse por la 
experiencia ambiental de una planta. Las alteraciones significativas en el ambiente de una planta dan como 
resultado invariablemente un cambio en el patrón de expresión génica del factor de transcripción de la planta. Los 
patrones de expresión de factores de transcripción alterados generalmente dan como resultado cambios fenotípicos 25 
en la planta. El producto o los productos génicos de factores de transcripción en plantas transgénicas difieren 
entonces en las cantidades o proporciones de los hallados en plantas de tipo silvestre o no transformadas, y esos 
factores de transcripción probablemente representen polipéptidos que se usan para alterar la respuesta al cambio 
ambiental. Como ejemplo, está bien aceptado en la técnica que pueden usarse métodos analíticos basados en la 
alteración de patrones de expresión para explorar con respecto a cambios fenotípicos en una planta de forma mucho 30 
más eficaz que lo que puede conseguirse usando métodos tradicionales.  
 
I. Biomasa aumentada. 
 
Las plantas que sobreexpresan nueve factores de transcripción de gancho AT relacionados distintos descritos en el 35 
presente documento, incluyendo secuencias de diversas especies de monocotiledóneas y dicotiledóneas tales como 
los polipéptidos de Arabidopsis thaliana G1073, G1067, G1667, G2153 y G2156, G2157, polipéptidos de Oryza 
sativa G3399, G3400, G3401, G3407, G3556, y polipéptidos de Glycine max G3456, G3459 y G3460, se hacen 
mayores que las plantas de control o de tipo silvestre, y generalmente producen hojas más anchas que las plantas 
de control o de tipo silvestre. Para algunas plantas ornamentales, la capacidad de proporcionar variedades mayores 40 
con estos genes o sus equiválogos puede ser altamente deseable. De forma más significativa, las especies de 
cultivo que sobreexpresan estos genes de diversas especies también producirían cultivares mayores, y por lo tanto 
mayores producciones, particularmente en las plantas cuya parte vegetativa de la planta es comestible (por ejemplo, 
lechuga, acelga, etc.). Esto ya se ha observado en Arabidopsis y plantas de tomate. Se ha descubierto que las 
plantas de tomate que sobreexpresan los polipéptidos G2153 y G2157 de A. thaliana son significativamente mayores 45 
que las plantas de tomate de control de tipo silvestre. Numerosas líneas de Arabidopsis que sobreexpresan G3399, 
G3400, G3401, G3407, o G3556, que son genes del arroz, y G3456, G3459 o G3460, que son genes de la soja, 
desarrollan rosetas y hojas significativamente mayores que los controles de Arabidopsis de tipo silvestre. 
 
II. Tolerancia al aumento del estrés abiótico. 50 
 
La sobreexpresión de muchos de los factores de transcripción en el clado G1073 de los polipéptidos de factores de 
transcripción confieren tolerancia al aumento del estrés cuando las secuencias se sobreexpresan en plantas. La 
biomasa aumentada observada en muchas de estas plantas parece estar relacionada con el mecanismo particular 
de tolerancia al estrés mostrada por estos genes. La decisión de que un órgano lateral continúe su crecimiento y 55 
expansión frente a entrar en las fases de desarrollo tardío (cese del crecimiento y senescencia) se controla 
genéticamente y hormonalmente, incluyendo regulación en un punto de control del tamaño de los órganos (por 
ejemplo, Mizukami (2001) Curr Opinion Plant Biol. 4: 533-39; Mizukami y Fisher (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
97: 942-947; Hu et al. 2003 Plant Cell 15: 1591). El tamaño de los órganos se controla por la competencia 
meristemática de células del órgano, conduciendo la competencia meristemática aumentada a mayor tamaño del 60 
órgano (tanto hojas como tallos). Las hormonas vegetales pueden influir en el tamaño de los órganos de la planta, 
por ejemplo, conduciendo la sobreexpresión de la ruta del etileno a tamaño del órgano reducido. También hay 
sugerencias de que la auxina desempeña un papel determinante en el tamaño de los órganos. Las respuestas al 
estrés pueden influir en los niveles de hormonas en tejidos vegetales, incluyendo los niveles de ABA y etileno, 
modificando de este modo la competencia meristemática y tamaño de los órganos final. Por lo tanto, la 65 
sobreexpresión de genes HRC relacionados con G1073 altera las aportaciones ambientales (por ejemplo, estrés) al 
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punto de control de tamaño de los órganos, potenciando de este modo el tamaño de los órganos en condiciones de 
crecimiento típicas. 
 
Debido a la frecuente exposición a tensiones en condiciones de cultivo de plantas típicas, el tamaño de los órganos 
genéticamente programado máximo no se alcanza con frecuencia. Se aprecia bien que el tamaño de los órganos de 5 
la hoja aumentado puede dar como resultado aumento de la producción de semillas, mediante actividad de fuente y 
captura de energía potenciada. Por lo tanto, una estrategia importante para optimización de la producción es la 
alteración de características del sensor que integra las aportaciones de estrés ambiental externa en la competencia 
meristemática y control de tamaño de los órganos. Los genes HRC que son el objeto de la presente invención 
representan un componente de este mecanismo de control. El aumento de la expresión de los genes HRC conduce 10 
a sensibilidad reducida del sensor ambiental para control del tamaño de los órganos para estas aportaciones de 
estrés. Este aumento del umbral de estrés para competencia meristemática reducida da como resultado aumento de 
la producción vegetativa y de semillas en condiciones de cultivo de plantas típicas. Se sabe que las proteínas de 
gancho AT modulan la expresión génica mediante interacciones con otras proteínas. Por lo tanto, el mecanismo de 
integración ambiental para el control del tamaño de los órganos instanciado por proteínas HRC tendrá componentes 15 
adicionales cuya función se reconocerá por la capacidad de las proteínas codificadas para participar en la regulación 
de conjuntos génicos que están regulados por proteínas HRC. La identificación de componentes adicionales de la 
integración puede conseguirse identificando otros factores de transcripción que se unen a regiones reguladoras 
cadena arriba, detectando proteínas que interaccionan directamente con proteínas HRC. 
 20 
A. Respuestas a altas concentraciones de azúcar: detección de azúcar. 
 
Además de su importante papel como una fuente de energía y componente estructural de la célula vegetal, los 
azúcares son moléculas reguladoras centrales que controlan varios aspectos de la fisiología, el metabolismo y el 
desarrollo de la planta (Hsieh et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 13965-13970). Se cree que este control se 25 
consigue regulando la expresión génica y, en plantas superiores, se ha mostrado que los azúcares reprimen o 
activan genes vegetales implicados en muchos procesos esenciales tales como fotosíntesis, metabolismo del 
glioxilato, respiración, síntesis y degradación de almidón y sacarosa, respuesta a patógenos, respuesta a heridas, 
regulación del ciclo celular, pigmentación, floración y senescencia. Los mecanismos por los que los azúcares 
controlan la expresión génica no se entienden. 30 
 
Varios mutantes de detección de azúcares han resultado ser alélicos para mutantes de ABA y etileno. Se encuentra 
ABA en todos los organismos fotosintéticos y actúa como un regulador clave de la transpiración, respuestas al 
estrés, embriogénesis y germinación de semillas. La mayoría de los efectos de ABA están relacionados con la 
actuación del compuesto como una señal de disponibilidad de agua reducida, por lo que desencadena una reducción 35 
de la pérdida de agua, ralentiza el crecimiento y media en respuestas adaptativas. Sin embargo, ABA también influye 
en el crecimiento y desarrollo de la planta mediante interacciones con otras fitohormonas. Los estudios fisiológicos y 
moleculares indican que el maíz y Arabidopsis tienen rutas casi idénticas con respecto a la biosíntesis de ABA y 
transducción de señal. Para una revisión adicional, véase Finkelstein y Rock (2002) “Abscisic acid biosynthesis and 
response”, en The Arabidopsis Book, Editores: Somerville y Meyerowitz (American Society of Plant Biologists, 40 
Rockville, MD). 
 
Por lo tanto, G1067, G2153, G2156, G2789, G3401, G3406, G3456, y factores de transcripción relacionados están 
probablemente implicados en la señalización de hormonas basándose en el fenotipo de detección de azúcares de 
sacarosa de líneas transgénicas con sobreexpresión. Por otro lado, el tratamiento de sacarosa usado en estos 45 
experimentos (9,5 % p/v) podría ser también un estrés osmótico. Por lo tanto, se podrían interpretar estos datos 
como un indicio de que estas líneas transgénicas son más tolerantes al estrés osmótico. Sin embargo, se sabe bien 
que las respuestas de plantas a ABA, estrés osmótico y otros pueden estar ligadas, y estos diferentes tratamientos 
pueden incluso actuar de una manara sinérgica para aumentar el grado de una respuesta. Por ejemplo, Xiong, 
Ishitani, y Zhu ((1999) Plant Physiol. 119: 205-212) han mostrado que pueden usarse estudios genéticos y 50 
moleculares para mostrar interacción extensiva entre estrés osmótico, estrés por temperatura y respuestas de ABA 
en plantas. Esos investigadores analizaron la expresión de RD29A-LUC en respuesta a diversos regímenes de 
tratamiento en Arabidopsis. El promotor RD29A contiene el elemento tanto sensible a ABA como el sensible a 
deshidratación, también denominada la repetición C, y puede activarse por estrés osmótico, baja temperatura o 
tratamiento con ABA; la transcripción del gen de RD29A en respuesta a tensiones osmótica y de frío está mediada 55 
por rutas tanto dependientes de ABA como independientes de ABA (Xiong, Ishitani, y Zhu (1999) mencionado 
anteriormente). LUC se refiere a la secuencia codificante de luciferasa de luciérnaga, que, en este caso, estaba 
conducida por el promotor RD29A sensible al estrés. Los resultados revelaron interacciones tanto positivas como 
negativas, dependiendo de la naturaleza y duración de los tratamientos. Se descubrió que el estrés por baja 
temperatura alteraba la señalización osmótica pero el estrés por calor moderado potenciaba fuertemente la 60 
inducción de estrés osmótico, actuando de este modo de forma sinérgica con las rutas de señalización osmóticas. 
En este estudio, los autores indicaron que el estrés osmótico y ABA pueden actuar de forma sinérgica mostrando 
que los tratamientos indujeron simultáneamente la expresión del transgén y el gen endógeno. Se indicaron 
resultados similares por Bostock y Quatrano ((1992) Plant Physiol. 98: 1356-1363), que descubrieron que el estrés 
osmótico y ABA actúan de forma sinérgica e inducen la expresión del gen Em del maíz. Ishitani et al ((1997) Plant 65 
Cell 9: 1935-1949) aislaron un grupo de mutaciones de un único gen de Arabidopsis que confieren respuestas 
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potenciadas tanto a tensiones osmóticas como a ABA. La naturaleza de la recuperación de estos mutantes de estrés 
osmótico y tratamiento con ABA sugirió que aunque existen rutas de señalizaciones separadas para el estrés 
osmótico y ABA, las rutas comparten varios componentes; estos componentes comunes pueden mediar en 
interacciones sinérgicas entre el estrés osmótico y ABA. Por lo tanto, al contrario de la creencia anterior de que las 
rutas de señalización del estrés dependiente de ABA e independiente de ABA actúan de una manera paralela, los 5 
datos de los inventores revelan que estas rutas interaccionan y convergen para activar la expresión de genes de 
estrés. 
 
Debido a que los azúcares son moléculas de señalización importantes, la capacidad para controlar la concentración 
de un azúcar de señalización o cómo una planta percibe o responde a un azúcar de señalización podría usarse para 10 
controlar el desarrollo, la fisiología o el metabolismo de la planta. Por ejemplo, se ha mostrado que el flujo de 
sacarosa (un azúcar disacárido usado para transportar de forma sistémica carbono y energía en la mayoría de las 
plantas) afecta a la expresión génica y altera la acumulación de compuestos de almacenamiento en semillas. La 
manipulación de la ruta de señalización de sacarosa en semillas puede por lo tanto provocar que las semillas tengan 
más proteína, aceite o carbohidratos, dependiente del tipo de manipulación. De forma similar, en tubérculos, la 15 
sacarosa se convierte en almidón que se usa como un almacén de energía. Se cree que las rutas de señalización de 
azúcares podrían determinar parcialmente los niveles del almidón sintetizado en los tubérculos. La manipulación de 
la señalización de azúcar en tubérculos podría conducir a tubérculos con un mayor contenido de almidón. 
 
Por lo tanto, los genes de factores de transcripción desvelados en el presente documento, que manipulan la ruta de 20 
transducción de señal de azúcar, incluyendo, por ejemplo G1073 y G2156, junto con sus equiválogos, pueden 
conducir a expresión génica alterada para producir plantas con rasgos deseables. En particular, la manipulación de 
las rutas de transducción de señal de azúcar podría usarse para alterar relaciones de fuente-sumidero en semillas, 
tubérculos, raíces y otros órganos de almacenamiento conduciendo a un aumento de la producción. 
 25 
B. Respuestas a tensiones osmóticas (alta salinidad, congelación, deshidratación y sequía) 
 
Las plantas se someten a una serie de retos ambientales. Varios de estos, incluyendo estrés salino, estrés osmótico 
general, estrés por sequía y estrés por congelación, tienen la capacidad de influir en la disponibilidad de agua celular 
y de planta completa. No resulta sorprendente, por lo tanto, que las respuestas vegetales a esta colección de 30 
tensiones están relacionadas. En una revisión reciente, Zhu indica que “la mayoría de los estudios sobre la 
señalización de estrés hídrico se han centrado en el estrés salino principalmente por que las respuestas vegetales a 
salinidad y sequía están estrechamente relacionadas y los mecanismos se solapan” (Zhu (2002) Ann. Rev. Plant 
Biol. 53: 247-273). Se han documentado muchos ejemplos de respuestas similares (es decir, rutas genéticas para 
este conjunto de tensiones). Por ejemplo, se ha mostrado que los factores de transcripción de CBF condicionan la 35 
resistencia a salinidad, congelación y sequía (Kasuga et al. (1999) Nature Biotech. 17: 287-291). El gen rd29B de 
Arabidopsis se induce en respuesta al estrés tanto de salinidad como de deshidratación, un proceso que está 
mediado principalmente a través de un proceso de transducción de señal de ABA (Uno et al. (2000) Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 97: 11632-11637), dando como resultado actividad alterada de los factores de transcripción que se unen 
con un elemento cadena arriba dentro del promotor de rd29B. En Mesembryanthemum crystallinum (hierba del 40 
hielo), Patharker y Cushman han mostrado que se induce una proteína quinasa dependiente de calcio (McCDPK1) 
por exposición a tensiones tanto por sequía como por salinidad (Patharker y Cushman (2000) Plant J. 24: 679-691). 
También se ha mostrado que la quinasa inducida por estrés fosforila un factor de transcripción, alterando 
supuestamente su actividad, aunque los niveles de transcrito del factor de transcripción diana no se alteran en 
respuesta al estrés por salinidad o sequía. De forma similar, Saijo et al. demostraron que una proteína quinasa 45 
dependiente de calmodulina inducida por salinidad/sequía del arroz (OsCDPK7) confería mayor tolerancia a 
salinidad y sequía para el arroz cuando se sobreexpresaba (Saijo et al. (2000) Plant J. 23: 319-327). 
 
La deshidratación induce estrategias de supervivencia similares en plantas que el estrés por congelación (Yelenosky 
(1989) Plant Physiol 89: 444-451) y el estrés por sequía induce tolerancia a la congelación (Siminovitch et al. (1982) 50 
Plant Physiol 69: 250-255; y Guy et al. (1992) Planta 188: 265-270). Además de la inducción de proteínas de 
aclimatación al frío, las estrategias que permiten que las plantas sobrevivan en condiciones de agua baja pueden 
incluir reducción del área de superficie, o producción de aceite o cera en superficie. 
 
En consecuencia, un experto en la materia esperaría que algunas rutas implicadas en la resistencia a una de estas 55 
tensiones, y por lo tanto reguladas por un factor de transcripción individual, también estuvieran implicadas en la 
resistencia a otra de estas tensiones, reguladas por los mismos factores de transcripción u homólogos. Por 
supuesto, las rutas de resistencia generales están relacionadas, no son idénticas, y por lo tanto no todos los factores 
de transcripción que controlan la resistencia a un estrés controlarán la resistencia a las otras tensiones. No obstante, 
si un factor de transcripción condiciona la resistencia a una de estas tensiones, resultaría evidente para un experto 60 
en la materia ensayar con respecto a resistencia a estas tensiones relacionadas.  
 
Por lo tanto, la modificación de la expresión de miembros del clado G1073 puede usarse para aumentar la tolerancia 
de una planta a condiciones de agua baja y proporcionar los beneficios de supervivencia mejorada, producción 
aumentada y un alcance de plantación geográfico y temporal extendido. Se ha mostrado que las plantas que 65 
sobreexpresan G3399, G3400 y G3460 son más tolerantes ha deshidratación en ensayos de desecación basados en 
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placa que las plantas de control de tipo silvestre (Ejemplo VII). Se ha mostrado que las líneas de plantas que 
sobreexpresan G1073, G1067, G2153 de Arabidopsis, G3399, G3400, G3401 de arroz y G3460 de soja son 
significativamente más tolerantes a la sequía que las plantas de control de tipo silvestre en ensayos basados en 
suelo, confirmando los resultados basados en placas. 
 5 
Se ha mostrado que varias de las secuencias del clado G1073 (por ejemplo, G1073, G1069, G2153, G2156, G2789, 
G3401 y G3460) tienen un fenotipo de tolerancia al estrés osmótico alterado en virtud de la germinación mejorada de 
plantas que sobreexpresan estas secuencias en medios que contienen azúcares altos. También se ha mostrado que 
la mayoría de estos genes confieren mayor tolerancia al estrés por salinidad o desecación a plantas con 
sobreexpresión (se ha mostrado que todos aumentan la tolerancia al estrés osmótico en Arabidopsis, y se ha 10 
mostrado que G2153 hace lo mismo para plantas de tomate maduras). Por lo tanto, la modificación de la expresión 
de estos y otros genes de factores de transcripción desvelados estructuralmente relacionados pueden usarse para 
aumentar la tasa de germinación o crecimiento en condiciones osmóticas adversas, lo que podría influir en la 
supervivencia y producción de semillas y plantas. Las tensiones osmóticas pueden regularse por mecanismos de 
control molecular específicos que incluyen genes que controlan los movimientos de agua e iones, proteínas 15 
inducidas por estrés funcionales y estructurales, percepción y transducción de señales y eliminación de radicales 
libres, y muchos otros (Wang et al. (2001) Acta Hort. (ISHS) 560: 285-292). Los instigadores de estrés osmótico 
incluyen congelación, sequía y alta salinidad, cada uno de los cuales se analizan en más detalle posteriormente.  
 
De muchas maneras, la congelación, alta salinidad y sequía tienen efectos similares en plantas, no siendo el menor 20 
de los cuales la inducción de polipéptidos comunes que responden a estas tensiones diferentes. Por ejemplo, la 
congelación es similar al déficit de agua porque la congelación reduce la cantidad de agua disponible para una 
planta. La exposición a temperaturas de congelación puede conducir a deshidratación celular a medida que el agua 
deja las células y forma cristales de hielo en espacios intercelulares (Buchanan (2000) mencionado anteriormente). 
Como con la alta concentración salina y congelación, los problemas para plantas provocados por la baja 25 
disponibilidad de agua incluyen tensiones mecánicas provocadas por la retirada de agua celular. Por lo tanto, la 
incorporación de factores de transcripción que modifican la respuesta de una planta al estrés osmótico en, por 
ejemplo, un cultivo o planta ornamental, puede ser útil para reducir el daño o la pérdida. Se abordan posteriormente 
efectos específicos provocados por la congelación, alta salinidad y sequía. 
 30 
Los genes del Listado de Secuencias, incluyendo, por ejemplo, G1073, G2153, G2156, G3401, G3456, G3459 y 
G3460, que proporcionan tolerancia a salinidad pueden usarse para obtener por ingeniería genética cultivos y 
árboles tolerantes a salinidad que pueden prosperar en suelos con alto contenido salino o en condiciones de sequía. 
En particular, la tolerancia a la salinidad aumentada durante el estadio de germinación de una planta potencia su 
supervivencia y producción. Los genes de factores de transcripción desvelados en el presente documento que 35 
proporcionan aumento de la tolerancia a la salinidad durante la germinación, el estadio de plántula, y durante el ciclo 
de vida de una planta, encontrarían un valor particular para conferir supervivencia y producción en áreas en las que 
un cultivo particular normalmente no prosperaría. 
 
C. Respuestas al estrés por frío 40 
 
La tolerancia a enfriamiento potenciada puede extender el alcance del crecimiento eficaz de especies de cultivo 
sensibles a enfriamiento permitiendo una plantación más temprana o recolección más tardía. Puede conferirse 
tolerancia a enfriamiento mejorada por expresión aumentada de glicerol-3-fosfato acetiltransferasa en cloroplastos 
(véase, por ejemplo, Wolter et al. (1992) et al. EMBO J. 4685-4692, y Murata et al. (1992) Nature 356: 710-713). 45 
 
La tolerancia al enfriamiento también podría actuar como un modelo para entender cómo se adaptan las plantas a 
déficit de agua. El estrés tanto de enfriamiento como de agua comparten rutas de transducción de señales similares 
y mecanismos de tolerancia/adaptación. Por ejemplo, la aclimatación a temperaturas de enfriamiento podría 
inducirse por estrés hídrico o tratamiento con ABA. Los genes inducidos por baja temperatura incluyen deshidrinas 50 
(o proteínas LEA). Las deshidrinas también se inducen por salinidad, ABA, estrés hídrico y durante los estadios 
tardíos de la embriogénesis. 
 
Otra influencia importante del enfriamiento se produce durante el almacenamiento después de la recolección. Por 
ejemplo, algunas frutas y verduras no se almacenan bien a temperaturas bajas (por ejemplo, plátanos, aguacates, 55 
melones y tomates). El proceso de maduración normal del tomate se ve alterado si se expone a temperaturas frías. 
Los genes de factores de transcripción que confieren resistencia a temperaturas de enfriamiento potencian por lo 
tanto la tolerancia durante el almacenamiento después de la recolección. Se ha mostrado que varios de los genes de 
factores de transcripción desvelados en el presente documento confieren mejor germinación y crecimiento en 
condiciones frías. Por ejemplo, la germinación mejorada en condiciones frías vista con G1073, G2153 G2156, 60 
G3400, G3401, G3456, G3459 y G3460 indica un papel en la regulación de respuestas al frío por estos genes y 
otros miembros del clado G1073 de polipéptidos de factores de transcripción. Estos genes pueden por lo tanto 
sobreexpresarse o modificarse por ingeniería genética de otro modo para manipular la respuesta al estrés por baja 
temperatura. Los genes que permitieran germinación y vigor de la plántula en frío tendrían una utilidad altamente 
significativa para permitir que las semillas se planten más temprano en la estación con una alta tasa de 65 
supervivencia. Los genes de factores de transcripción que confieren mejor supervivencia en climas más fríos 
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permiten a un cultivador adelantar el momento de plantación en primavera y extender la estación de crecimiento 
hasta el otoño para mayores producciones de cultivo. La germinación de semillas y supervivencia a temperaturas 
significativamente por debajo de la temperatura media requerida para la germinación de semillas y supervivencia de 
plantas no transformadas aumentaría la distribución potencial de una planta de cultivo en regiones en las que de otro 
modo no conseguiría desarrollarse. 5 
 
Biomasa aumentada 
 
Se ha mostrado que la sobreexpresión de G1073 y varios otros miembros del clado G1073, incluyendo G1667, 
G2153, G2156, G3399, G3400, G3401, G3407, G3456, G3459, G3460 y G3556, produce plantas que son mayores 10 
que las de control, particularmente en estadios de crecimiento posteriores. Para algunas plantas ornamentales, la 
capacidad de proporcionar variedades mayores con estos genes o sus equiválogos puede ser altamente deseable. 
Para muchas plantas, incluyendo árboles frutales, árboles que se usan para la producción de madera o árboles y 
arbustos que actúan como pantallas contra el viento o para la vista, la mayor estatura proporciona beneficios 
mejorados en forma de mayor producción o protección mejorada. Las especies de cultivo también pueden producir 15 
mayores rendimientos en cultivares mayores, particularmente en los que la parte vegetativa de la planta es 
comestible. 
 
Floración retardada 
 20 
En un número significativo de especies, por ejemplo, cultivos de raíces, en los que las partes vegetativas de las 
plantas constituyen el cultivo y los tejidos reproductivos se descartan, es ventajoso identificar e incorporar genes de 
factores de transcripción que retarden o eviten la floración para evitar que se desvíen recursos al desarrollo 
reproductivo. Por ejemplo, la sobreexpresión de G1073, G1067, G1667, G2153, G2156, G3399, G3401, G3406, 
G3459, G3460 o G3556 retarda el tiempo de floración en plantas transgénicas. La extensión del desarrollo 25 
vegetativo con genes de factores de transcripción desvelados en el presente documento podría de este modo 
proporcionar grandes aumentos de la producción. La prevención de la floración puede ayudar a maximizar las 
producciones vegetativas y evitar el escape de polen de organismos modificados genéticamente (GMO). 
 
Sumario de características de plantas alteradas. 30 
 
Se ha mostrado en experimentos de laboratorio y de campo que miembros del clado G1073 de polipéptidos de 
factores de transcripción, que derivan de una amplia serie de plantas, confieren un mayor tamaño, tolerancia al 
estrés abiótico y fenotipos de floración retardada en plantas que sobreexpresan estas secuencias. La divulgación 
también proporciona polinucleótidos que codifican polipéptidos del clado G1073, fragmentos de los mismos, 35 
dominios conservados de los mismos, parálogos, ortólogos, equiválogos y fragmentos de los mismos. Estas 
secuencias se enumeran en el Listado de Secuencias, y debido al alto grado de similitud estructural de las presentes 
secuencias, se espera que muchas de las secuencias para las que no se han generado datos también actúen 
aumentando la biomasa vegetal y/o tolerancia al estrés abiótico. La divulgación también abarca los complementos 
de los polinucleótidos. Los polinucleótidos también son útiles para explorar bibliotecas de moléculas o compuestos 40 
con respecto a unión específica y para identificar otras secuencias de miembros del clado G1073 identificando 
ortólogos que tienen secuencias similares, particularmente en los dominios conservados. 
 
Antisentido y cosupresión 
 45 
Además de la expresión de los ácidos nucleicos descritos en el presente documento como reemplazo génico o 
ácidos nucleicos de modificación del fenotipo de la planta, los ácidos nucleicos también son útiles para la supresión 
con sentido y antisentido de la expresión, por ejemplo, para regular negativamente la expresión de un ácido nucleico, 
por ejemplo, como un mecanismo adicional para modular el fenotipo de la planta. Es decir, los ácidos nucleicos, o 
subsecuencias o secuencias antisentido de los mismos, pueden usarse para bloquear la expresión de ácidos 50 
nucleicos homólogos de origen natural. Se conoce en la técnica diversas tecnologías con sentido y antisentido, por 
ejemplo, como se expone en Lichtenstein y Nellen (1997) Antisense Technology: A Practical Approach IRL Press at 
Oxford University Press, Oxford, Reino Unido. La regulación antisentido también se describe en Crowley et al. (1985) 
Cell 43: 633-641; Rosenberg et al. (1985) Nature 313: 703-706; Preiss et al. (1985) Nature 313: 27-32; Melton (1985) 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 144-148; Izant y Weintraub (1985) Science 229: 345-352; y Kim y Wold (1985) Cell 55 
42: 129-138. Se conocen en la técnica métodos adicionales para la regulación antisentido. Se ha usado regulación 
antisentido para reducir o inhibir la expresión de genes de plantas en, por ejemplo, la Publicación de Patente 
Europea Nº 271988. El ARN antisentido puede usarse para reducir la expresión génica para producir un cambio 
fenotípico visible o bioquímico en una planta (Smith et al. (1988) Nature 334: 724-726; Smith et al. (1990) Plant Mol. 
Biol. 14: 369-379). En general, se introducen secuencias con sentido o antisentido en una célula, donde 60 
opcionalmente se amplifican, por ejemplo, por transcripción. Dichas secuencias incluyen tanto secuencias 
oligonucleotídicas sencillas como secuencias catalíticas tales como ribozimas. 
 
Por ejemplo, una reducción o eliminación de la expresión (es decir, una “anulación”) de un factor de transcripción o 
polipéptido homólogo de factor de transcripción en una planta transgénica, por ejemplo, para modificar un rasgo de 65 
la planta, puede obtenerse introduciendo una construcción antisentido correspondiente al polipéptido de interés 
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como un ADNc. Para supresión antisentido, el factor de transcripción o ADNc homólogo se dispone en orientación 
inversa (con respecto a la secuencia codificante) en relación con la secuencia promotora en el vector de expresión. 
No es necesario que la secuencia introducida sea el ADNc o gen de longitud completa, y no es necesario que sea 
idéntica al ADNc o gen hallado en el tipo de planta para transformar. Normalmente, es necesario que la secuencia 
antisentido sea solamente capaz de hibridar con el gen diana o ARN de interés. Por lo tanto, cuando la secuencia 5 
introducida es de longitud más corta, será necesario un mayor grado de homología con la secuencia del factor de 
transcripción endógena para supresión antisentido eficaz. Aunque pueden utilizarse secuencias antisentido de 
diversas longitudes, preferentemente, la secuencia antisentido introducida en el vector será de al menos 30 
nucleótidos de longitud, y se observará normalmente supresión antisentido mejorada a medida que aumenta la 
longitud de la secuencia antisentido. Preferentemente, la longitud de la secuencia antisentido en el vector será de 10 
más de 100 nucleótidos. La transcripción de una construcción antisentido como se describe da como resultado la 
producción de moléculas de ARN que son el complemento inverso de moléculas de ARNm transcritas del gen de 
factor de transcripción endógeno en la célula vegetal. 
 
También puede conseguirse supresión de la expresión de genes de factores de transcripción endógenos usando una 15 
ribozima. Las ribozimas son moléculas de ARN que poseen actividad endorribonucleasa altamente específica. La 
producción y uso de ribozimas se desvela en la Patente de Estados Unidos Nº 4.987.071 y Patente de Estados 
Unidos Nº 5.543.508. Pueden usarse secuencias de ribozimas sintéticas incluyendo ARN antisentido para conferir 
actividad de escisión de ARN en el ARN antisentido, de modo que las moléculas de ARNm endógenas que hibridan 
con el ARN antisentido se escinden, lo que a su vez conduce a una inhibición antisentido potenciada de la expresión 20 
de genes endógenos. 
 
Los vectores en los que el ARN codificado por un factor de transcripción o ADNc homólogo del factor de 
transcripción está sobreexpresado también pueden usarse para obtener cosupresión de un gen endógeno 
correspondiente, por ejemplo, de la manera descrita en la Patente de Estados Unidos Nº 5.231.020 de Jorgensen. 25 
Dicha cosupresión (también denominada supresión con sentido) no requiere que el ADNc del factor de transcripción 
completo se introduzca en las células vegetales, ni requiere que la secuencia introducida sea exactamente idéntica 
al gen de factor de transcripción endógeno de interés. Sin embargo, como con la supresión antisentido, la eficacia de 
supresión se potenciará a medida que aumenta la especificidad de la hibridación, por ejemplo, a medida que se 
alarga la secuencia introducida y/o a medida que aumenta la similitud de secuencia entre la secuencia introducida y 30 
el gen del factor de transcripción endógeno.  
 
Los vectores que expresan una forma no traducible del ARNm del factor de transcripción, por ejemplo, secuencias 
que comprenden uno o más codones de parada, o mutación sin sentido, también pueden usarse para suprimir la 
expresión de un factor de transcripción endógeno, reduciendo o eliminando de este modo su actividad y modificando 35 
uno o más rasgos. Se describen métodos para producir dichas construcciones en la Patente de Estados Unidos Nº 
5.583.021. Preferentemente, dichas construcciones se realizan introduciendo un codón de parada prematuro en el 
gen del factor de transcripción. Como alternativa, puede modificarse un rasgo de la planta por silenciamiento génico 
usando ARN bicatenario (Sharp (1999) Genes and Development 13: 139-141). Otro método para anular la expresión 
de un gen es mediante mutagénesis de inserción usando el ADN-T de Agrobacterium tumefaciens. Después de 40 
generar los mutantes de inserción, los mutantes pueden explorarse para identificar los que contienen la inserción en 
un factor de transcripción o gen homólogo de factor de transcripción. Las plantas que contienen un único 
acontecimiento de inserción de transgén en el gen deseado pueden cruzarse para generar plantas homocigotas para 
la mutación. Dichos métodos se conocen bien por los expertos en la materia (véase por ejemplo Koncz et al. (1992) 
Methods in Arabidopsis Research, World Scientific Publishing Co. Pte. Ltd., River Edge NJ). 45 
 
La supresión de la expresión del gen del factor de transcripción endógeno también puede conseguirse usando 
interferencia de ARN, o ARNi. La ARNi es una técnica de silenciamiento génico dirigida, postranscripcional, que usa 
ARN bicatenario (ARNbc) para inducir la degradación de ARN mensajero (ARNm) que contiene la misma secuencia 
que el ARNbc (Constans, (2002) The Scientist 16:36). Se producen ARN de interferencia pequeños, o ARNip, en al 50 
menos dos etapas: una ribonucleasa endógena escinde ARNbc más largo en ARN más cortos, de 21-23 nucleótidos 
de longitud. Los segmentos de ARNip median después en la degradación del ARNm diana (Zamore, (2001) Nature 
Struct. Biol., 8: 746-50). Se ha usado ARNi para la determinación de la función génica de una manera similar a los 
oligonucleótidos antisentido (Constans, (2002) The Scientist 16: 36). Se han modificado por ingeniería genética 
vectores de expresión que expresan de forma continua ARNip en células transfectadas de forma transitoria y estable 55 
para expresar ARN en horquilla pequeños (ARNhp), que se procesan in vivo en moléculas de tipo ARNip capaces de 
llevar a cabo silenciamiento específico de genes (Brummelkamp et al., (2002) Science 296: 550-553, y Paddison, et 
al. (2002) Genes & Dev. 16: 948-958). El silenciamiento génico postranscripcional por ARN bicatenario se analiza en 
más detalle en Hammond et al. (2001) Nature Rev Gen 2: 110-119, Fire et al. (1998) Nature 391: 806-811 y 
Timmons y Fire (1998) Nature 395: 854.  60 
 
Como alternativa, puede alterarse un fenotipo vegetal eliminando un gen endógeno, tal como un factor de 
transcripción u homólogo de factor de transcripción, por ejemplo, por recombinación homóloga (Kempin et al. (1997) 
Nature 389: 802-803).  
 65 
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También puede modificarse un rasgo vegetal usando el sistema Cre-lox (por ejemplo, como se describe en la 
Patente de Estados Unidos Nº 5.658.772). Puede modificarse un genoma vegetal para incluir primer y segundo sitios 
lox que después se ponen en contacto con una Cre recombinasa. Si los sitios lox están en la misma orientación, la 
secuencia de ADN intermedia entre los dos sitios se escinde. Si los sitios lox están el a orientación opuesta, se 
invierte la secuencia intermedia. 5 
 
Los polinucleótidos y polipéptidos descritos en el presente documento también pueden expresarse en una planta en 
ausencia de un casete de expresión manipulando la actividad o el nivel de expresión del gen endógeno por otros 
medios, tales como, por ejemplo, expresando de forma ectópica un gen por marcaje de la activación de ADN-T 
(Ichikawa et al. (1997) Nature 390 698-701; Kakimoto et al. (1996) Science 274: 982-985). Este método implica la 10 
transformación de una planta con un marcador génico que contiene múltiples potenciadores de la transcripción y una 
vez que se ha insertado el marcador en el genoma, la expresión de una secuencia codificante del gen flanqueante 
se desregula. En otro ejemplo, la maquinaria transcripcional en una planta puede modificarse para aumentar los 
niveles de transcripción de un polinucleótido (véase, por ejemplo, Publicaciones de PCT WO 96/06166 y WO 
98/53057 que describen la modificación de la especificidad de unión a ADN de proteínas de dedos de cinc 15 
cambiando aminoácidos particulares en el motivo de unión a ADN). 
 
La planta transgénica también puede incluir la maquinaria necesaria para expresar o alterar la actividad de un 
polipéptido codificado por un gen endógeno, por ejemplo, alterando el estado de fosforilación del polipéptido para 
mantenerlo en un estado activado.  20 
 
Pueden producirse plantas transgénicas (o células vegetales, o explantes vegetales o tejidos vegetales) 
incorporando los polinucleótidos y/o expresando los polipéptidos descritos en el presente documento por diversas 
técnicas bien establecidas como se ha descrito anteriormente. Después de la construcción de un vector, más 
normalmente un casete de expresión, que incluye un polinucleótido, por ejemplo, que codifica un factor de 25 
transcripción u homólogo de factor de transcripción, pueden usarse técnicas convencionales para introducir el 
polinucleótido en un planta, una célula vegetal, un explante vegetal o un tejido vegetal de interés. Opcionalmente, la 
célula, el explante o el tejido vegetal pueden regenerarse para producir una planta transgénica. 
 
La planta puede ser cualquier planta superior, incluyendo gimnospermas, plantas monocotiledóneas y 30 
dicotiledóneas. Estás disponibles protocolos adecuados para Leguminosas (alfalfa, soja, trébol, etc.), Umbelíferas 
(zanahoria, apio, chirivía), Crucíferas (repollo, rábano, colza, brócoli, etc.), Cucurbitáceas (melones y pepino), 
Gramíneas (trigo, maíz, arroz, cebada, mijo, etc.), Solanáceas (patata, tomate, tabaco, pimientos, etc.) y diversos 
otros cultivos. Véanse protocolos descritos en Ammirato et al., Editores, (1984) Handbook of Plant Cell Culture, Vol. 
2 y 3., Crop Species, Macmillan Publ. Co., Nueva York NY; Shimamoto et al. (1989) Nature 338: 274-276; Fromm et 35 
al. (1990) Bio/Technol. 8: 833-839; y Vasil et al. (1990) Bio/Technol. 8: 429-434. 
 
La transformación y regeneración de células vegetales tanto monocotiledóneas como dicotiledóneas son ahora 
rutinarias, y la selección de la técnica de transformación más apropiada se determinará por el practicante. La 
elección del método variará con el tipo de planta para transformar; los expertos en la materia reconocerán la 40 
idoneidad de métodos particulares para tipos vegetales dados. Los métodos adecuados pueden incluir, pero sin 
limitación: electroporación de protoplastos vegetales; transformación mediada por liposomas; transformación 
mediada por polietilenglicol (PEG); transformación usando virus; microinyección de células vegetales; bombardeo de 
microproyectiles de células vegetales; infiltración en vacío; y transformación mediada por Agrobacterium 
tumefaciens. La transformación significa introducir una secuencia de nucleótidos en una planta de una manera que 45 
provoque expresión estable o transitoria de la secuencia. 
 
Los ejemplos exitosos de la modificación de características vegetales por transformación con secuencias clonadas 
que actúan para ilustrar el conocimiento actual en este campo de la tecnología incluyen: Patentes de Estados Unidos 
Nº 5.571.706; 5.677.175; 5.510.471; 5.750.386; 5.597.945; 5.589.615; 5.750.871; 5.268.526; 5.780.708; 5.538.880; 50 
5.773.269; 5.736.369 y 5.610.042. 
 
Después de la transformación, las plantas se seleccionan preferentemente usando un marcador seleccionable 
dominante incorporado en el vector de transformación. Normalmente, dicho marcador conferirá resistencia a 
antibióticos o herbicidas en las plantas transformadas, y puede conseguirse selección de transformantes exponiendo 55 
las plantas a concentraciones apropiadas del antibiótico o herbicida. 
 
Después de seleccionarse y cultivarse hasta la madurez las plantas transformadas, se identifican las plantas que 
muestran un rasgo modificado. 
El rasgo modificado puede ser cualquiera de los rasgos descritos anteriormente. Adicionalmente, para confirmar que 60 
el rasgo modificado se debe a cambios en los niveles de expresión o actividad del polipéptido o polinucleótido puede 
determinarse analizando la expresión de ARNm usando transferencias de Northern, RT-PCR o micromatrices, o 
expresión de proteínas usando inmunotransferencias o transferencias de Western o ensayos de desplazamiento en 
gel. 
 65 
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Sistemas integrados para determinar la identidad de secuencia 
 
Además de proporcionar composiciones y métodos para mejorar rasgos vegetales, la presente invención puede ser 
un sistema integrado, ordenador o medio leíble por ordenador que comprende un conjunto de instrucciones para 
determinar la identidad de una o más secuencias en una base de datos. Además, el conjunto de instrucciones puede 5 
usarse para generar o identificar secuencias que cumplen cualquier criterio específico. Además, el conjunto de 
instrucciones puede usarse para asociar o ligar ciertos beneficios funcionales, tales como características mejoradas, 
con una o más secuencias identificadas. 
 
Por ejemplo, el conjunto de instrucciones puede incluir, por ejemplo, una comparación de secuencias u otro 10 
programa de alineamiento, por ejemplo, un programa disponible tal como, por ejemplo, el Paquete de Wisconsin 
Versión 10.0, tal como BLAST, FASTA, PILEUP, FINDPATTERNS o similares (GCG, Madison, WI). Puede buscarse 
en bases de datos de secuencias públicas tales como GenBank, EMBL, Swiss-Prot y PIR o bases de datos de 
secuencias privadas tales como la base de datos de secuencias PHYTOSEQ (Incyte Genomics, Wilmington, DE). 
 15 
Puede realizarse alineamiento de secuencias para comparación por el algoritmo de homología local de Smith y 
Waterman (1981) Adv. Appl. Math. 2: 482-489, por el algoritmo de alineamiento de homología de Needleman y 
Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48: 443-453, por el método de búsqueda de similitud de Pearson y Lipman (1988) Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444-2448, por implementaciones computarizadas de estos algoritmos. Después del 
alineamiento, se realizan normalmente comparaciones de secuencia entre dos (o más) polinucleótidos o polipéptidos 20 
comparando secuencias de las dos secuencias sobre una ventana de comparación para identificar y comparar 
regiones locales de similitud de secuencia. La ventana de comparación puede ser un segmento de al menos 
aproximadamente 20 posiciones contiguas, habitualmente de aproximadamente 50 a aproximadamente 200, más 
habitualmente de aproximadamente 100 a aproximadamente 150 posiciones contiguas. Se proporciona una 
descripción del método en Ausubel et al. (hasta 2000) mencionado anteriormente. 25 
 
Puede usarse diversos métodos para determinar relaciones de secuencias, incluyendo alineamiento manual y 
alineamiento y análisis de secuencias asistidos por ordenador. Este último enfoque es un enfoque preferido en la 
presente invención, debido al rendimiento aumentado proporcionado por los métodos asistidos por ordenador. Como 
se ha indicado anteriormente, están disponibles diversos programas informáticos para realizar alineamiento de 30 
secuencias, o pueden producirse por un experto en la materia. 
 
Un algoritmo ejemplar que es adecuado para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y similitud de 
secuencia es el algoritmo BLAST, que se describe en Altschul et al. (1990) mencionado anteriormente. Está 
públicamente disponible software para realizar análisis de BLAST, por ejemplo, a través del Centro Nacional para la 35 
Información Biotecnológica de la Biblioteca Nacional de Medicina (nc-bi.nlm.nih; véase en el sitio web de la red 
global (www) de los Institutos Nacionales de la Salud del gobierno de Estados Unidos (gov)). Este algoritmo implica 
identificar en primer lugar pares de secuencias de alta puntuación (HSP) identificando palabras cortas de longitud W 
en la secuencia de consulta, que coinciden con o satisfacen alguna puntuación T umbral de valor positivo cuando se 
alinean con una palabra de la misma longitud en una secuencia de bases de datos. T se denomina el umbral de 40 
puntuación de palabra vecina (Altschul et al. (1990, 1993) mencionado anteriormente). Estos aciertos de palabra 
vecina iniciales actúan como semillas para iniciar búsquedas para encontrar HSP más largos que los contengan. Los 
aciertos de palabra se extienden después en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia en tanto pueda 
aumentarse la puntuación de alineamiento acumulada. Las puntuaciones acumuladas se calculan usando, para 
secuencias de nucleótidos, los parámetros M (puntuación de recompensa para un par de restos coincidentes; 45 
siempre > 0) y N (puntuación de penalización para restos desapareados; siempre < 0). Para secuencias de 
aminoácidos, se usa una matriz de puntuación para calcular la puntuación acumulada. La extensión de los aciertos 
de palabra en cada dirección se detiene cuando: la puntuación de alineamiento acumulada cae en una cantidad X de 
su valor adquirido máximo; la puntuación acumulada llega a cero o por debajo, debido a la acumulación de uno o 
más alineamientos de restos de puntuación negativa; o se alcanza el final de una de la secuencias. Los parámetros 50 
del algoritmo BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y velocidad del alineamiento. El programa BALSTN (para 
secuencias de nucleótidos) usa por defecto una longitud de palabra (W) de 11, una expectativa (E) de 10, un punto 
de corte de 100, M=5, N=-4, y una comparación de ambas cadenas. Para secuencias de aminoácidos, el programa 
BLASTP usa por defecto una longitud de palabra (W) de 3, una expectativa (E) de 10, y la matriz de puntuación 
BLOSUM62 (véase Henikoff y Henikoff (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10915-10919). A no ser que se indique 55 
de otro modo, “identidad de secuencia” se refiere en el presente documento al % de identidad de secuencia 
generado a partir de un tblastx usando la versión de NCBI del algoritmo a los ajustes por defecto usando 
alineamientos con huecos con el filtro “apagado” (véase, por ejemplo, el sitio web de NIH NLM NCBI en 
ncbi.nlm.nih). 
 60 
Además de calcular el porcentaje de identidad de secuencia, el algoritmo BLAST también realiza un análisis 
estadístico de la similitud entre dos secuencias (véase, por ejemplo, Karlin y Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 90: 5873-5787). Una medida de la similitud proporcionada por el algoritmo BLAST es la probabilidad de menor 
suma (P(N)), que proporciona un indicio de la probabilidad por la que se produciría al azar una coincidencia entre 
dos secuencias de nucleótidos o aminoácidos. Por ejemplo, un ácido nucleico se considera similar a una secuencia 65 
de referencia (y, por lo tanto, en este contexto, homólogo) si la probabilidad de suma menor en una comparación del 
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ácido nucleico de ensayo con el ácido nucleico de referencia es menor de aproximadamente 0,1, o menor de 
aproximadamente 0,01, y/o incluso menor de aproximadamente 0,001. Un ejemplo adicional de un algoritmo de 
alineamiento de secuencias útil es PILEUP. PILEUP crea un alineamiento de secuencias múltiples de un grupo de 
secuencias relacionadas usando alineamientos por pares, progresivos. El programa puede alinear, por ejemplo, 
hasta 300 secuencias de una longitud máxima de 5.000 letras. 5 
 
El sistema integrado u ordenador incluye normalmente una interfaz de entrada del usuario que permite a un usuario 
ver selectivamente uno o más registros de secuencias correspondientes a la o las cadenas de caracteres, así como 
un conjunto de instrucciones que alinean la o las cadenas de caracteres entre sí o con una cadena de caracteres 
adicional para identificar una o más regiones de similitud de secuencia. El sistema puede incluir un enlace de una o 10 
más cadenas de caracteres con un fenotipo o función génica particular. Normalmente, el sistema incluye un 
elemento de salida leíble por el usuario que presenta un alineamiento producido por el conjunto de instrucciones de 
alineamiento. 
 
Los métodos de la presente invención pueden implementarse en un ambiente informático localizado o distribuido. En 15 
un ambiente distribuido, los métodos pueden implementarse en un único ordenador que comprende múltiples 
procesadores o en múltiples ordenadores. Los ordenadores pueden conectarse, por ejemplo mediante un bus 
común, pero más preferentemente el ordenador o los ordenadores son nodos en una red. La red puede ser una red 
de área local o extendida generalizada o dedicada y, en ciertas realizaciones preferidas, los ordenadores pueden ser 
componentes de una intranet o Internet. 20 
 
Por lo tanto, la divulgación proporciona métodos para identificar una secuencia similar u homóloga de uno o más 
polinucleótidos como se indica en el presente documento, o uno o más polipéptidos diana codificados por los 
polinucleótidos, o de otro modo indicado en el presente documento y pueden incluir enlace o asociación del fenotipo 
o función génica de una planta dada con una secuencia. En los métodos, se proporciona una base de datos de 25 
secuencias (localmente o a través de una intra o Internet) y se realiza una consulta sobre la base de datos de 
secuencias usando las secuencias relevantes en el presente documento y fenotipos o funciones génicas de plantas 
asociados. 
 
Puede introducirse cualquier secuencia en el presente documento en la base de datos, antes o después de consultar 30 
la base de datos. Esto proporciona tanto expansión de la base de datos como, si se realiza antes de la etapa de 
consulta, inserción de secuencias de control en la base de datos. Las secuencias de control pueden detectarse por 
la consulta para asegurar la integridad general tanto de la base de datos como de la consulta. Como se ha 
observado, la consulta puede realizarse usando una interfaz basada en un buscador web. Por ejemplo, la base de 
datos puede ser una base de datos pública centralizada tal como las indicadas en el presente documento, y la 35 
búsqueda puede realizarse desde una terminal remota u ordenador a través de una intranet o Internet. 
 
Puede usarse cualquier secuencia en el presente documento para identificar una secuencia similar, homóloga, 
paráloga u ortóloga en otra planta. Esto proporciona medios para identificar secuencias endógenas en otras plantas 
que pueden ser útiles para alterar un rasgo de plantas descendientes, que resulta del cruce de dos plantas de 40 
diferente cepa. Por ejemplo, pueden identificarse secuencias que codifican un ortólogo de cualquiera de las 
secuencias del presente documento que aparecen de forma natural en una planta con un rasgo deseado usando las 
secuencias desveladas en el presente documento. La planta se cruza después con una segunda planta de la misma 
especie pero que no tiene el rasgo deseado para producir descendencia que después puede usarse en 
experimentos de cruce adicionales para producir el rasgo deseado en la segunda planta. Por lo tanto la planta 45 
descendiente resultante no contiene transgenes; la expresión de la secuencia endógena también puede regularse 
por tratamiento con un producto químico particular u otro medio, tal como EMR. Algunos ejemplos de dichos 
compuestos bien conocidos en la técnica incluyen: etileno; citoquininas; compuestos fenólicos, que estimulan la 
transcripción de los genes necesarios para la infección; monosacáridos específicos y ambientes ácidos que 
potencian la inducción del gen vir; polisacáridos ácidos que inducen uno o más genes cromosómicos; y opinas; otros 50 
mecanismos incluyen tratamiento con luz u oscuridad (para una revisión de los ejemplos de dichos tratamientos, 
véase, Winans (1992) Microbiol. Rev. 56: 12-31; Eyal et al. (1992) Plant Mol. Biol. 19: 589-599; Chrispeels et al. 
(2000) Plant Mol. Biol. 42: 279-290; Piazza et al. (2002) Plant Physiol. 128: 1077-1086). 
 
La Tabla 5 enumera secuencias que se ha descubierto que son ortólogas de varios factores de transcripción 55 
representativos. Los encabezamientos de columnas incluyen los factores de transcripción enumerados por (a) la 
SEC ID Nº: del ortólogo o nucleótido que codifica el ortólogo; (b) el Identificador de Secuencia o (c) Número de 
Referencia de GenBank; (d) la especie de la que derivan los ortólogos de los factores de transcripción; y (e) la 
probabilidad de menor suma durante el análisis de BLAST. 
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Tabla 5. Parálogos y ortólogos y otros genes relacionados de genes de factores de transcripción de Arabidopsis 
representativos identificados usando BLAST 

SEC ID Nº: del Ortólogo o 
Nucleótido que Codifica el 

Ortólogo 

GID Nº Identificador de 
Secuencia o Número 

de Referencia 

Especie de la que 
Deriva el Ortólogo 

Probabilidad de Menor Suma 
para la Secuencia 
Polinucleotídica de 

Arabidopsis 
1 G1073  Arabidopsis thaliana  

3 G1067  Arabidopsis thaliana  

5 G2153  Arabidopsis thaliana  

7 G2156  Arabidopsis thaliana  

41 G1069  Arabidopsis thaliana 5e-90** 

43 G1945  Arabidopsis thaliana 5e-51** 

45 G2155  Arabidopsis thaliana 6e-43** 

47 G1070  Arabidopsis thaliana 5e-70** 

49 G2657  Arabidopsis thaliana 3e-70† 

51 G1075  Arabidopsis thaliana 8e-72** 

53 G1076  Arabidopsis thaliana 9e-74** 

9 G3399 AP004165 Oryza sativa (grupo 
de cultivar japónica) 

1e-81† 

11 G3407 AP004635 Oryza sativa 5e-90† 

13 G3456 BM525692 Glycine max 2e-87** 

39 G3556  Oryza sativa 7e-67†† 

15 G3459 C33095_1 Glycine max 6e-67†† 

17 G3460 C33095_2 Glycine max 1e-66* 

  BH566718 Brassica oleracea 1e-129** 

  BH685875 Brassica oleracea 1e-124† 

  BZ432677 Brassica oleracea 1e-113** 

  BZ433664 Brassica oleracea 1e-107† 

  BH730050 Brassica oleracea 1e-104† 

  AP004971 Lotus corniculatus 
var. japonicus 

3e-91** 

  CC729476 Zea mays 1e-83** 

21 G3403 AP004020 Oryza sativa (grupo 
de cultivar japónica) 

2e-81** 

  AAAA01000486 Oryza sativa (grupo 
de cultivar índica) 

7e-80* 

  CB003423 Vitis vinifera 2e-76* 

  CC645378 Zea mays 4e-75* 

23 G3458 C32394_2 Glycine max 9e-73** 

25 G3406 AL662981 Oryza sativa 7e-73* 

  BQ785950 Glycine max 3e-73* 

  BH975957 Brassica oleracea 9e-72* 
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  BQ865858 Lactuca sativa 7e-72* 

  CB891166 Medicago truncatula 5e-72* 

  CF229888 Populus x canescens 2e-71* 

  BQ863249 Lactuca sativa 2e-71* 

  BG134451 Lycopersicon 
esculentitum 

3e-70* 

27 G3405 AP005653 Oryza sativa (grupo 
de cultivar japónica) 

1e-69** 

29 G3400 AP005477 Oryza sativa (grupo 
de cultivar japónica) 

2e-67* 

31 G3404 AP003526 Oryza sativa (grupo 
de cultivar japónica) 

2e-67* 

  AP004971 Lotus corniculatus 
var. japonicus 

7e-66* 

  BM110212 Solanum tuberosum 8e-65* 

  AC124953 Medicago truncatula 2e-63* 

35 G3462 BI321563 Glycine max 3e-61* 

  BH660108 Brassica oleracea 2e-61† 

  BQ838600 Triticum aestivuna 2e-59* 

  CD825510 Brassica napus 7e-58† 

  BF254863 Hordeum vulgare 1e-56* 

37 G3401 AAAA01017331 
SC17331 AP004587 

Oryza sativa (grupo 
de cultivar japónica) 

9e-42* 

* Comparación de probabilidad de menor suma con G1073  
† Comparación de probabilidad de menor suma con G1067  
** Comparación de probabilidad de menor suma con G2153  
†† Comparación de probabilidad de menor suma con G2156 

 
Modelación molecular 
 
Otro medio que puede usarse para confirmar la utilidad y función de secuencias de factores de transcripción que son 
ortólogas o parálogas de factores de transcripción desvelados en el presente documento es mediante el uso de 5 
software de modelación molecular. La modelación molecular se usa rutinariamente para predecir la estructura 
polipeptídica, y están disponibles para este fin diversos programas de modelación de estructura proteica, tales como 
“Insight H” (Accelrys, Inc.). La modelación puede usarse por lo tanto para predecir qué restos de un polipéptido 
pueden cambiarse sin alterar la función (Crameri et al. (2003) Patente de Estados Unidos Nº 6.521.453). Por lo 
tanto, puede mostrarse que los polipéptidos que son secuencialmente similares tienen una mayor probabilidad de 10 
función similar por su similitud estructural, que puede, por ejemplo, establecerse por comparación de regiones de 
superestructura. Las tendencias relativas de los aminoácidos a formar regiones de superestructura (por ejemplo, 
hélices y láminas ) están bien establecidas. Por ejemplo, O’Neil et al. ((1990) Science 250: 646-651) han analizado 
en detalle las tendencias de formación de hélices de los aminoácidos. Pueden usarse tablas de actividad formadora 
de estructuras relativa para aminoácidos como tablas de sustitución para predecir qué restos pueden sustituirse 15 
funcionalmente en una región dada, por ejemplo, en dominios de unión a ADN de factores de transcripción 
conocidos y equiválogos. Pueden después identificarse homólogos que probablemente sean funcionalmente 
similares. 
 
Es de interés particular la estructura de un factor de transcripción en la región de sus dominios conservados, tales 20 
como los identificados en la Tabla 1. Pueden realizarse análisis estructurales comparando la estructura del factor de 
transcripción conocido alrededor de su dominio conservado con los de ortólogos y parálogos. El análisis de varios 
polipéptidos dentro de un grupo o clado de factores de transcripción, incluyendo los polipéptidos funcional o 
secuencialmente similares proporcionados en el Listado de Secuencias, también puede proporcionar un 
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entendimiento de elementos estructurales requeridos para regular la transcripción dentro de una familia dada. 
 
Ejemplos 
 

La invención, que se describe ahora de forma general, se entenderá más fácilmente por referencia a los siguientes 5 
ejemplos, que se incluyen únicamente para fines de ilustración de ciertos aspectos y realizaciones de la presente 
invención y no se pretende que limiten la invención. Se reconocerá por un experto en la materia que un factor de 
transcripción que está asociado con un primer rasgo particular puede también estar asociado con al menos otro 
segundo rasgo no relacionado e inherente que no se predijo por el primer rasgo. 
 10 
Ejemplo I: identificación y clonación de genes de longitud completa 
 

Se identificaron secuencias de factores de transcripción potenciales (genómicas o EST) relacionadas con factores de 
transcripción conocidos en la base de datos de GenBank de Arabidopsis thaliana usando el programa de análisis de 
secuencias tblastn usando parámetros por defecto y un umbral de punto de corte de P valor de -4 o -5 o menor, 15 
dependiendo de la longitud de la secuencia de consulta. Después se exploraron aciertos de secuencia de factor de 
transcripción potenciales para identificar los que contenían cadenas de secuencias particulares. Si los aciertos de 
secuencia contenían dichas cadenas de secuencias, se confirmaron las secuencias como factores de transcripción. 
 
Como alternativa, se exploraron bibliotecas de ADNc de Arabidopsis thaliana derivadas de diferentes tejidos o 20 
tratamientos, o bibliotecas genómicas para identificar nuevos miembros de una familia de transcripción usando un 
enfoque de hibridación de baja rigurosidad. Las sondas se sintetizaron usando cebadores específicos de genes en 
una reacción de PCR convencional (temperatura de hibridación de 60 ºC) y marcados con 32P dCTP usando el Kit de 
Marcaje de ADN High Prime (Roche Diagnostics Corp., Indianápolis, IN). Se añadieron sondas radiomarcadas 
purificadas a filtros sumergidos en medio de hibridación Church (NaPO4 0,5 M pH 7,0, SDS 7 %, albúmina de suero 25 
bovino 1 % p/v) y se hibridaron durante una noche a 60 ºC con agitación. Los filtros se lavaron dos veces durante 45 
a 60 minutos con SSC 1x, SDS 1 % a 60 ºC. 
 
Para identificar la secuencia adicional 5’ o 3’ de una secuencia de ADNc parcial en una biblioteca de ADNc, se 
realizó amplificación rápida 5’ y 3’ de los extremos de ADNc (RACE) usando el kit de amplificación de ADNc 30 
MARATHON (Clontech, Palo Alto, CA). En general, el método implicó en primer lugar aislar ARNm poli(A), 
realizando síntesis de ADNc de primera y segunda cadena para generar ADNc bicatenario, haciendo los extremos 
del ADNc romos, seguido de ligamiento del Adaptador de MARATHON con el ADNc para formar una biblioteca de 
ADNc bc ligado a adaptador. 
 35 
Se diseñaron cebadores específicos de genes para usar junto con cebadores específicos de adaptador para 
reacciones RACE tanto 5’ como 3’. Se usaron cebadores anidados, en lugar de cebadores individuales, para 
aumentar la especificidad de PCR. Usando reacciones RACE 5’ y 3’, se obtuvieron fragmentos RACE 5’ y 3’, se 
secuenciaron y se clonaron. El proceso puede repetirse hasta que se identifiquen los extremos 5’ y 3’ del gen de 
longitud completa. Después se generó ADNc de longitud completa por PCR usando cebadores específicos para 40 
extremos 5’ y 3’ del gen por PCR de extremo a extremo. 
 
Ejemplo II: construcción de vectores de expresión 
 

La secuencia se amplificó a partir de una biblioteca genómica o de ADNc usando cebadores específicos para 45 
secuencias cadena arriba y cadena abajo de la región codificante. El vector de expresión fue pMEN20 o pMEN65, 
que derivan ambos de pMON316 (Sanders et al. (1987) Nucleic Acids Res. 15: 1543-1558) y contienen el promotor 
35 S de CaMV para expresar transgenes. Para clonar la secuencia en el vector, se digirieron tanto pMEN20 como el 
fragmento de ADN amplificado por separado con enzimas de restricción SalI y NotI a 37 ºC durante 2 horas. Los 
productos de digestión se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 0,8 % y se visualizaron por tinción con 50 
bromuro de etidio. Los fragmentos de ADN que contenían la secuencia y el plásmido linealizado se escindieron y se 
purificaron usando un kit de extracción en gel QIAQUICK (Qiagen, Valencia, CA). Los fragmentos de interés se 
ligaron a una relación de 3:1 (vector e inserto). Se llevaron a cabo reacciones del ligamiento usando ADN ligasa T4 
(New England Biolabs, Beverly MA) a 16 ºC durante 16 horas. Los ADN ligados se transformaron en células 
competentes de la cepa de E. coli DH5 usando el método de choque térmico. Las transformaciones se sembraron 55 
en placas LB que contenían kanamicina 50 mg/l (Sigma Chemical Co. St. Louis MO). Las colonias individuales se 
cultivaron durante una noche en 5 ml de caldo de cultivo LB que contenía kanamicina 50 mg/l a 37 ºC. Se purificó 
ADN plasmídico usando kits de Mini Prep Qiaquick (Qiagen, Valencia CA). 
 
Para el sistema de dos componentes, se usan dos construcciones separadas: promotor p::LexA-GAL4TA y 60 
opLexA::factor de transcripción. El primero de estos (promotor::LexA-GAL4TA) comprendía un promotor deseado 
clonado delante de un dominio de unión a ADN LexA fusionado con un dominio de activación de GAL4. La cadena 
principal del vector de construcción (pMEN48, también conocido como P5375) también portaba un marcador de 
resistencia a kanamicina junto con un indicador opLexA::GFP. Se obtuvieron líneas transgénicas que contenían este 
primer componente y se seleccionó al menos una línea que mostraba expresión reproducible del gen indicador en el 65 
patrón deseado durante varias generaciones. Se estableció una población homocigota para esa línea y se 
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supertransformó la población (para producir una supertransformación de “supTfn”) portando la segunda construcción 
(opLexA:: factor de transcripción) el factor de transcripción de interés clonado detrás de un sitio operador LexA. Esta 
segunda cadena principal de vector de construcción (pMEN53, también conocido como P5381) también contenía un 
marcador de resistencia a sulfonamida. 
 5 
Ejemplo III: transformación de Agrobacterium con el vector de expresión 
 

Después de construirse el vector plasmídico que contenía el gen, el vector se usó para transformar células de 
Agrobacterium tumefaciens que expresaban los productos génicos. La reserva de células de Agrobacterium 
tumefaciens para transformación se realizó como se ha descrito en Nagel et al. (1990) FEMS Microbiol Letts. 67: 10 
325-328. La cepa de Agrobacterium ABI se cultivó en 250 ml de medio LB (Sigma) durante una noche a 28 ºC con 
agitación hasta que se alcanzó una absorbancia sobre 1 cm a 600 nm (A600) de 0,5 - 1,0. Las células se recogieron 
por centrifugación a 4.000 x g durante 15 minutos a 4 ºC. Después se resuspendieron las células en 250 l de 
tampón helado (HEPES 1 mM, pH ajustado a 7,0 con KOH). Las células se centrifugaron de nuevo como se ha 
descrito anteriormente y se resuspendieron en 125 l de tampón helado. Las células se centrifugaron después y se 15 
resuspendieron dos veces más en el mismo tampón de HEPES como se ha descrito anteriormente a un volumen de 
100 l y 750 l, respectivamente. Después se distribuyeron células resuspendidas en alícuotas de 40 l, se 
congelaron rápidamente en nitrógeno líquido y se almacenaron a -80 ºC. 
 
Las células de Agrobacterium se transformaron con plásmidos preparados como se ha descrito anteriormente 20 
siguiendo el protocolo descrito en Nagel et al. 1990) mencionado anteriormente. Para cada construcción de ADN 
para transformar, se mezclaron 50 - 100 ng de ADN (generalmente resuspendidos en Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, 
pH 8,0) con 40 l de células de Agrobacterium. La mezcla de ADN/células se transfirió después a una cubeta helada 
con un hueco de electrodo de 2 mm y se sometió a una carga de 2,5 kV disipada a 25 F y 200 F usando un 
aparato Gene Pulser II (Bio-Rad, Hercules, CA). Después de electroporación, las células se resuspendieron 25 
inmediatamente en 1,0 ml de LB y se permitió que se recuperaran sin selección de antibióticos durante 2 - 4 horas a 
28 ºC en un incubador de agitación. Después de la recuperación, las células se sembraron en placas en medio 
selectivo de caldo LB que contenía espectinomicina 100 g/ml (Sigma) y se incubaron durante 24-48 horas a 28 ºC. 
Después se seleccionaron colonias individuales y se inocularon en medio nuevo. La presencia de la construcción 
plasmídica se verificó por amplificación por PCR y análisis de secuencia. 30 
 
Ejemplo IV: transformación de plantas de Arabidopsis con Agrobacterium tumefaciens con vector de 
expresión 
 
Después de la transformación de Agrobacterium tumefaciens con vectores plasmídicos que contenían el gen, se 35 
identificaron colonias individuales de Agrobacterium, se propagaron y se usaron para transformar plantas de 
Arabidopsis. Brevemente, se inocularon cultivos de 500 ml de medio LB que contenía kanamicina 50 mg/l con las 
colonias y se cultivaron a 28 ºC con agitación durante 2 días hasta que se alcanzó una absorbancia óptica a longitud 
de onda de 600 nm sobre 1 cm (A600) de > 2,0. Después se recogieron las células por centrifugación a 4.000 x g 
durante 10 minutos, y se resuspendieron en medio de infiltración (sales de Murashige y Skoog 1/2 X (Sigma), 40 
vitaminas B-5 de Gamborg 1 X (Sigma), sacarosa 5,0 % (p/v) (Sigma), bencilamino purina 0,044 M (Sigma), L-77 
Silwet 200 l/l (Lehle Seeds)) hasta que se alcanzó una A600 de 0,8. 
 
Antes de la transformación, se sembraron semillas de Arabidopsis thaliana (ecotipo Columbia) a una densidad de 
10 plantas por maceta de 10,16 cm en medio de siembra Pro-Mix BX (Hummert International) cubierto con malla de 45 
fibra de vidrio (18 mm X 16 mm). Las plantas se cultivaron con iluminación continua (50-75 E/m2/segundo) a 22-23 
ºC con humedad relativa del 65-70 %. Después de aproximadamente 4 semanas, los tallos de inflorescencia 
primarios (espigamientos) se cortan para promover el crecimiento de múltiples espigamientos secundarios. Después 
del florecimiento de los espigamientos secundarios maduros, las plantas se prepararon para transformación por 
retirada de todas las silicuas y flores abiertas. 50 
 
Las macetas se sumergieron después boca abajo en la mezcla de medio de filtración de Agrobacterium como se ha 
descrito anteriormente durante 30 segundos, y se colocaron en sus laterales para permitir el secado en una 
superficie plana de 30 cm x 60 cm cubierta con un envoltorio plástico. Después de 24 horas, el envoltorio de plástico 
se retiró y las macetas se pusieron en posición vertical. El procedimiento de inmersión se repitió una semana 55 
después, para un total de dos inmersiones por maceta. Las semillas se recogieron después de cada maceta de 
transformación y se analizaron siguiendo el protocolo descrito posteriormente.  
 
Ejemplo V: identificación de transformantes primarios de Arabidopsis 
 60 
Se esterilizaron semillas recogidas de las macetas de transformación esencialmente de la siguiente manera. Las 
semillas se dispersaron en una solución que contenía Tritón X-100 0,1 % (v/v) (Sigma) y agua estéril y se lavaron 
por agitación de la suspensión durante 20 minutos. La solución de lavado se secó después y se reemplazó con 
solución de lavado nueva para lavar las semillas durante 20 minutos con agitación. Después de la retirada de la 
solución de etanol/detergente, se añadió una solución que contenía Tritón X-100 0,1 % (v/v) y lejía 30 % (v/v) 65 
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(CLOROX; Clorox Corp. Oakland CA) a las semillas, y la suspensión se agitó durante 10 minutos. Después de la 
retirada de la solución de lejía/detergente, las semillas se lavaron después cinco veces en agua destilada estéril. Las 
semillas se almacenaron en el último agua de lavado a 4 ºC durante 2 días en oscuridad antes de sembrarse en 
placas en medio de selección antibiótico (sales de Murashige y Skoog 1 X (pH ajustado a 5,7 con KOH 1 M), 
vitaminas B-5 de Gamborg 1 X, fitagar 0,9 % (Life Technologies) y kanamicina 50 mg/l). Las semillas se germinaron 5 
bajo iluminación continua (50-75 E/m2/segundo) a 22-23 ºC. Después de 7-10 días de cultivo en estas condiciones, 
eran visibles y se obtuvieron transformantes primarios resistentes a kanamicina (generación de T1). Estas plántulas 
se transfirieron en primer lugar a placas de selección nuevas en las que las plántulas continuaron creciendo durante 
3-5 días más, y después a suelo (medio para maceta Pro-Mix BX). 
 10 
Se cruzaron transformantes primarios y se recogieron semillas descendientes (T2); se seleccionaron y analizaron 
plántulas resistentes a kanamicina. Los niveles de expresión de los polinucleótidos recombinantes en los 
transformantes variaron de un aumento del nivel de expresión de aproximadamente 5 % a un aumento del nivel de 
expresión de al menos 100 %. Se realizan observaciones similares con respecto a la expresión del nivel de los 
polipéptidos. 15 
 
Ejemplo VI: identificación de fenotipos modificados en plantas con sobreexpresión  
 

En algunos casos, los patrones de expresión de los genes inducidos por estrés pueden controlarse por experimentos 
de micromatrices. En estos experimentos, se generan ADNc por PCR y se resuspenden a una concentración final de 20 
100 ng/l en SSC 3X o Na-fosfato 150 mM (Eisen y Brown (1999) Methods Enzymol. 303: 179-205). Los ADNc se 
aplican puntualmente en portaobjetos de vidrio de microscopio recubiertos con polilisina. Los ADNc preparados se 
siembran en alícuotas en placas de 384 pocillos y se aplican puntualmente a los portaobjetos usando, por ejemplo, 
un caballete x-y-z (OmniGrid) que puede obtenerse de GeneMachines (Menlo Park, CA) equipado con tornillos de 
tipo pluma que pueden obtenerse de Telechem International (Sunnyvale, CA). Después de la aplicación puntual, las 25 
matrices se curan durante un mínimo de una semana a temperatura ambiente, se rehidratan y se bloquean 
siguiendo el protocolo recomendado por Eisen y Brown (1999; mencionado anteriormente). 
 
Se marcan muestras de ARN total de muestra (10 g) usando colorantes Cy3 y Cy5 fluorescentes. Las muestras 
marcadas se resuspenden en SSC 4X/SDS 0,03 %/4 g de ADN de esperma de salmón/2 g de ARNt/Na-30 
pirofosfato 50 mM, se calientan a 95 ºC durante 2,5 minutos, se sedimentan por centrifugación y se colocan en la 
matriz. La matriz se cubre después con un cubreobjetos de vidrio y se coloca en una cámara sellada. La cámara se 
mantiene después en un baño de agua a 62 ºC durante una noche. Las matrices se lavan como se ha descrito en 
Eisen y Brown (1999) mencionado anteriormente y se exploran en un explorador láser General Scanning 3000. Los 
archivos resultantes se cuantifican posteriormente usando software IMAGENE (BioDiscovery, Los Angeles CA). 35 
 
Los fenotipos modificados observados para plantas con sobreexpresión particulares pueden incluir biomasa 
aumentada y/o tolerancia o resistencia al estrés abiótico aumentada o reducida. Para una planta con sobreexpresión 
particular que muestra una característica menos beneficiosa, tal como tolerancia o resistencia al estrés abiótico 
reducida, puede ser más útil seleccionar una planta con una expresión reducida del factor de transcripción particular. 40 
Para una anulación particular que muestra una característica menos beneficiosa, tal como tolerancia al estrés 
abiótico reducida, puede ser más útil seleccionar una planta con una expresión aumentada del factor de 
transcripción particular. 
 
Los ensayos de germinación en este ejemplo siguieron modificaciones del mismo protocolo básico. Se sembraron 45 
semillas estériles en el medio condicional enumerado posteriormente. Las placas se incubaron a 22 ºC bajo luz 
durante 24 horas (120-130 Ein/m2/s) en una cámara de cultivo. La evaluación de la germinación y el vigor de la 
plántula se realizaron de 3 a 15 días después de plantar. Los medios basales fueron medio de Murashige-Skoog 80 
% (MS) + vitaminas. 
 50 
Para experimentos de estrés realizados con plantas más maduras, las semillas se germinaron y cultivaron durante 
siete días en MS + vitaminas + sacarosa 1 % a 22 ºC y después se transfirieron a condiciones de estrés por frío y 
calor. Las plantas se expusieron al estrés por frío (6 horas de exposición a 4-8 ºC), o estrés por calor (se aplicaron 
32 ºC durante cinco días, después de lo cual las plantas se transfirieron de nuevo a 22 ºC para recuperación y se 
evaluaron después de 5 días en relación con controles no expuestos a la temperatura deprimida o elevada). 55 
 
Se pretendió que los ensayos de estrés por salinidad encontraran genes que confirieran mejor germinación, vigor de 
la plántula o crecimiento en alta salinidad. La evaporación de la superficie del suelo provoca movimiento de agua 
hacia arriba y acumulación de sal en la capa superior del suelo donde se colocan las semillas. Por lo tanto, la 
germinación normalmente tiene lugar a una concentración salina mucho mayor que la concentración salina media en 60 
el perfil de suelo completo. Las plantas difieren en su tolerancia a NaCl dependiendo de su estadio del desarrollo, 
por lo tanto se evaluaron la germinación de las semillas, el vigor de las plántulas y las respuestas de crecimiento de 
las plantas. 
 

65 
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Se realizaron ensayos de estrés osmótico (incluyendo ensayos de NaCl y manitol) para determinar si un fenotipo de 
estrés osmótico era específico de NaCl o si era un fenotipo relacionado con estrés osmótico general. Las plantas 
tolerantes al estrés osmótico también podrían tener más tolerancia a sequía y/o congelación. 
 
Para experimentos de germinación en estrés salino y osmótico, el medio se complementó con NaCl 150 mM o 5 
manitol 300 mM. Se realizaron ensayos de sensibilidad de regulador del crecimiento en medio MS, vitaminas y ABA 
0,3 M, sacarosa 9,4 % o glucosa 5 %. 
 
Se realizaron ensayos de sequía para encontrar genes que median en mejor supervivencia de las plantas después 
de privación de agua grave, a corto plazo. Se mide la filtración de iones si es necesario. Los resultados de tolerancia 10 
al estrés osmótico positiva también apoyan un fenotipo tolerante a sequía. Se realizaron exploraciones de sequía 
basados en suelo con plantas de Arabidopsis que sobreexpresaban los factores de transcripción enumerados en el 
Listado de Secuencias, donde se indica posteriormente. Se estratificaron semillas de plantas de Arabidopsis de tipo 
silvestre, o plantas que sobreexpresaban un polipéptido, durante tres días a 4 ºC en agarosa 0,1 %. Se sembraron 
después catorce semillas de cada planta con sobreexpresión o de tipo silvestre en macetas de cerámica de 7,62 cm 15 
que contenían una mezcla 50:50 de vermiculita:perlita con una capa pequeña superior de MetroMix 200 y se 
cultivaron durante quince días con luz las 24 horas. Las macetas que contenían plántulas de tipo silvestre y con 
sobreexpresión se colocaron en pisos en orden aleatorio. Se inició el estrés por sequía colocando las macetas en 
papel absorbente durante de siete a ocho días. Se consideró que las plántulas tenían suficiente estrés cuando la 
mayoría de las macetas que contenían plántulas de tipo silvestre dentro de un piso se habían marchitado 20 
gravemente. Se volvieron a regar las macetas y se puntuó la supervivencia de cuatro a siete días después. Las 
plantas se clasificaron frente a controles de tipo silvestre para cada uno de dos criterios: tolerancia a las condiciones 
de sequía y recuperación (supervivencia) después de volver a regar. Al final del periodo de sequía inicial, se asignó 
a cada maceta una puntuación de valor numérico dependiendo de los criterios anteriores. Se asignó un valor bajo a 
las plantas con una apariencia extremadamente mala (es decir, las plantas eran uniformemente marrones) y se dio 25 
un valor alto a plantas que se clasificaron con apariencia muy sana (es decir, las plantas estaban completamente 
verdes). Después de volver a regar las plantas e incubarlas durante de cuatro a siete días adicionales, las plantas se 
reevaluaron para indicar el grado de recuperación del tratamiento con privación de agua. Se realizó después un 
análisis para determinar qué plantas sobrevivían mejor a la privación de agua, identificando los transgenes que 
conferían uniformemente fenotipos tolerantes a la sequía y su capacidad para recuperarse de este tratamiento. Los 30 
análisis se realizaron comparando tabulaciones generales y dentro del piso con un conjunto de modelos estadísticos 
para explicar las variaciones entre lotes. Se tabularon varias medidas de la supervivencia, incluyendo: (a) la 
proporción media de plantas que sobrevivían en relación con la supervivencia de tipo silvestre dentro del mismo 
piso; (b) la mediana de la proporción de supervivencia en relación con supervivencia de tipo silvestre dentro del 
mismo piso; (c) la supervivencia media general (tomando todos los lotes, pisos y macetas); (d) la supervivencia 35 
media general en relación con las supervivencia de tipo silvestre general; y (e) la puntuación visual media de la salud 
de la planta antes de volver a regar. 
 
Se realizaron experimentos para identificar los transformantes que mostraban detección de azúcar modificada. Para 
dichos estudios, se germinaron semillas de transformantes en medio que contenía alto azúcar (glucosa 5 %, 40 
sacarosa 9,4 %) que normalmente restringe parcialmente la elongación del hipocótilo. Las plantas con detección de 
azúcar alterada pueden tener hipocótilos más largos o más cortos que las plantas normales cuando se cultivan en 
este medio. Adicionalmente, pueden variarse otros rasgos vegetales tales como la masa de la raíz. Se pretendió que 
los ensayos de detección de azúcar encontraran genes implicados en la detección de azúcar germinando semillas 
en altas concentraciones de sacarosa y glucosa y buscando grados de elongación del hipocótilo. El ensayo de 45 
germinación en manitol controló con respecto a respuestas relacionadas con el estrés osmótico. Los azúcares son 
moléculas reguladoras clave que afectan a diversos procesos en plantas superiores incluyendo germinación, 
crecimiento, floración, senescencia, metabolismo de los azúcares y fotosíntesis. La sacarosa es la principal forma de 
transporte de fotosintatos y se ha mostrado que su flujo a través de las células afecta a la expresión génica y altera 
la acumulación de compuestos de almacenamiento en las semillas (relaciones de fuente-sumidero). También se ha 50 
descrito la detección de hexosa específica de glucosa en plantas y está implicada en la división celular y represión 
de genes de “hambruna” (ciclos fotosintéticos o de glioxilato). 
 
Se llevaron a cabo ensayos de estrés por temperatura para encontrar genes que conferían mejor germinación, vigor 
de la plántula o crecimiento de la planta con estrés por temperatura (frío, congelación y calor). Se llevaron a cabo 55 
experimentos de germinación en frío con estrés por temperatura a 8 ºC. Se realizaron experimentos de germinación 
con estrés por calor de 32 ºC a 37 ºC durante 6 horas de exposición. 
 
Se midió el tiempo de floración por el número de hojas de roseta presentes cuando era evidente una inflorescencia 
visible de aproximadamente 3 cm. El número de hojas totales y de la roseta en el tallo descendiente están 60 
estrechamente correlacionados con el momento de la floración (Koornneef et al. (1991) Mol. Gen. Genet. 229: 57-
66). También se midió la respuesta de vernalización. Para tratamientos de vernalización, se sembraron semillas en 
placas de agar MS, se sellaron con una cinta microporosa, y se colocaron en una habitación fría a 4 ºC con niveles 
de luz bajos durante 6-8 semanas. Las placas se transfirieron después a las habitaciones de cultivo junto con placas 
que contenían controles no verbalizados recién sembrados. Se contaron las hojas de las rosetas cuando fue 65 
evidente una inflorescencia visible de aproximadamente 3 cm. 
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Las secuencias de factores de transcripción del Listado de Secuencias, o las de las presentes Tabla o Figuras, y sus 
equiválogos, pueden usarse para preparar plantas transgénicas y plantas con rasgos alterados. Las plantas 
transgénicas específicas enumeradas posteriormente se producen a partir de las secuencias del Listado de 
Secuencias, como se ha indicado. 
 5 
Ejemplo VII: genes que confieren mejoras significativas a plantas 
 

Este ejemplo proporciona pruebas experimentales de biomasa aumentada y tolerancia al estrés abiótico controlada 
por polipéptidos de factores de transcripción y polipéptidos de la presente divulgación. 
 10 
Se realizaron experimentos para identificar los transformantes que mostraban una diferencia morfológica en relación 
con plantas de control de tipo silvestre, es decir, una estructura y/o características del desarrollo modificadas. Para 
dichos estudios, los transformantes se observaron a simple vista para identificar nuevas características estructurales 
o del desarrollo asociadas con la expresión ectópica de los polinucleótidos o polipéptidos de la invención. Se indican 
posteriormente ejemplos de genes y equiválogos que confieren mejoras significativas a plantas con sobreexpresión. 15 
También se presentan observaciones experimentales realizadas con respecto a genes específicos cuya expresión 
se ha modificado en plantas con sobreexpresión, y aplicaciones potenciales basadas en estas observaciones. 
 
Las secuencias de factores de transcripción del Listado de Secuencias pueden usarse para preparar plantas 
transgénicas con rasgos alterados. A partir de los resultados experimentales de los ensayos de fisiología basados en 20 
placa presentados en las tablas del presente ejemplo, se puede inferir que un número representativo de secuencias 
de diversas especies vegetales proporcionaba tolerancia al aumento del estrés en una serie de ensayos de estrés 
abiótico. También se indican efectos observados de la sobreexpresión en el tiempo de floración en el texto posterior. 
Estos efectos comparables indican que las secuencias halladas dentro del clado G1073 de polipéptidos de factores 
de transcripción están relacionadas funcionalmente y pueden usarse para conferir diversos tipos de tolerancia al 25 
estrés abiótico en plantas. Varios de estos genes confieren simultáneamente biomasa aumentada y tolerancia 
aumentada a múltiples tensiones abióticas. Como se demuestra por las tablas de este ejemplo, no todos los 
transformantes son tolerantes al estrés abiótico, y no todas las líneas fueron tolerantes en el mismo grado. Es 
generalmente ventajoso usar métodos presentados en el Ejemplo VI para seleccionar las líneas con sobreexpresión 
más tolerantes y útiles. 30 
 
Resultados: 
 

Varios miembros representativos del clado G1073 de polipéptidos de factores de transcripción, incluyendo las 
secuencias de Arabidopsis G1073, G1067, G1069, G2153, G2156, G2789, secuencias de arroz G3399, G3400, 35 
G3401, G3406, G3407, y secuencias de soja G3456, G3459 y G3460, aumentaron la tolerancia al estrés abiótico 
cuando se sobreexpresaron estas secuencias. Varias secuencias de miembros del clado también aumentaron la 
biomasa, como en plantas que sobreexpresaban las secuencias de Arabidopsis G1073, G1067, G1069, G1667, 
G2153, G2156, G2157, G2789, secuencias de arroz G3399, G3400, G3401, G3406, G3407, G3556, y secuencias de 
soja G3456, G3459 y G3460. 40 
 
G1073 (SEC ID Nº: 1 y 2) 
 

Los inventores han demostrado previamente que la sobreexpresión de G1073 proporciona tolerancia a la sequía y 
producción potenciada en líneas 35S::G1073. Los inventores han diseñado ahora este locus como HERCULES 1 45 
(HRC1). 
 

El objetivo de este estudio era reevaluar las líneas 35S::G1073 y comparar sus efectos de sobreexpresión con los de 
sus parálogos y ortólogos potenciales. Los inventores también buscaron ensayar si el uso de un sistema de 
sobreexpresión de dos componentes produciría cualquier refuerzo del fenotipo en relación con el uso de una fusión 50 
de promotor directo 35S. 
 
La sobreexpresión de G1073 mediante el sistema de dos componentes dio como resultado fenotipos similares a los 
observados previamente con experimentos de fusión de promotor directo realizados previamente. En ambos 
proyectos, las plantas con sobreexpresión de G1073 mostraron un aumento de la biomasa en relación con plantas 55 
de control de tipo silvestre junto con cambios en la morfología de las hojas y un retardo de leve a moderado en el 
tiempo de floración. 
 
Las plantas transgénicas que sobreexpresaban G1073 eran sustancialmente mayores que los controles de tipo 
silvestre, con al menos un 60 % de aumento de la biomasa (Figuras 6A y 6B, 7A y 7B). La masa aumentada de 60 
plantas transgénicas 35S::G1073 se atribuyó al agrandamiento de múltiples tipos de órganos incluyendo tallos, 
raíces y órganos florales; aparte de las diferencias de tamaño, estos órganos no se vieron afectados en su 
morfología general. Las plantas 35S::G1073 mostraron un aumento de la anchura (pero no longitud) de órganos de 
hojas maduros, produjeron 2-3 hojas más de roseta, y tuvieron hojas caulinares agrandadas en comparación con las 
hojas de tipo silvestre correspondientes. La sobreexpresión de G1073 dio como resultado un aumento tanto de la 65 
masa de la hoja como del área de la hoja por planta, y la morfología de la hoja (las plantas con sobreexpresión de 
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G1073 tendían a producir hojas más serradas). Los inventores también descubrieron que la masa de la raíz 
aumentaba en las plantas transgénicas, y que los órganos florales también se agrandaban (Figura 7B). Se observó 
un aumento de aproximadamente el 40 % en el diámetro del tallo en las plantas transgénicas. Las imágenes de las 
secciones transversales del tallo de plantas 35S::G1073 revelaron que las células corticales son grandes y que los 
haces vasculares contenían más células en el floema y xilema en relación con los controles de tipo silvestre (Figuras 5 
6A y 6B). El tamaño de los pétalos en las líneas 35S::G1073 aumentó en el 40-50 % en comparación con controles 
de tipo silvestre. Las células epidérmicas de los pétalos en las mismas líneas fueron aproximadamente 25-30 % 
mayores que las de las plantas de control. Además, se produjeron 15-20 % más células epidérmicas por pétalo en 
comparación con controles de tipo silvestre. Por lo tanto, en pétalos y tallos, el aumento del tamaño se asoció con un 
aumento del tamaño celular así como del número de células. 10 
 
La producción de semillas también aumentó en comparación con las plantas de control. Las líneas 35S::G1073 
mostraron un aumento de al menos el 70 % en la producción de semillas. Esta producción de semillas aumentada se 
asoció con un número aumentado de silicuas por planta, más que de semillas por silicua. 
 15 
Las líneas de dos componentes 35S::G1073 mostraron un retardo de leve a moderado en la aparición de la floración 
y desarrollaron hojas mayores más anchas que las de los controles de tipo silvestre. Estos efectos fueron de 
penetración inmediata, observándose en diversos grados en ocho de veinte líneas T1. 
 
G1073 actúa tanto en soja como en tomate para aumentar la biomasa. En la Figura 9A, la planta de soja mayor a la 20 
derecha sobreexpresa G1073. Las hojas de tomate de varias líneas con sobreexpresión de G1073 fueron mucho 
mayores que las de las plantas de tomate de tipo silvestre, como se ve en la Figura 9B comparando las hojas de la 
planta con sobreexpresión a la izquierda con las de una planta de tipo silvestre a la derecha. 
 
Como se ve en la tabla posterior, las líneas de dos componentes 35S::G1073 también presentaron una tolerancia 25 
notablemente aumentada a altos niveles de sal y sacarosa durante la germinación. Los estudios con fusión de 
promotor directo 35S dieron como resultado plantas con tolerancia a la sequía significativamente mayor que el tipo 
silvestre en ensayos basados en suelo. 
 
Los inventores han obtenido fenotipos morfológicos y/o fisiológicos similares a partir de la sobreexpresión de los 30 
genes de Arabidopsis relacionados con G1073 (G1067, G1069, G1667, G2153, G2156, G2157, G2789), arroz 
(G3399, G3400, G3401, G3406, G3407, G3556) y genes de soja (G3456, G3459, G3460), lo que indica que estos 
genes probablemente estén funcionalmente relacionados. 
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Ejemplo VIII. Mitigación de efectos morfológicos indeseables por la sobreexpresión de polipéptidos del 
clado GH1073. 
 

Los resultados de estrés abiótico mostrados anteriormente proporcionan pruebas de que los miembros del clado 
G1073 de polipéptidos de factores de transcripción pueden usarse para crear plantas con las características de 5 
producción, rendimiento y/o distribución mejorados. Sin embargo, la sobreexpresión de estos miembros del clado 
puede proporcionar efectos morfológicos no deseados, incluyendo menor tamaño de las plantas. Esto se ha 
observado con muchas de, pero no todas, las líneas generadas en el presente estudio. Ya que es con frecuencia 
deseable generar plantas con estatura normal o casi normal, una reducción o eliminación de otras características 
morfológicas proporcionadas por la sobreexpresión de un miembro del clado G1073 bajo el control regulador de un 10 
promotor constitutivo puede no ser siempre el mejor enfoque para mejorar la tolerancia al estrés. 
 
Este presente estudio también incluyó una investigación en el uso de sistemas de sobreexpresión de dos 
componentes o promotor alternativos para el fin de conferir tolerancia al aumento del estrés y eliminar anomalías del 
desarrollo tales como tamaño reducido que se han asociado con la sobreexpresión constitutiva de G1073. A este 15 
respecto, la presente invención también se refiere a métodos y composiciones para producir plantas transgénicas 
con rendimiento ante estrés mejorado conseguido alterando la expresión de G1073 y secuencias relacionadas con 
combinaciones de gen-promotor específicas u otros medios reguladores. Estas combinaciones pueden regular los 
patrones de expresión del factor de transcripción de una manera transitoria, inducible o específica de órgano o tejido. 
Como se muestra posteriormente, este enfoque puede usarse para generar plantas que son morfológicamente 20 
similares a las plantas de control de tipo silvestre que no se han transformado con un polinucleótido que codifica 
G1073 o un equiválogo. Por lo tanto, el tipo de elemento regulador usado para controlar la regulación del gen del 
factor de transcripción puede usarse para aliviar anomalías del desarrollo indeseables o efectos morfológicos 
adversos que resultarían de otro modo por la sobreexpresión de los mismos genes de factores de transcripción con 
un promotor constitutivo tal como el promotor 35S. 25 
 
ARSK1::G1073 de raíz (Arabidopsis) 
 

Los inventores han obtenido líneas ARSK1::G1073 usando un enfoque de dos componentes; no fueron evidentes 
efectos uniformes en la morfología entre estos transformantes y no se observaron alteraciones en el tamaño de las 30 
hojas. Por lo tanto, o bien la expresión del promotor ARSK1 era demasiado débil o la expresión en la raíz no era 
suficiente para desencadenar las alteraciones en el tamaño de las hojas que eran evidentes en las líneas 
35S::G1073. 
 
Resulta interesante que, aunque las líneas ARSK1::G1073 no mostraron cambios morfológicos claros, cinco de diez 35 
de estas líneas sí mostraron tolerancia potenciada a cloruro sódico en un ensayo de germinación basado en placa. 
Otras dos líneas rindieron mejor que los controles de tipo silvestre en un ensayo de germinación en frío. Estos 
fenotipos de tolerancia al estrés osmótico son de interés particular, ya que muestran que G1073 puede proporcionar 
tolerancia al estrés independientemente de cambios en el tamaño de los órganos. Adicionalmente, ya que ARSK1 no 
se expresa de forma significativa en el tejido de los brotes, los resultados sugieren que la expresión de G1073 no se 40 
requiere en el brote para conseguir tolerancia al estrés. 
 
Sumario de la morfología 
 
Las líneas de Arabidopsis en las que se expresó G1073 a partir del promotor ARSK1 (mediante el sistema de dos 45 
componentes) no presentaron diferencias uniformes en la morfología en comparación con los controles. 
 
Se examinaron veinte líneas T1 (341-360); se observó que tres líneas (Nº 342, 346, 357) eran ligeramente pequeñas 
y de desarrollo lento. Sin embargo el resto de las líneas mostraron morfología de tipo silvestre en todos los estadios. 
 50 
De las líneas presentadas para ensayos fisiológicos, todas excepto la línea 556 mostraron segregación en placas de 
selección en la generación T2 que era compatible con el transgén que estaba presente en un único locus. La línea 
556 mostró segregación que era compatible con inserciones en múltiples loci. 
 
Sumario de la fisiología 55 
 
Las plántulas de cinco líneas ARSK1::G1073 tenían más vigor de la plántula cuando germinaron en placas que 
contenían cloruro sódico. Las plántulas de otras dos líneas rindieron mejor que los controles de tipo silvestre en un 
ensayo de germinación en frío, y dos líneas rindieron mejor en un ensayo de sequía.  
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CUT1::G1073 epidérmico (Arabidopsis) 
 

Los inventores han obtenido líneas CUT1::G1073 usando un enfoque de dos componentes; no fueron evidentes 
efectos uniformes en la morfología entre estos transformantes y no se observaron alteraciones en el tamaño de las 
hojas. Por lo tanto, o bien la expresión del promotor CUT1 era demasiado débil o bien la expresión epidérmica no 5 
era suficiente para desencadenar las alteraciones en el tamaño de las hojas que son evidentes en las líneas 
35S::G1073. 
 
Aunque las líneas CUT1::G1073 no mostraron cambios morfológicos claros, tres de diez de estas líneas sí 
mostraron tolerancia potenciada a cloruro sódico en un ensayo de germinación basado en placa. Dos de estas líneas 10 
también rindieron mejor que los controles de tipo silvestre en un ensayo de germinación de sacarosa, mientras que 
la tercera línea germinó mejor que los controles de tipo silvestre en medio de manitol. Una cuarta línea CUT1::G1073 
dio un resultado positivo en el ensayo de sacarosa solamente. Aunque estos fenotipos de tolerancia al estrés 
osmótico se vieron en un número de líneas relativamente pequeño, son de interés particular, ya que sugieren que 
G1073 puede proporcionar tolerancia al estrés independientemente de cambios en el tamaño de los órganos. 15 
Adicionalmente, la línea conductora CUT1 no proporciona expresión significativa en la raíz, lo que sugiere que la 
expresión de G1073 no es necesaria en la raíz para conseguir dicha tolerancia. 
 
Sumario de la morfología  
 20 
Se han generado ahora líneas de Arabidopsis que expresan G1073 a partir del promotor CUT1 (usando el sistema 
de dos componentes; CUT1::LexA; opLexA::G1073). Se obtuvieron un total de diecinueve líneas (381-399). Fue 
evidente alguna variación de tamaño en los estadios tempranos del crecimiento, pero en general, las plantas no 
mostraron diferencias uniformes en la morfología con respecto a los controles.  
 25 
De las líneas presentadas para ensayos fisiológicos, las siguientes mostraron una segregación en placas de 
selección en la generación T2 que era compatible con que el transgén estuviera presente en un único locus: 384, 
391, 392, 394, 396. Las líneas 381, 390, 393, 395, 397 mostraron segregación que era compatible con inserciones 
en múltiples loci. 
 30 
Sumario de la fisiología (ensayos en placa) 
 
Tres líneas CUT1::G1073 mostraron aumento del vigor de las plántulas cuando germinaron en placas que contenían 
cloruro sódico. De estas tres líneas, las plántulas de dos líneas también rindieron mejor que los controles de tipo 
silvestre cuando germinaron en sacarosa mientras que las plántulas de la tercera línea tuvieron mejor vigor cuando 35 
germinaron en placas que contenían manitol. Una cuarta línea mostró un mejor rendimiento en un ensayo de 
germinación de sacarosa. 
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RBCS3::G1073 de hoja (Arabidopsis)  
 

Los inventores han obtenido líneas RBCS3::G1073 del promotor específico de tejido (hoja) usando un enfoque de 
dos componentes. 
 5 
Sumario de la morfología 
 

Las líneas 541 y 542 pueden haber sido marginalmente tardías pero no mostraron de otro modo ninguna diferencia 
morfológica obvia en relación con los controles de tipo silvestre. 
 10 
Las líneas 961-973 fueron ligeramente más lentas en el crecimiento que los controles de tipo silvestre, pero fueron 
de otro modo morfológicamente similares a los controles. 
 
Sumario de la fisiología 
 15 
Más notablemente, las plántulas de estas plantas con sobreexpresión mostraron tolerancia aumentada a las 
tensiones osmóticas de sal y calor en ensayos de germinación. Dos líneas mostraron tolerancia aumentada al frío en 
ensayos de crecimiento. 
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Superactivación (N-GAL4-TA) de G1073 (Arabidopsis) 
 

Los inventores han aislado ahora líneas que sobreexpresan una versión de la proteína G1073 que tiene un dominio 
de activación de GAL4 fusionado con el extremo N terminal. 
 5 
Sumario de la morfología 
 

En su mayor parte, las líneas eran morfológicamente indistinguibles de los controles de tipo silvestre, teniendo varias 
líneas fisiologías normales o casi normales. Sin embargo, hubo un número pequeño de plantas que mostraron 
floración retardada y cambios en el tamaño de las hojas. Además, se observó que algunas eran de color oscuro. 10 
 
Se generaron tres lotes de líneas que sobreexpresaban una forma superactiva de G1073 que comprendía un 
dominio de transactivación GAL4 fusionado con el extremo N terminal de la proteína: líneas 841-852, 981-991 y 
1441-1460. 
 15 
La mayoría de las plantas en cada una de las plantaciones anteriores parecían de tipo silvestre; sin embargo fueron 
evidentes floración retardada y cambios en el tamaño de las hojas en un número pequeño de las líneas en cada 
conjunto. Las plantas que mostraban este fenotipo florecieron hasta 3-4 semanas después de los controles de tipo 
silvestre (con luz las 24 horas), eran de color oscuro, y tenían hojas que se habían rizado y enrollado 
(particularmente en los estadios tardíos del ciclo de vida). 20 
 
Este fenotipo anterior se observó con las siguientes frecuencias: 
 
-  3/12 líneas (846, 851, 852) del conjunto 841-852 
-  2/11 líneas (983, 989) del conjunto 981-991 25 
-  7/20 líneas (1442, 1443, 1449, 1452, 1453, 1454, 1455) del conjunto 1441-1460. 
 
De las plantas en este conjunto final, sin embargo, solamente la Nº 1442 mostró un fuerte fenotipo mientras que las 
otras presentaron efectos relativamente leves. 
 30 
Es quizás notable que además de los efectos en el tiempo de floración y desarrollo de las hojas, se observó que un 
número pequeño de las líneas T1 obtenidas en el segundo lote (981-991) estaban más avanzadas que los controles 
de tipo silvestre en el estado de día 7. Sin embargo, este efecto no se observó en la descendencia de T2 de ninguna 
de estas líneas o en ninguno de los otros dos conjuntos de plantas T1. 
 35 
Sumario de la fisiología 
 

Las plántulas de dos de estas líneas superactivadas mostraron tolerancia aumentada a ABA, y germinaron en placas 
en condiciones frías. Las plántulas de dos líneas también rindieron mejor que los controles de tipo silvestre en un 
ensayo de sequía basado en placa. Otras líneas mostraron un mejor rendimiento en un ensayo de estrés osmótico 40 
basado en sacarosa, o en ensayos de cultivo en condiciones de frío o calor. 
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Superactivación (C-GAL4-TA) de G1073 (Arabidopsis) 
 

Los inventores han aislado ahora líneas que sobreexpresan una versión de la proteína G1073 que tiene un dominio 
de activación de GAL4 fusionado con el extremo C terminal. 
 5 
Sumario de la morfología 
 

En diversos estadios del crecimiento, algunas de las plantas con un dominio de activación de GAL4 fusionado con el 
extremo C terminal eran algo pequeñas. Sin embargo, muchas de las plantas que eran más tolerantes a las 
tensiones abióticas, indicadas en la tabla posterior, eran solamente ligeramente menores que los controles de tipo 10 
silvestre en algunos estadios del crecimiento, y muchas de las líneas eran morfológicamente muy similares a plantas 
de control de tipo silvestre. 
 
Sumario de la fisiología 
 15 
La mayoría de las líneas superactivadas C-GAL4 ensayadas eran más tolerantes al estrés osmótico en un ensayo 
de desecación grave basado en placa que las plantas de control de tipo silvestre. Dos líneas eran más tolerantes a 
alto manitol. 
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ARSK1::G1067 de raíz (Arabidopsis) 
 

Los inventores han obtenido líneas ARSK1::G1067 específicas de tejido (raíz) usando un enfoque de dos 
componentes. 
 5 
La mayoría (18 de 26) de estos transformantes parecieron de tipo silvestre, y no presentaban pruebas de hojas 
rizadas ni enanismo grave. Ocho de 26 líneas mostraron reducciones del tamaño y se desarrollaron más lentamente 
que los controles, en varios grados. 
 
En ensayos de estrés basados en placas, cuatro de diez líneas ARSK1::G1067 mostraron tolerancia potenciada en 10 
un ensayo de deshidratación grave. Estas cuatro líneas habían mostrado un fenotipo de tipo silvestre en las 
exploraciones morfológicas, demostrando que G1067 podría potenciar la tolerancia a la sequía sin producir efectos 
negativos evidentes en el tamaño de la planta. Otras tres líneas ARSK1::G1067 rindieron mejor que las plantas de 
control de tipo silvestre en un ensayo de germinación con alto NaCl. 

ES 2 502 943 T3

 

68



  

Ta
bl

a 
25

. R
es

ul
ta

do
s 

de
l e

ns
ay

o 
de

 e
st

ré
s 

ab
ió

tic
o 

de
 A

R
S

K1
::G

10
67

  
Ti

po
 d

e 
pr

oy
ec

to
 

Lí
ne

a 
G

er
m

 e
n 

Al
to

 
N

aC
l 

G
er

m
 e

n 
Al

to
 

M
an

ito
l 

G
er

m
 e

n 
Al

ta
 

S
ac

ar
os

a 
A

B
A

 
G

er
m

 c
on

 
C

al
or

 
G

er
m

 c
on

 
Fr

ío
 

C
re

ci
m

ie
nt

o 
co

n 
C

al
or

 
D

es
ec

ac
ió

n 
C

re
ci

m
ie

nt
o 

co
n 

Fr
ío

 

su
pT

fn
 d

e 
2 

co
m

po
ne

nt
es

 
34

4 
w

t 
w

t 
w

t 
w

t 
w

t 
w

t 
w

t 
+ 

w
t 

su
pT

fn
 d

e 
2 

co
m

po
ne

nt
es

 
34

5 
+ 

w
t 

w
t 

w
t 

w
t 

w
t 

w
t 

w
t 

w
t 

su
pT

fn
 d

e 
2 

co
m

po
ne

nt
es

 
34

6 
w

t 
w

t 
w

t 
w

t 
w

t 
w

t 
w

t 
w

t 
w

t 

su
pT

fn
 d

e 
2 

co
m

po
ne

nt
es

 
34

7 
+ 

w
t 

w
t 

w
t 

w
t 

w
t 

w
t 

w
t 

w
t 

su
pT

fn
 d

e 
2 

co
m

po
ne

nt
es

 
40

1 
w

t 
w

t 
w

t 
w

t 
w

t 
w

t 
w

t 
+ 

w
t 

su
pT

fn
 d

e 
2 

co
m

po
ne

nt
es

 
40

2 
w

t 
w

t 
w

t 
w

t 
w

t 
w

t 
w

t 
+ 

w
t 

su
pT

fn
 d

e 
2 

co
m

po
ne

nt
es

 
40

3 
+ 

w
t 

w
t 

w
t 

w
t 

w
t 

w
t 

w
t 

w
t 

su
pT

fn
 d

e 
2 

co
m

po
ne

nt
es

 
40

6 
w

t 
w

t 
w

t 
w

t 
w

t 
w

t 
w

t 
+ 

w
t 

su
pT

fn
 d

e 
2 

co
m

po
ne

nt
es

 
40

7 
+ 

w
t 

w
t 

w
t 

w
t 

w
t 

w
t 

w
t 

w
t 

su
pT

fn
 d

e 
2 

co
m

po
ne

nt
es

 
40

8 
w

t 
w

t 
w

t 
w

t 
w

t 
w

t 
w

t 
 

w
t 

 

ES 2 502 943 T3

 

69



 

 

RBCS3::G1067 de hoja (Arabidopsis) 
 

Los inventores han obtenido líneas RBCS3::G1067 del promotor específico de tejido (hoja) usando un enfoque de 
dos componentes. 
 5 
Varias líneas RBCS3::G1067 producidas con un enfoque de dos componentes fueron generalmente pequeñas en 
estadios tempranos, tenían hojas redondeadas, cortas y florecieron ligeramente tarde. En estadios posteriores del 
crecimiento, las hojas se retorcieron y rizaron, pero en líneas ocasionales las hojas parecieron más anchas que las 
de los controles. La apariencia de hojas anchas, aunque a una frecuencia baja, sugiere que G1073 y G1067 podrían, 
al menos en algún grado, estar funcionalmente relacionadas. 10 
 
Las líneas 581-590 mostraron un ligero retardo en la aparición de la floración (aproximadamente 1-5 días con luz las 
24 horas). 
 
En estadios tempranos del crecimiento, las líneas 621-629 fueron ligeramente pequeñas en estadios tempranos y 15 
tuvieron hojas cortas, redondas, más bien anchas. No se observó floración retardada en este conjunto de líneas. En 
el estadio de floración tardío, las líneas 621-629 no tuvieron diferencias morfológicas uniformes en relación con 
plantas de control de tipo silvestre, excepto por la líneas 622, 624, que tenían hojas planas, ligeramente anchas. En 
estadios posteriores del crecimiento no hubo diferencias uniformes en la morfología entre las líneas con 
sobreexpresión 621-629 y plantas de control de tipo silvestre. 20 
 
Varias de estas líneas tuvieron mayor tolerancia al estrés que las plantas de control de tipo silvestre, como se ve en 
la siguiente tabla. 
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RD29A::G1067 inducible por estrés (Arabidopsis) 
 

Los inventores han obtenido líneas RD29A::G1067 de promotor inducible por estrés usando un enfoque de dos 
componentes. 
 5 
La mayoría de estas líneas RD29A::LexA;opLexA::G1067 en el fondo de línea RD29A 5 no mostraron alteraciones 
uniformes en la morfología en relación con los controles. Un menor número de los transformantes sí mostró una 
reducción pequeña en el tamaño y hojas ligeramente más redondeadas que los controles. Por lo tanto, en estas 
líneas, la expresión constitutiva baja producida por la línea conductora podría haber desencadenado dichos efectos. 
Sin embargo, ninguna de las líneas mostró el enanismo extremo y hojas rizadas vistos en las líneas 35S::G1067. 10 
 
Varias de estas líneas tenían mayor tolerancia al estrés que las plantas de control de tipo silvestre, particularmente 
en los ensayos de desecación grave basados en placa, como se ve en la siguiente tabla. 
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ARSK1::G2156 de raíz (Arabidopsis) 
 

Los inventores han obtenido líneas ARSK1::G2156 de promotor específico de tejido (raíz) usando un enfoque de dos 
componentes. 
 5 
Aproximadamente la mitad de las líneas de uno de estos lotes presentó un retardo muy marginal en la aparición de 
la floración, pero la mayoría de las líneas no presentaron diferencias evidentes en el crecimiento y desarrollo con los 
controles de tipo silvestre. Por lo tanto, el uso de un promotor de raíz en combinación con G2156 eliminó en gran 
medida las morfologías indeseables producidas por la sobreexpresión de ese gen. 
 10 
Varias de estas líneas también tuvieron mayor tolerancia al estrés que la plantas de control de tipo silvestre, 
particularmente en ensayos de desecación grave basados en placas como se ve en la siguiente tabla. 
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RBCS3::G2156 de hojas (Arabidopsis) 
 

Los inventores han obtenido líneas RBCS3::G2156 del promotor específico de tejido (hoja) usando un enfoque de 
dos componentes. 
 5 
En estadios tempranos, estas plantas eran ligeramente pequeñas y mostraron hojas más bien redondeadas. Sin 
embargo, en estadios posteriores, el 50 % de las líneas desarrollaron hojas agrandadas y mostraron biomasa de la 
roseta aumentada en comparación con los controles. La mayoría de las líneas que mostraban este fenotipo también 
presentaron un ligero retardo en la aparición de la floración. Los inventores han observado previamente hojas 
grandes en plantas con sobreexpresión constitutiva de 35S::G2156. Sin embargo, los agrandamientos de hojas se 10 
vieron a menor frecuencia en el estudio de 35S::G2156 que en el estudio de RBCS3::G2156. Adicionalmente 
muchas de las líneas del experimento de 35S::G2156 fueron muy pequeñas y tuvieron múltiples defectos; estos 
efectos parecen haberse evitado mediante el uso del promotor de RBCS3. El tamaño de la hoja aumentado visto en 
el presente estudio fue comparable con los efectos producidos por el aumento de la expresión de G1073 y sirvió 
para fortalecer la conclusión de que los dos genes tienen papeles relacionados. 15 
 
RBCS3 produce expresión en tejido de hoja fotosintético, relativamente maduro. Por lo tanto, G2156 cuando se 
expresó en un estadio relativamente tardío del desarrollo de las hojas produjo señales del desarrollo que mantenían 
el crecimiento de la hoja. Sin embargo, sigue existiendo la posibilidad de que G2156 desencadenara la producción 
de señales del desarrollo en hojas maduras que se transmitieron después a primordios de hojas más jóvenes, y los 20 
hizo crecer en exceso en un estadio temprano. 
 
Varias de estas líneas tuvieron mayor tolerancia al estrés abiótico que los controles de tipo silvestre (Tabla 29). 
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123D29A::G2356 inducible por estrés (Arabidopsis) 
 

Los inventores han obtenido líneas RD29A::G2156 del promotor inducible por estrés usando un enfoque de dos 
componentes. 
 5 
La mayoría de los transformantes RD29A::LexA;opLexA::G2156 de dos componentes en el fondo de línea RD29A 5 
no mostraron diferencias uniformes en la morfología con los controles. Un número menor de líneas sí floreció 
ligeramente tarde y desarrolló hojas agrandadas más tarde en el desarrollo. Por lo tanto, en estas líneas, la 
expresión constitutiva baja producida por la línea conductora podría haber desencadenado dichos efectos. 
 10 
Varias de estas líneas tuvieron mayor tolerancia al estrés que las plantas de control de tipo silvestre, como se ve en 
la siguiente tabla. Fueron particularmente notables los resultados obtenidos que mostraban que la mayoría de las 
líneas eran menos sensibles en el ensayo de germinación de ABA, lo que indica un fenotipo tolerante al estrés 
osmótico. 
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Utilidades para miembros del clado G1073 bajo control regulador no constitutivo 
 
Los resultados de estos estudios con el control regulador no constitutivo de numerosos miembros del clado G1073 
indican que las secuencias polinucleotídicas y polipeptídicas pueden usarse para mejorar la tolerancia al estrés 
relacionada con sequía manteniendo a la vez morfología normal o casi normal en condiciones sin estrés o de estrés 5 
bajo, y tamaño y vigor mejorados en relación con plantas de control de tipo silvestre en condiciones de estrés 
abiótico. Los datos también confirman las conclusiones de los inventores de que G1073 y otros miembros del clado 
G1073 pueden ser herramientas valiosas para el fin de aumentar la producción, biomasa y modificar el tiempo de 
floración. 
 10 
Se realizó análisis de combinaciones de combinaciones de miembros del clado G1073 con elementos reguladores 
para 1) proporcionar información mecánica sobre la función de miembros del clado G1073, y 2) identificar patrones 
optimizados de la expresión de miembros del clado G1073. La expresión diferencial de G1073 y secuencias 
relacionadas ha revelado que puede obtenerse cierto grado de tolerancia al estrés osmótico sin un impacto 
significativo en el tamaño de la planta o los órganos. Los ejemplos específicos incluyen expresión con promotores 15 
específicos de tejido, incluyendo los promotores de CUT1 (específico de epidermis), ARSK1 (específico de raíz), 
RBCS3 (específico de hoja) y promotores inducibles por estrés, incluyendo el promotor RD29A. Las líneas que 
sobreexpresaban una forma superactiva de G1073 que comprendía un dominio de transactivación de GAL4 
fusionado con el extremo N o C terminal del polipéptido también eran más tolerantes a las tensiones abióticas, y 
generalmente eran morfológicamente similares a las plantas de control de tipo silvestre. Estas combinaciones de 20 
elementos reguladores de factores de transcripción demuestran que pueden usarse miembros del clado G1073 
específicos de tejido, inducibles y transactivados para proporcionar tolerancia al estrés abiótico con poco o ningún 
impacto en el crecimiento general de la planta o la producción en condiciones de estrés abiótico bajo, y mejoran 
significativamente la producción y el vigor en condiciones de estrés abiótico. 
 25 
Ejemplo IX: identificación de secuencias homólogas por búsqueda de homología por ordenador 
 

Este ejemplo describe la identificación de genes que son ortólogos de factores de transcripción de Arabidopsis 
thaliana a partir de una búsqueda de homología por ordenador. 
 30 
Se identificaron secuencias homólogas, incluyendo las de parálogos y ortólogos de Arabidopsis y otras especies 
vegetales, usando herramientas de búsqueda de secuencias en bases de datos, tales como la Herramienta de 
Búsqueda de Alineamiento Local Básica (BLAST) (Altschul et al. (1990) mencionado anteriormente; y Altschul et al. 
(1997) Nucleic Acid Res. 25: 3389-3402). Los programas de análisis de secuencia tblastx se emplearon usando la 
matriz de puntuación BLOSUM-62 (Henikoff y Henikoff (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10915-10919). La base 35 
de datos de GenBank del NCBI completa se filtró para buscar secuencias de todas las plantas excepto Arabidopsis 
thaliana seleccionando todas las entradas en la base de datos de GenBank del NCBI asociadas con el ID 
taxonómico del NCBI 33090 (Viridiplantae; todas las plantas) y excluyendo entradas asociadas con el ID taxonómico 
3701 (Arabidopsis thaliana). 
 40 
Estas secuencias se comparan con secuencias que representan genes de factores de transcripción presentados en 
el Listado de Secuencias, usando el algoritmo de TBLASTX de la Universidad de Washington (versión 2.0a19MP) 
con los ajustes por defecto usando alineamientos con huecos con el filtro “apagado”. Para cada gen de factor de 
transcripción en el Listado de Secuencias, se pidieron comparaciones individuales por puntuación de probabilidad 
(P-valor), en las que la puntuación refleja la probabilidad de que se produzca un alineamiento particular al azar. Por 45 
ejemplo, una puntuación de 3,6e-59 es 3,6 x 10-59. Además de los P valores, las comparaciones también se 
puntuaron por porcentaje de identidad. El porcentaje de identidad refleja el grado en el que dos segmentos de ADN 
o proteína son idénticos sobre una longitud particular. Los ejemplos de secuencias identificadas de este modo se 
presentan en, por ejemplo, el Listado de Secuencias, y la Tabla 5. Se identificaron fácilmente secuencias parálogas 
u ortólogas y están disponibles en GenBank por el número de Referencia (Tabla 5; Identificador de Secuencia o 50 
Número de Referencia). El porcentaje de identidad de secuencia entre estas secuencias puede ser tan bajo como 49 
%, o incluso menor identidad de secuencia. 
 
Se identificaron secuencias parálogas candidatas entre factores de transcripción de Arabidopsis mediante 
alineamiento, identidad y relaciones filogenéticas. G1067, G2153 y G2156 (SEC ID Nº: 4, 6 y 8, respectivamente), 55 
parálogos de G1073, pueden encontrarse en el Listado de Secuencias. 
 
Se identificaron secuencias ortólogas candidatas a partir de conjuntos unigénicos patentados de secuencias génicas 
vegetales en Zea mays, Glycine max y Oryza sativa basándose en la homología significativa con factores de 
transcripción de Arabidopsis. Estos candidatos se compararon de forma recíproca con el conjunto de factores de 60 
transcripción de Arabidopsis. Si el candidato mostró similitud máxima en el dominio proteico con el factor de 
transcripción inductor o con un parálogo del factor de transcripción inductor, entonces se consideró un ortólogo. Se 
proporcionan secuencias no de Arabidopsis identificadas que se había mostrado de esa manera que eran ortólogas 
de las secuencias de Arabidopsis, por ejemplo, en la Tabla 5. 
 65 
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Ejemplo X: identificación de secuencias ortólogas y parálogas por PCR 
 

Los ortólogos de genes de Arabidopsis pueden identificarse por varios métodos, incluyendo hibridación, 
amplificación o bioinformática. Este ejemplo describe cómo se pueden identificar equiválogos del factor de 
transcripción de la familia AP2 de Arabidopsis CBF1, que confiere tolerancia a tensiones abióticas (Thomashow et 5 
al. (2002) Patente de Estados Unidos Nº 6.417.428) y un ejemplo para confirmar la función de secuencias 
homólogas. En este ejemplo, se encontraron ortólogos de CBF1 en colza (Brassica napus) usando reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR). 
 

Se diseñaron cebadores degradados para regiones del dominio de unión AP2 y fuera del AP2 (dominio carboxilo 10 
terminal): 
 

Mol 368 (inverso) 5’- CAY CCN ATH TAY MGN GGN GT -3’ 
(Solicitud de Patente de Estados Unidos 20040098764) 
 15 
Mol 378 (directo) 5’- GGN ARN ARC ATN CCY TCN GCC -3’ 
(Solicitud de Patente de Estados Unidos 20040098764) 
 
(Y: C/T, N: A/C/G/T, H: A/C/T, M: A/C, R: A/G) 

 20 
El cebador Mol 368 está en el dominio de unión AP2 de CBF1 (secuencia de aminoácidos: His-Pro-Ile-Tyr-Arg-Gly-
Val) mientras que el cebador Mol 378 están fuera del dominio AP2 (dominio carboxilo terminal) (secuencia de 
aminoácidos: Met-Ala-Glu-Gly-Met-Leu-Leu-Pro). 
 
El ADN genómico aislado de B. napus se amplificó por PCR usando estos cebadores siguiendo estas condiciones: 25 
una etapa de desnaturalización inicial de 2 minutos a 93 ºC; 35 ciclos de 93 ºC durante 1 minuto, 55 ºC durante 1 
minuto y 72 ºC durante 1 minuto; y una incubación final de 7 minutos a 72 ºC al final del ciclo. 
 
Los productos de PCR se separaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1,2 % y se transfirieron a una 
membrana de nylon y se hibridaron con la sonda de CBF1 de AT preparada a partir del ADN genómico de 30 
Arabidopsis por amplificación por PCR. Los productos hibridados se visualizaron por el sistema de detección 
colorimétrico (Boehringer Mannheim) y las bandas correspondientes de un gel de agarosa similar se aislaron usando 
el Kit de Extracción Qiagen (Qiagen, Valencia CA). Los fragmentos de ADN se ligaron en el vector del clon de TA del 
Kit de Clonación TOPO TA (Invitrogen Corporation, Carlsbad CA) y se transformaron en la cepa de E. coli TOP10 
(Invitrogen). 35 
 
Se seleccionaron siete colonias y los insertos se secuenciaron en una máquina ABI 377 a partir de ambas cadenas 
con sentido y antisentido después del aislamiento del ADN plasmídico. La secuencia de ADN se editó por un 
secuenciador y se alineó con el AtCBF1 por software GCG y búsqueda de blast del NCBI. 
 40 
La secuencia de ácido nucleico y secuencia de aminoácidos de un ortólogo de colza hallado de esta manera 
(bnCBF1) identificado por este procedimiento se muestran en la Solicitud de Patente de Estados Unidos 
20040098764. 
 
Las secuencias de aminoácidos alineadas muestran que el gen bnCBF1 tiene 88 % de identidad con la secuencia de 45 
Arabidopsis en la región del dominio AP2 y 85 % de identidad con la secuencia de Arabidopsis fuera del dominio 
AP2 cuando se alinea para dos secuencias de inserción que están fuera del dominio AP2. 
 
De forma similar, también pueden identificarse secuencias parálogas de los genes de Arabidopsis, tales como CBF1. 
 50 
Dos parálogos de CBF1 de Arabidopsis thaliana: CBF2 y CBF3. CBF2 y CBF3 se han clonado y secuenciado como 
se describe posteriormente 
 
Se exploró una biblioteca de ADNc lambda preparada a partir de ARN aislado de Arabidopsis thaliana ecotipo 
Columbia (Lin y Thomashow (1992) Plant Physiol. 99: 519-525) con respecto a clones recombinantes que portaban 55 
insertos relacionados con el gen CBF1 (Stockinger et al. (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 1035-1040). CBF1 se 
radiomarcó con 32P por cebadores aleatorios (Sambrook et al. mencionado anteriormente) y se usó para explorar la 
biblioteca por la técnica de transferencia de placas usando condiciones de hibridación y lavado rigurosas 
convencionales (Hajela et al. (1990) Plant Physiol. 93: 1246-1252; Sambrook et al. mencionado anteriormente) 
(tampón SSPE 6 X, 60 ºC para hibridación y tampón SSPE 0,1 X y 60 ºC para lavados). Se obtuvieron doce clones 60 
de hibridación positiva y se determinaron las secuencias de ADN de los insertos de ADNc. Los resultados indicaron 
que los clones quedaban en tres clases. Una clase portaba insertos correspondientes a CBF1. Las otras dos clases 
portaban secuencias correspondientes a dos homólogos diferentes de CBF1, designados CBF2 y CBF3. Las 
secuencias de ácido nucleico y secuencias codificantes de proteínas predichas para CBF1, CBF2 y CBF3 de 
Arabidopsis pueden encontrarse, por ejemplo, en la Solicitud de Patente de Estados Unidos 20040098764, al igual 65 
que las secuencias de ácido nucleico y secuencia codificante de proteína predicha para el ortólogo de CBF de 
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Brassica napus bnCBF1. 
 

Una comparación de las secuencias de ácido nucleico de CBF1, CBF2 y CBF3 de Arabidopsis indica que son de 83 
a 85 % idénticas como se muestra en la Tabla 31. 
 5 

TABLA 31. Comparación de identidad de CBF1, CBF2 y CBF3 de Arabidopsis  
 Porcentaje de identidada 

 ADNb Polipéptido 

cbf1/cbf2 85 86 

cbf1/cbf3 83 84 

cbf2/cbf3 84 85 
a El porcentaje de identidad se determinó usando el algoritmo Clustal 
del programa Megalign (DNASTAR, Inc.). 
b Se muestran comparaciones de las secuencias de ácido nucleico 
de las fases abiertas de lectura. 

 

De forma similar, las secuencias de aminoácidos de los tres polipéptidos de CBF varían del 84 al 86 % de identidad. 
Un alineamiento de las tres secuencias de aminoácidos revela que la mayoría de las diferencias en la secuencia de 
aminoácidos se producen en la mitad C terminal del polipéptido. Esta región de CBF1 actúa como un dominio de 10 
activación tanto en levadura como en Arabidopsis (no mostrado). 
 
Los restos 47 a 106 de CBF1 corresponden al dominio AP2 de la proteína, un motivo de unión a ADN que hasta la 
fecha solamente se ha encontrado en proteínas vegetales. Una comparación de los dominios AP2 de CBF1, CBF2 y 
CBF3 indica que hay algunas diferencias en la secuencia de aminoácidos. Estas diferencias en la secuencia de 15 
aminoácidos podrían tener un efecto en la especificidad de unión al ADN.  
 
Ejemplo XI: transformación de colza con un plásmido que contiene CBF1, CBF2 o CBF3 
 

Después de identificar genes homólogos de CBF1, se transformó colza con un plásmido que contenía los genes de 20 
CBF1, CBF2 o CBF3 de Arabidopsis en el vector pGA643 (An (1987) Methods Enzymol. 253: 292). En estas 
construcciones los genes de CBF se expresaron de forma constitutiva bajo el promotor 35S de CaMV. Además, el 
gen CBF1 se clonó bajo el control del promotor COR15 de Arabidopsis en el mismo vector pGA643. Cada 
construcción se transformó en la cepa de Agrobacterium GV3101. Se cultivaron Agrobacterias transformadas 
durante 2 días en medio AB mínimo que contenía antibióticos apropiados. 25 
 
Se transformó colza de primavera (B. napus cv. Westar) usando el protocolo de Moloney et al. (1989) Plant Cell 
Reports 8: 238, con algunas modificaciones como se describe. Brevemente, las semillas se esterilizaron y se 
sembraron en placas en medio MS de media concentración, que contenía sacarosa al 1 %. Las placas se incubaron 
a 24 ºC con luz 60-80 E/m2s usando un fotoperiodo de 16 horas de luz/8 horas de oscuridad. Se recogieron 30 
cotiledones de plántulas de 4-5 días de edad, los peciolos se cortaron y se sumergieron en la solución de 
Agrobacterium. Los cotiledones sumergidos se colocaron en medio de cocultivo a una densidad de 20 
cotiledones/placa y se incubaron como se ha descrito anteriormente durante 3 días. Los explantes se transfirieron al 
el mismo medio, pero conteniendo timentina 300 mg/l (SmithKline Beecham, PA) y se diluyeron a 10 
cotiledones/placa. Después de 7 días los explantes se transfirieron a medio de selección/regeneración. Las 35 
transferencias se continuaron cada 2-3 semanas (2 o 3 veces) hasta que se habían desarrollado los brotes. Los 
brotes se transfirieron a medio de elongación de brotes cada 2-3 semanas. Se transfirieron los brotes de aspecto 
sano a medio de enraizamiento. Una vez que se habían desarrollado buenas raíces, las plantas se colocaron en 
suelo para maceta húmedo. 
 40 
Las plantas transformadas se analizaron después con respecto a la presencia del gen NPTII/resistencia a 
kanamicina por ELISA, usando el kit de ELISA NPTII de 5Prime-3Prime Inc. (Boulder, CO). Aproximadamente el 70 
% de las plantas exploradas fueron positivas para NPTII. Solamente esas plantas se analizaron adicionalmente. 
 
A partir de la transferencia de Northern el análisis de las plantas que se transformaron con las construcciones de 45 
expresión constitutiva, mostró expresión de los genes CBF y todos los genes CBF fueron capaces de inducir el gen 
regulado por frío de Brassica napus BN115 (homólogo del gen COR15 de Arabidopsis). La mayoría de las plantas 
transgénicas parecen mostrar un fenotipo de crecimiento normal. Como se esperaba, las plantas transgénicas son 
más tolerantes a la congelación que las plantas de control de tipo silvestre. Usando el ensayo de filtración de 
electrolitos de las hojas, el control mostró una filtración del 50 % de -2 a -3 ºC. La colza de primavera transformada 50 
con CBF1 o CBF2 mostró una filtración del 50 % de -6 a -7 ºC. La colza de primavera transformada con CBF3 
muestra una filtración del 50 % de aproximadamente -10 a -15 ºC. La colza de invierno transformada con CBF3 
puede mostrar una filtración del 50 % de aproximadamente -16 a -20 ºC. Además, si la colza de primavera o invierno 
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está aclimatada al frío las plantas transformadas pueden mostrar un aumento adicional en la tolerancia a la 
congelación de al menos -2 ºC. 
 
Para ensayar la tolerancia a salinidad de las plantas transformadas, las plantas se regaron con NaCl 150 mM. Las 
plantas que sobreexpresaban CBF1, CBF2 o CBF3 crecieron mejor en comparación con plantas que no se habían 5 
transformado con CBF1, CBF2, o CBF3. 
 
Estos resultados demuestran que pueden identificarse equiválogos de factores de transcripción de Arabidopsis y 
mostrarse que confieren funciones similares en especies vegetales no Arabidopsis. 
 10 
Ejemplo XII: ensayos de desplazamiento en gel.  
 

La presencia de un factor de transcripción que comprende un dominio de unión a ADN que se une con un elemento 
de unión al factor de transcripción de ADN se evalúa usando el siguiente ensayo de desplazamiento en gel. El factor 
de transcripción se expresa de forma recombinante y se aísla a partir de E. coli o se aísla de material vegetal. Se 15 
incuba proteína soluble total, incluyendo el factor de transcripción, (40 ng) a temperatura ambiente en 10 l de 
tampón de unión 1X (HEPES 15 mM (pH 7,9), EDTA 1 mM, KCl 30 mM, glicerol 5 %, albúmina de suero bovino 5 %, 
DTT 1 mM) más 50 ng de poli(dl-dC):poli(dl-dC) (Pharmacia, Piscataway NJ) con o sin 100 ng de ADN competidor. 
Después de 10 minutos de incubación, se añade ADN de sonda que comprende un elemento de unión al factor de 
transcripción de ADN (1 ng) que se ha marcado con 32P por relleno de extremos (Sambrook et al. (1989) 20 
mencionado anteriormente) y la mezcla se incuba durante 10 minutos adicionales. Las muestras se cargan en geles 
de poliacrilamida (4 % p/v) y se fraccionan por electroforesis a 150V durante 2 horas (Sambrook et al. mencionado 
anteriormente). El grado de unión del ADN de sonda-factor de transcripción se visualiza usando autorradiografía. Se 
preparan ADN de sondas y competidores a partir de insertos de oligonucleótidos ligados en el sitio BamHI de 
pUC118 (Vieira et al. (1987) Methods Enzymol. 153: 3-11). La orientación y el número de concatenación de los 25 
insertos se determinan por análisis de secuencia de ADN dideoxi (Sambrook et al. mencionado anteriormente). Los 
insertos se recuperan después de digestión de restricción con EcoRI y HindIII y fraccionamiento en geles de 
poliacrilamida (12 % p/v) (Sambrook et al. mencionado anteriormente). 
 
Ejemplo XIII. Transformación de dicotiledóneas  30 
 

Se ha mostrado experimentalmente que especies de cultivo que sobreexpresan miembros del clado G1073 de 
polipéptidos de factores de transcripción (por ejemplo G2153) producen plantas con biomasa aumentada en ensayos 
de campo. Esta observación indica que estos genes, cuando se sobreexpresan, darán como resultado mayores 
producciones de diversas especies vegetales, que pueden ser más significativas en las plantas en las que la parte 35 
vegetativa de la planta es comestible. Se ha descubierto que las plantas de tomate que sobreexpresan el polipéptido 
G2153 de A. thaliana son mayores que las plantas de tomate de control de tipo silvestre. 
 
Por lo tanto, las secuencias de factores de transcripción enumeradas en el Listado de Secuencias recombinadas en 
vectores de expresión pMEN20 o pMEN65 pueden transformarse en una planta para el fin de modificar rasgos de la 40 
planta. El vector de clonación puede introducirse en diversas plantas de cereales por medios bien conocidos en la 
técnica tales como, por ejemplo, transferencia de ADN directa o transformación mediada por Agrobacterium 
tumefaciens. Es ahora rutinario producir plantas transgénicas usando la mayoría de plantas dicotiledóneas (véase 
Weissbach y Weissbach, (1989) mencionado anteriormente; Gelvin et al. (1990) mencionado anteriormente; Herrera-
Estrella et al. (1983) mencionado anteriormente; Bevan (1984) mencionado anteriormente; y Klee (1985) 45 
mencionado anteriormente). Los métodos para el análisis de rasgos son rutinarios en la técnica y se han desvelado 
anteriormente ejemplos. 
 
Se han descrito previamente numerosos protocolos para la transformación de plantas de tomate y soja, y se 
conocen bien en la técnica. Gruber et al. ((1993) en Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnology, p. 89-50 
119, Glick y Thompson, eds., CRC Press, Inc., Boca Raton) describen varios vectores de expresión y métodos de 
cultivo que pueden usarse para transformación de células o tejidos y posterior regeneración. Para la transformación 
de soja, se describen métodos en Miki et al. (1993) en Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnology, p. 67-
88, Glick y Thompson, eds., CRC Press, Inc., Boca Raton; y Patente de Estados Unidos Nº 5.563.055, (Townsend y 
Thomas), presentada el 8 de octubre de 1996.  55 
 
Hay un número sustancial de alternativas a protocolos de transformación mediados por Agrobacterium, otros 
métodos para el fin de transferir genes exógenos en soja o tomate. Uno de dichos métodos es la transformación 
mediada por microproyectiles, en la que el ADN en la superficie de partículas de microproyectiles se introduce en 
tejidos vegetales con un dispositivo biolístico (véase, por ejemplo, Sanford et al., (1987) Part. Sci. Technol. 5: 27-37; 60 
Christou et al. (1992) Plant. J. 2: 275-281; Sanford (1993) Methods Enzymol. 217: 483-509; Klein et al. (1987) Nature 
327: 70-73; Patente de Estados Unidos Nº 5.015.580 (Christou et al.), presentada el 14 de mayo de 1991; y Patente 
de Estados Unidos Nº 5.322.783 (Tomes et al.), presentada el 21 de junio de 1994.  
 
Como alternativa, se han usado métodos de sonicación (véase, por ejemplo, Zhang et al. (1991) Bio/Technology 9: 65 
996-997); captación directa de ADN en protoplastos usando precipitación con CaCl2, alcohol polivinílico o poli-L-
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ornitina (véase, por ejemplo, Hain et al. (1985) Mol. Gen. Genet. 199: 161-168; Draper et al., Plant Cell Physiol. 23: 
451-458 (1982)); fusión de liposomas o esferoplastos (véase, por ejemplo, Deshayes et al. (1985) EMBO J., 4: 2731-
2737; Christou et al. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 3962-3966); y electroporación de protoplastos y células y 
tejidos completos (véase, por ejemplo, Donn et al. (1990) en Abstracts of VIIth International Congress on Plant Cell 
and Tissue Culture IAPTC, A2-38: 53; D’Halluin et al. (1992) Plant Cell 4: 1495-1505; y Spencer et al. (1994) Plant 5 
Mol. Biol. 24: 51-61) para introducir ADN ajeno y vectores de expresión en plantas.  
 
Después de transformarse una planta o célula vegetal (y la última regenerada en una planta), la planta transformada 
puede cruzarse consigo misma o una planta de la misma línea, una planta no transformada o de tipo silvestre, u otra 
planta transformada de una línea de plantas transgénica diferente. El cruzamiento proporciona las ventajas de 10 
producir variedades transgénicas nuevas y con frecuencia estables. Los genes y rasgos que confieren que se han 
introducido en una línea de tomate o soja pueden moverse a una línea distinta de plantas usando técnicas de 
retrocruzamiento tradicionales bien conocidas en este campo. La transformación de plantas de tomate puede 
realizarse usando los protocolos de Koornneef et al (1986) en Tomato Biotechnology: Alan R. Liss, Inc., 169-178, y 
en la Patente de Estados Unidos 6.613.962, este último método descrito brevemente en el presente documento. Se 15 
precultivan explantes de cotiledones de ocho días de edad durante 24 horas en placas de Petri que contienen una 
capa de alimentación de células en suspensión de petunia híbrida sembradas en medio MS con sacarosa 2 % (p/v) y 
agar 0,8 % complementado con ácido -naftaleno acético 10 M y 6-bencilaminopurina 4,4 M. Los explantes se 
infectan después con un cultivo diluido de una noche de Agrobacterium tumefaciens que contiene un vector de 
expresión que comprende un polinucleótido de la invención durante 5-10 minutos, se secan por transferencia en 20 
papel de filtro estéril y se cultivan conjuntamente durante 48 horas en las placas de capa de alimentación originales. 
Las condiciones de cultivo son como se ha descrito anteriormente. Se diluyen cultivos de una noche de 
Agrobacterium tumefaciens en medio MS líquido con sacarosa 2 % (p/v/), pH 5,7 hasta una DO600 de 0,8. 
 
Después del cultivo conjunto, los explanes de cotiledones se transfieren a placas de Petri con medio selectivo que 25 
comprende medio MS con zeatina 4,56 M, vancomicina 67,3 M, cefotaxima 418,9 M y sulfato de kanamicina 
171,6 M, y se cultivan en las condiciones de cultivo descritas anteriormente. Los explantes se subcultivan cada tres 
semanas en medio nuevo. Los brotes emergentes se disecan del callo subyacente y se transfieren a tarros de vidrio 
con medio selectivo sin zeatina para formar raíces. La formación de las raíces en un medio que contiene sulfato de 
kanamicina es un indicio positivo de una transformación exitosa. 30 
 
Puede realizarse transformación de plantas de soja usando los métodos hallados en, por ejemplo, la Patente de 
Estados Unidos 5.563.055 (Townsend et al., presentada el 8 de octubre de 1996), descrito brevemente en el 
presente documento. En este método la semilla de soja se esteriliza en superficie por exposición a gas de cloro 
introducido en un tarro de vidrio curvado. Las semillas se germinan sembrando en placas en medio solidificado de 35 
agar de concentración 1/10 sin reguladores del crecimiento de las plantas y cultivando a 28 ºC con una duración del 
día de 16 horas. Después de tres o cuatro días, las semillas pueden prepararse para cocultivo. El tegumento se 
retira y la radícula que se elonga se retira 3-4 mm por debajo de los cotiledones. 
 
Se dejan crecer cultivos de una noche de Agrobacterium tumefaciens que albergan el vector de expresión que 40 
comprende un polinucleótido de la invención hasta fase logarítmica, se agrupan y se concentran por centrifugación. 
Se realizan inoculaciones en lotes de modo que cada placa de semillas se trate con un nuevo sedimento 
resuspendido de Agrobacterium. Los sedimentos se resuspenden en 20 ml de medio de inoculación. El inóculo se 
vierte en una placa de Petri que contiene semillas preparadas y los nodos de cotiledones se maceran con una hoja 
quirúrgica. Después de 30 minutos, los explantes se transfieren a placas del mismo medio que se ha solidificado. 45 
Los explantes se incluyen con el lado adaxial hacia arriba y nivelados con la superficie del medio y se cultivan a 22 
ºC durante tres días con luz fluorescente blanca. Estas plantas pueden regenerarse después de acuerdo con 
métodos bien establecidos en la técnica, tal como moviendo las plantas después de tres días a un medio de 
contraselección líquido (véase Patente de Estados Unidos 5.563.055). 
 50 
Los explantes pueden después seleccionarse, incluirse y cultivarse en medio de selección solidificado. Después de 
un mes en medio selectivo el tejido transformado se hace visible como sectores verdes de tejido en regeneración 
frente a un fondo de tejido blanqueado, menos sano. Los explantes con sectores verdes se transfieren a un medio 
de elongación. El cultivo se continúa en este medio con transferencias a placas nuevas cada dos semanas. Cuando 
los brotes son de 0,5 cm de longitud pueden escindirse en la base y colocarse en un medio de enraizamiento.  55 
 
Ejemplo XIV: biomasa y tolerancia al aumento de estrés abiótico en monocotiledóneas 
 

Pueden transformarse plantas de cereales tales como, pero sin limitación, maíz, trigo, arroz, sorgo o cebada con las 
presentes secuencias polinucleotídicas, incluyendo secuencias derivadas de monocotiledóneas o dicotiledóneas 60 
tales como las presentadas en las Tablas 2 o 5, clonadas en un vector tal como pGA643 y que contienen un 
marcador de resistencia a kanamicina, y expresadas de forma constitutiva bajo, por ejemplo, los promotores 35S de 
CaMV o COR15. También pueden usarse pMEN20 o pMEN65 y otros vectores de expresión para el fin de modificar 
rasgos de la planta. Por ejemplo, puede modificarse pMEN020 para reemplazar la región codificante de NptII con el 
gen BAR de Streptomyces hygroscopicus que confiere resistencia a fosfinotricina. Los sitios KpnI y BglII del gen Bar 65 
se retiran por mutagénesis dirigida con cambios codónicos silenciosos. 
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El vector de clonación puede introducirse en diversas plantas de cereales por medios bien conocidos en la técnica 
incluyendo transferencia directa de ADN o transformación mediada por Agrobacterium tumefaciens. Este último 
enfoque puede conseguirse por diversos medios, incluyendo, por ejemplo, el de la Patente de Estados Unidos Nº 
5.591.616, en el que se transforma un callo de monocotiledónea poniendo en contacto el tejido desdiferenciador con 
la Agrobacterium que contiene el vector de clonación. 5 
 
Los tejidos de muestra se sumergen en una suspensión de 3 x 10-9 células de Agrobacterium que contiene el vector 
de clonación durante 3-10 minutos. El material del callo se cultiva en medio sólido a 25 ºC en oscuridad durante 
varios días. Los callos cultivados en este medio se transfieren a medio de Regeneración. Se continúan las 
transferencias cada 2-3 semanas (2 o 3 veces) hasta que se desarrollan brotes. Los brotes se transfieren después a 10 
medio de Elongación de Brotes cada 2-3 semanas. Los brotes de aspecto sano se transfieren a medio de 
enraizamiento y después de haberse desarrollado las raíces, las plantas se colocan en suelo para maceta húmedo. 
 
Las plantas transformadas se analizan después con respecto a la presencia del gen de NPTII/resistencia a 
kanamicina por ELISA, usando el kit de ELISA NPTII de 5Prime-3Prime Inc. (Boulder, CO). 15 
 
También es rutinario usar otros métodos para producir plantas transgénicas de la mayoría de los cultivos de cereales 
(Vasil (1994) Plant Mol. Biol. 25: 925-937) tales como maíz, trigo, arroz, sorgo (Cassas et al. (1993) Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 90: 11212-11216), y cebada (Wan y Lemeaux (1994) Plant Physiol. 104:37-48). Pueden usarse métodos 
de transferencia de ADN tales como el método de microproyectiles para el maíz (Fromm et al. (1990) Bio/Technol. 8: 20 
833-839; Gordon-Kamm et al. (1990) Plant Cell 2: 603-618; Ishida (1990) Nature Biotechnol. 14:745-750), el trigo 
(Vasil et al. (1992) Bio/Technol. 10: 667-674; Vasil et al. (1993) Bio/Technol. 11: 1553-1558; Weeks et al. (1993) 
Plant Physiol. 102: 1077-1084), y el arroz (Christou (1991) Bio/Technol. 9: 957-962; Hiei et al. (1994) Plant J. 6: 271-
282; Aldemita y Hodges (1996) Planta 199: 612-617; y Hiei et al. (1997) Plant Mol. Biol. 35:205-218). Para la 
mayoría de las plantas de cereales, las células embriogénicas derivadas de tejidos del escutelo inmaduros son las 25 
dianas celulares preferidas para transformación (Hiei et al. (1997) Plant Mol. Biol. 35: 205-218; Vasil (1994) Plant 
Mol. Biol. 25: 925-937). Para transformar células embriogénicas de maíz derivadas de tejido escutelar inmaduro 
usando bombardeo de microproyectiles, el genotipo A188XB73 es el genotipo preferido (Fromm et al. (1990) 
Bio/Technol. 8: 833-839; Gordon-Kamm et al. (1990) Plant Cell 2: 603-618). Después del bombardeo de 
microproyectiles los tejidos se seleccionan en fosfinotricina para identificar las células embriogénicas transgénicas 30 
(Gordon-Kamm et al. (1990) Plant Cell 2: 603-618). Las plantas transgénicas se regeneran por técnicas de 
regeneración de maíz convencionales (Fromm et al. (1990) Bio/Technol. 8: 833-839; Gordon-Kamm et al. (1990) 
Plant Cell 2: 603-618). 
 
El análisis de transferencia de Northern, RT-PCR o análisis de micromatriz de las plantas transformadas, 35 
regeneradas, pueden usarse para mostrar la expresión de G1073 y genes relacionados que son capaces de inducir 
tolerancia al estrés abiótico y mayor tamaño. 
 
Para verificar la capacidad para conferir tolerancia al estrés abiótico, pueden exponerse plantas maduras que 
sobreexpresan un G1073 o equiválogo, o como alternativa, plántula descendiente de estas plantas, a un estrés 40 
osmótico, tal como sequía, calor, alta salinidad o congelación. Como alternativa, estas plantas pueden exponerse en 
una condición de estrés osmótico que también puede medir la detección de azúcar alterada, tal como una condición 
de alto azúcar. Comparando las plantas de tipo silvestre y transgénicas tratadas de forma similar, puede mostrarse 
que las plantas transgénicas tienen mayor tolerancia al estrés abiótico.  
 45 
Después de haberse transformado una planta o célula vegetal monocotiledónea (y haberse regenerado esta última a 
una planta) y haberse mostrado que tiene mayor tamaño o tolerancia al estrés abiótico, o que produce mayor 
rendimiento en relación con una planta de control en las condiciones de estrés, la planta monocotiledónea 
transformada puede cruzarse consigo misma o una planta de la misma línea, una planta monocotiledónea no 
transformada o de tipo silvestre, u otra planta monocotiledónea transformada de una línea transgénica de plantas 50 
diferente. 
 
Estos experimentos demostrarían que pueden identificarse miembros del clado G1073 de polipéptidos del factor de 
transcripción y mostrarse que confieren mayor tamaño, mayor producción y/o mayor tolerancia al estrés abiótico en 
monocotiledóneas, incluyendo tolerancia o resistencia a múltiples tensiones. 55 
 
Ejemplo XV: Secuencias que confieren mejoras significativas a especies no Arabidopsis 
 
La función de ortólogos específicos de G1073 se ha analizado y puede caracterizarse adicionalmente e incorporarse 
en plantas de cultivo. La sobreexpresión ectópica de estos ortólogos puede regularse usando elementos reguladores 60 
constitutivos, inducibles o específicos de tejido. Los genes que se han examinado y se ha mostrado que modifican 
rasgos de plantas (incluyendo aumento de la biomasa y tolerancia al estrés abiótico) codifican miembros del clado 
G1073 de polipéptidos de factores de transcripción, tales como los hallados en Arabidopsis thaliana (SEC ID Nº: 2, 
4, 6, 8, 42, 67 y 69), Oryza sativa (SEC ID Nº: 10, 12, 26, 30 y 38) y Glycine max (SEC ID Nº: 14, 16, 18 y 40). 
Además de estas secuencias, se espera que secuencias polinucleotídicas relacionadas que codifican polipéptidos 65 
hallados en el Listado de Secuencias puedan inducir también rasgos alterados, incluyendo biomasa aumentada y 
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tolerancia al estrés abiótico, cuando se transformen en diversas plantas considerable de diferentes especies, e 
incluyendo dicotiledóneas y monocotiledóneas. Las secuencias polinucleotídicas y polipeptídicas derivadas de 
monocotiledóneas (por ejemplo, las secuencias de arroz) pueden usarse para transformar plantas tanto 
monocotiledóneas como dicotiledóneas, y las derivadas de dicotiledóneas (por ejemplo, los genes de Arabidopsis y 
soja) pueden usarse para transformar uno de los grupos, aunque se espera que algunas de estas secuencias actúen 5 
mejor si el gen se transforma en una planta del mismo grupo del que deriva la secuencia. 
 
Las semillas de estas plantas transgénicas se someten a ensayos de germinación para medir la detección de 
sacarosa. Las semillas monocotiledóneas estériles, incluyendo, pero sin limitación, maíz, arroz, trigo, centeno y 
sorgo, así como dicotiledóneas incluyendo, pero sin limitación soja y alfalfa, se siembran en medio MS al 80 % más 10 
vitaminas con sacarosa 9,4 %; el medio de control carece de sacarosa. Todas las placas de ensayo se incuban 
después a 22 ºC con luz las 24 horas, 120-130 Ein/m2/s, en una cámara de cultivo. La evaluación de la germinación 
y el vigor de la plántula se realizan entonces tres días después de plantar. Puede descubrirse que los que 
sobreexpresan estos genes son más tolerantes a alta sacarosa por tener mejor germinación, radículas más largas y 
más expansión de cotiledones. Estos resultados han indicado que los que sobreexpresan G1073, G1067, G1069, 15 
G2153, G2156, G2789, G3401 y G3460 están implicados en detección de azúcar específica de sacarosa; se espera 
que ortólogos estructuralmente similares de estas secuencias, incluyendo los hallados en el Listado de Secuencias, 
también estén implicados en la detección de azúcar, un indicio de tolerancia al estrés osmótico alterada. 
 
Las plantas que sobreexpresan las secuencias de factores de transcripción descritas en el presente documento 20 
también pueden someterse a ensayos de sequía basados en suelo para identificar las líneas que son más tolerantes 
a privación de agua que las plantas de control de tipo silvestre. Varias líneas de plantas que sobreexpresan un 
miembro del clado G1073 de polipéptidos de factores de transcripción serán significativamente mayores y más 
verdes, con menor marchitamiento o desecación, que las plantas de control de tipo silvestre, particularmente 
después de un periodo de privación de agua seguido de nuevo riego y un periodo de incubación posterior. La 25 
secuencia del miembro del clado G1073 puede sobreexpresarse bajo el control regulador de promotores 
constitutivos, específicos de tejido o inducibles, o puede comprender un dominio de transactivación de GAL4 
fusionado con el extremo N o C terminal del polipéptido. Los resultados presentados en el Ejemplo VIII indican que 
miembros del clado G1073 pueden conferir tolerancia al estrés cuando se sobreexpresan bajo el control regulador 
de promotores no constitutivos o un dominio de transactivación fusionado con el miembro del clado sin un impacto 30 
significativo y la morfología de la planta. Las líneas que presentan rasgos útiles pueden seleccionarse para estudio 
adicional o desarrollo comercial. 
 
Las plantas monocotiledóneas, incluyendo arroz, maíz, trigo, centeno, sorgo, cebada y otros, pueden transformarse 
con un plásmido que contiene un miembro del clado G1073 de polipéptidos de factores de transcripción. La 35 
secuencia del clado G1073 puede incluir secuencias derivadas de dicotiledóneas o monocotiledóneas tales como las 
presentadas en la Tabla 1 o Tabla 5. Estos genes de factores de transcripción de gancho AT pueden clonarse en un 
vector tal como pGA643 y que contiene un marcador de resistencia a kanamicina, y después expresarse de forma 
constitutiva bajo el promotor 35S de CaMV o promotor COR15. 
 40 
El vector de clonación puede introducirse en monocotiledóneas, por ejemplo, por medios descritos en detalle en el 
Ejemplo XIV, incluyendo transferencia de ADN directa o transformación mediada por Agrobacterium tumefaciens. 
Este último enfoque puede conseguirse por diversos medios, incluyendo, por ejemplo, el de la Patente de Estados 
Unidos Nº 5.591.616, en el que se transforma un callo de monocotiledónea poniendo en contacto tejido 
desdiferenciador con la Agrobacterium que contiene el vector de clonación. 45 
 
Los tejidos de muestra se sumergen en una suspensión de 3 x 10-9 células de Agrobacterium que contienen el vector 
de clonación durante 3-10 minutos. El material del callo se cultiva en medio sólido a 25 ºC en oscuridad durante 
varios días. Los callos cultivados en este medio se transfieren a medio de Regeneración. Las transferencias se 
continúan cada 2-3 semanas (2 o 3 veces) hasta que se desarrollan brotes. Los brotes se transfieren después a 50 
medio de Elongación de Brotes cada 2-3 semanas. Los brotes de aspecto sano se transfieren a medio de 
enraizamiento y después de haberse desarrollado las raíces, las plantas se colocan en suelo para maceta húmedo. 
 
Las plantas transformadas se analizan después con respecto a la presencia del gen de NPTII/resistencia a 
kanamicina por ELISA, usando el kit de ELISA NPTII de 5Prime-3Prime Inc. (Boulder, CO). 55 
 

Pueden usarse análisis de transferencia de Northern, RT-PCR o análisis de micromatrices de las plantas 
regeneradas, transformadas, para mostrar la expresión de un miembro del clado G1073 de polipéptidos de factores 
de transcripción que es capaz de inducir tolerancia al estrés abiótico. 
 60 
Para verificar la capacidad de conferir tolerancia al estrés abiótico, las plantas maduras que expresan un gen de 
equiválogo derivado de monocotiledónea o, como alternativa, plántula descendiente de estas plantas, pueden 
exponerse usando métodos descritos en el Ejemplo VI. Comparando plantas de tipo silvestre y las transgénicas, se 
ha mostrado que estas últimas son más tolerantes a estrés abiótico y/o tienen biomasa aumentada, en comparación 
con plantas de control de tipo silvestre tratadas de forma similar. 65 
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Estos experimentos demuestran que pueden identificarse varios miembros representativos del clado G1073 de 
polipéptidos de factores de transcripción, incluyendo G1067, G1069, G1073, G1667, G2153, G2156, G2157, G2789, 
G3399, G3400, G3401, G3406, G3407, G3456, G3459, G3460 y G3556, y mostrarse que aumentan la biomasa y/o 
mejoran la tolerancia de estrés abiótico, incluyendo tensiones osmóticas tales como estrés por sequía o salinidad. 
Se espera que los mismos métodos puedan aplicarse para identificar otros miembros útiles y valiosos del clado de 5 
una amplia serie de especies. 
 
La divulgación también se refiere a los aspectos expuestos en los siguientes párrafos numerados: 
 

1. Una planta transgénica que tiene tolerancia aumentada al estrés abiótico, comprendiendo dicha planta 10 
transgénica un polinucleótido recombinante que codifica un miembro del clado G1073 de polipéptidos de factores 
de transcripción, en la que el miembro del clado G1073 de polipéptidos de factores de transcripción comprende: 
 

un dominio de gancho AT; y 
un segundo dominio conservado que comprende SEC ID Nº: 63 o SEC ID Nº: 64. 15 

 
2. La planta transgénica del párrafo 1, en la que el dominio de gancho AT y el segundo dominio conservado son 
al menos 78 % y 62 % idénticos al dominio de gancho AT y el segundo dominio conservado de SEC ID Nº: 2, 
respectivamente. 
 20 
3. La planta transgénica del párrafo 1, en la que el estrés abiótico es frío. 
 
4. La planta transgénica del párrafo 1, en la que el estrés abiótico es un estrés osmótico. 
 
5. La planta transgénica del párrafo 4, en la que el estrés osmótico se selecciona del grupo que consiste en calor, 25 
sequía, desecación, congelación y alta salinidad. 
 
6. La planta transgénica del párrafo 1, en la que el miembro del clado G1073 de polipéptidos de factores de 
transcripción se selecciona del grupo que consiste en SEC ID Nº: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 26, 30, 38, 42 y 
67. 30 
 
7. La planta transgénica del párrafo 1, en la que el polinucleótido recombinante está unido operativamente con un 
promotor inducible o específico de tejido que regula la expresión del polinucleótido recombinante cuando el 
polinucleótido recombinante se transforma en una planta. 
 35 
8. La planta transgénica del párrafo 7, en la que el promotor específico de tejido es un promotor vascular, 
epidérmico, de hoja o de raíz.  
 
9. La planta transgénica del párrafo 7, en la que el promotor inducible o específico de tejido se selecciona del 
grupo que consiste en un promotor SUC2, un promotor CUT1, un promotor RBCS3, un promotor ARSK1 y un 40 
promotor RD29A. 
 
10. Semilla producida a partir de la planta transgénica de acuerdo con el párrafo 1. 
 
11. Un método para producir una planta transformada con mayor tolerancia al estrés abiótico que una planta de 45 
control, comprendiendo el método: 
 

(a) proporcionar un vector de expresión que comprende una secuencia polinucleotídica que codifica un 
miembro del clado G1073 de polipéptidos de factores de transcripción; 
en el que el miembro del clado G1073 de polipéptidos de factores de transcripción comprende un dominio de 50 
gancho AT y un segundo dominio conservado, en orden de N terminal a C terminal, en el que el segundo 
dominio conservado comprende SEC ID Nº: 63 o SEC ID Nº: 64; y 
en el que la secuencia polinucleotídica está unida operativamente con un elemento regulador que controla la 
expresión de la secuencia polinucleotídica; 
(b) transformar una planta diana con el vector de expresión para producir la planta transformada; y 55 
(c) cultivar la planta transformada que comprende el vector de expresión. 

 
12. El método del párrafo 11, en el que el dominio de gancho AT y el segundo dominio conservado son al menos 
78 % y 62 % idénticos al dominio de gancho AT y el segundo dominio conservado de SEC ID Nº: 2, 
respectivamente. 60 
 
13. El método del párrafo 11, en el que dicha tolerancia al estrés abiótico es a frío. 
 
14. El método del párrafo 11, en el que dicha tolerancia al estrés abiótico es al estrés osmótico. 
 65 
15. El método del párrafo 14, en el que dicho estrés osmótico se selecciona del grupo que consiste en calor, 
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desecación, sequía, congelación y alta salinidad. 
 
16. El método del párrafo 11, en el que el miembro del clado G1073 de polipéptidos de factores de transcripción 
comprende una secuencia polipeptídica seleccionada del grupo que consiste en SEC ID Nº: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 
16, 18, 26, 30, 38, 42 y 67. 5 
 
17. El método del párrafo 11, en el que el elemento regulador es un promotor inducible o específico de tejido. 
 
18. El método del párrafo 17, en el que la planta transformada tiene una morfología que es sustancialmente 
similar a la planta de control. 10 
 
19. El método del párrafo 17, en el que el promotor específico de tejido es un promotor vascular, epidérmico, de 
hoja o de raíz. 
 
20. El método del párrafo 17, en el que el promotor inducible o específico de tejido se selecciona del grupo que 15 
consiste en un promotor SUC2, un promotor CUT1, un promotor RBCS3, un promotor ARSK1 y un promotor 
RD29A. 
 
21. El método del párrafo 11, comprendiendo adicionalmente las etapas del método: 
 20 

(d) autopolinizar o cruzar la planta transformada consigo misma u otra planta, respectivamente, para producir 
semillas; y 
(e) cultivar una planta descendiente de la semilla; 

 
en el que la planta descendiente tiene mayor tolerancia al estrés abiótico que la planta de control. 25 
 
22. Una planta transgénica que tiene biomasa aumentada, comprendiendo dicha planta transgénica un 
polinucleótido recombinante que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica un miembro del clado 
G1073 de polipéptidos de factores de transcripción; 
en la que el miembro del clado G1073 de polipéptidos de factores de transcripción comprende: 30 
 

un dominio de gancho AT; y 
un segundo dominio conservado que comprende SEC ID Nº: 63 o SEC ID Nº: 64. 

 
23. La planta transgénica del párrafo 22, en la que el dominio de gancho AT y el segundo dominio conservado 35 
son al menos 78 % y 62 % idénticos al dominio de gancho AT y el segundo dominio conservado de SEC ID Nº: 2, 
respectivamente. 
 
24. La planta transgénica del párrafo 22, en la que el miembro del clado G1073 de polipéptidos de factores de 
transcripción se selecciona del grupo que consiste en SEC ID Nº: 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 30, 38, 42, 67 y 69. 40 
 
25. La planta transgénica del párrafo 22, en la que el polinucleótido recombinante está unido operativamente con 
al menos un elemento regulador capaz de regular la expresión del polinucleótido recombinante cuando el 
polinucleótido recombinante se transforma en una planta. 
 45 
26. Semillas producidas a partir de la planta transgénica de acuerdo con el párrafo 22. 
 
27. Un método para producir una planta transformada con mayor biomasa que una planta de control, 
comprendiendo el método: 
  50 

(a) proporcionar un vector de expresión que comprende una secuencia polinucleotídica que codifica un 
miembro del clado G1073 de polipéptidos de factores de transcripción; 
en el que el miembro del clado G1073 de polipéptidos de factores de transcripción comprende un dominio de 
gancho AT y un segundo dominio conservado, en orden de N terminal a C terminal, en el que el segundo 
dominio conservado comprende SEC ID Nº: 63 o SEC ID Nº: 64; y 55 
en el que la secuencia polinucleotídica está unida operativamente con un elemento regulador que controla la 
expresión de la secuencia polinucleotídica; 
(b) transformar una planta diana con el vector de expresión para producir la planta transformada; y 
(c) cultivar la planta transformada que comprende el vector de expresión. 

 60 
28. El método del párrafo 27, en el que el dominio de gancho AT y el segundo dominio conservado son al menos 
78 % y 62 % idénticos al dominio de gancho AT y el segundo dominio conservado de SEC ID Nº: 2, 
respectivamente. 
 
29. El método del párrafo 27, en el que el miembro del clado G1073 de polipéptidos de factores de transcripción 65 
comprende una secuencia polipeptídica seleccionada del grupo que consiste en SEC ID Nº: 4, 6, 8, 10, 12, 14, 
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16, 18, 26, 30, 38, 42, 67 y 69. 
 
30. El método del párrafo 27, comprendiendo las etapas del método además: 
 

(d) autopolinizar o cruzar la planta transformada consigo misma u otra planta, respectivamente, para producir 5 
semillas; y 
(e) cultivar una planta descendiente de la semilla; 

 
en el que la planta descendiente tiene mayor biomasa que la planta de control. 
 10 

LISTADO DE SECUENCIAS  
 

<110> Mendel Biotechnology, Inc. 
 
<120> Regulación Transcripcional de Biomasa Vegetal y Tolerancia a Estrés abiótico 15 
 
<130> AHB/FP6714109 
 
<140> 
<141> 17-09-2004 20 
 
<150> 60/565.948  
<151> 26-04-2004 
 
<150> 10/669.824  25 
<151> 23-09-2003 
 
<150> 10/870.198 
<151> 16-06-2004 
 30 
<150> PCT/US2004/030739  
<151> 17-09-2004 
 
<150> 04784569.8  
<151> 17-09-2004 35 
 
<160> 72 
 
<170> PatentIn versión 3.2 
 40 
<210> 1 
<211> 974 
<212> ADN 
<213> Arabidopsis thaliana 
 45 
<220> 
<223> G1073 
 
<400> 1 
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<210> 2  
<211> 270  
<212> PRT 5 
<213> Arabidopsis thaliana 
 
<220> 
<223> Polipéptido G1073  
 10 
<400>2 
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<210> 3  
<211> 1473  5 
<212> ADN 
<213> Arabidopsis thaliana 
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<220> 
<223> G1067  
 
<400> 3 
 5 

 
 

<210> 4  
<211> 311  
<212> PRT 10 
<213> Arabidopsis thaliana  
 
<220> 
<223> Polipéptido G1067 
 15 
<400> 4 
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<210> 5  
<211> 1383  
<212> ADN 5 
<213> Arabidopsis thaliana  
 
<220> 
<223> G2153  
 10 
<400> 5 
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<210> 6  
<211> 315  
<212> PRT 5 
<213> Arabidopsis thaliana  
 
<220> 
<223> Polipéptido G2153  
 10 
<400> 6 
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<210> 7  
<211> 1361  
<212> ADN 5 
<213> Arabidopsis thaliana  
 
<220> 
<223> G2156  
 10 
<400> 7 
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<210> 8 
<211> 302  
<212> PRT 5 
<213> Arabidopsis thaliana  
 
<220> 
<223> Polipéptido G2156  
 10 
<400> 8 
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ES 2 502 943 T3

 

99



 

 

 
 

<210> 9 
<211> 1160  
<212> ADN  5 
<213> Oryza sativa 
 
<220> 
<223> G3399  
 10 
<400> 9 
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<210> 10  
<211> 336  
<212> PRT  5 
<213> Oryza sativa 
 
<220> 
<223> Polipéptido G3399 
 10 
<400> 10 
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<210> 11  
<211> 987  
<212> ADN  5 
<213> Oryza sativa 
 
<220> 
<223> G3407 
 10 
<400> 11 
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<210> 12  
<211> 289  
<212> PRT  5 
<213> Oryza sativa 
 
<220> 
<223> Polipéptido G3407  
 10 
<400> 12 
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<210> 13  
<211> 869  
<212> ADN  5 
<213> Glycine max 
 
<220> 
<223> G3456  
 10 
<400> 13 
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<210> 14  
<211> 262  
<212> PRT  5 
<213> Glycine max 
 
<220> 
<223> Polipéptido G3456  
 10 
<400> 14 
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<210> 15  
<211> 1596  
<212> ADN  5 
<213> Glycine max 
 
<220> 
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<223> G3459  
 
<400> 15 
 

 5 
 

<210> 16  
<211> 295  
<212> PRT  
<213> Glycine max 10 
 
<220> 
<223> Polipéptido G3459  
 
<400> 16 15 
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<210> 17  
<211> 862  
<212> ADN 5 
<213> Glycine max 
 
<220> 
<223> G3460  
 10 
<400> 17 
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<210> 18  
<211> 276 
<212> PRT  5 
<213> Glycine max 
 
<220> 
<223> Polipéptido G3460  
 10 
<400> 18 
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<210> 19  
<211> 1064  
<212> ADN  
<213> Oryza sativa 
 5 
<220> 
<223> G3408  
 
<400> 19 
 10 

 
 

<210> 20  
<211> 334  
<212> PRT  15 
<213> Oryza sativa 
 
<220> 
<223> Polipéptido G3408  
 20 
<400> 20 
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ES 2 502 943 T3
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<210> 21 
<211> 902  
<212> ADN  5 
<213> Oryza sativa 
 
<220> 
<223> G3403  
 10 
<400> 21 
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<210> 22  
<211> 266  
<212> PRT  5 
<213> Oryza sativa 
 
<220> 
<223> Polipéptido G3403  
 10 
<400> 22 
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<210> 23  
<211> 1153  5 
<212> ADN  
<213> Glycine max 
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<220> 
<223> G3458  
 
<400> 23 5 
 

 
 

<210> 24  
<211> 270  10 
<212> PRT  
<213> Glycine max 
 
<220> 
<223> Polipéptido G3458  15 
 
<400> 24 
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<210> 25 
 <211> 918  
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<212> ADN  
<213> Oryza sativa 
 
<220> 
<223> G3406  5 
 
<400> 25 
 

 
 10 

<210> 26  
<211> 305  
<212> PRT  
<213> Oryza sativa 
 15 
<220> 
<223> Polipéptido G3406  
 
<400> 26 
 20 
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<210> 27  
<211> 1013  
<212> ADN  5 
<213> Oryza sativa 
 
<220> 
<223> G3405  
 10 
<400> 27 
 

 
 

<210> 28  15 
<211> 316  
<212> PRT  
<213> Oryza sativa 
 
<220> 20 
<223> Polipéptido G3405  
 
<400> 28 
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<210> 29  
<211> 1143  
<212> ADN  5 
<213> Oryza sativa 
 
<220> 
<223> G3400  
 10 
<400> 29 
 

 
 

<210> 30  15 
<211> 322 
<212> PRT  
<213> Oryza sativa 
 
<220> 20 
<223> Polipéptido G3400  
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<400> 30 
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<210> 31 
<211> 1152  
<212> ADN  5 
<213> Oryza sativa 
 
<220> 
<223> G3404 
 10 
<400> 31 
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<210> 32  
<211> 328  
<212> PRT  5 
<213> Oryza sativa 
 
<220> 
<223> Polipéptido G3404  
 10 
<400> 32 
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<210> 33  
<211> 987  
<212> ADN  5 
<213> Oryza sativa 
 
<220> 
<223> G3407  
 10 
<400> 33 
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<210> 34  
<211> 289  
<212> PRT  5 
<213> Oryza sativa 
 
<220> 
<223> Polipéptido G3407  
 10 
<400> 34 
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<210> 35 
<211> 1611  
<212> ADN  5 
<213> Glycine max 
 
<220> 
<223> G3462  
 10 
<400> 35 
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<210> 36  
<211> 302  
<212> PRT 5 
<213> Glycine max 
 
<220> 
<223> Polipéptido G3462  
 10 
<400> 36 
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<210> 37 
<211> 1003  
<212> ADN  5 
<213> Oryza sativa 
 
<220> 
<223> G3401  
 10 
<400> 37 
 

ES 2 502 943 T3

 

135



 

 

 
 

<210> 38  
<211> 235  
<212> PRT  5 
<213> Oryza sativa 
 
<220> 
<223> Polipéptido G3401  
 10 
<400> 38 
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<210> 39  
<211> 803  
<212> ADN  5 
<213> Oryza sativa 
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<220> 
<223> G3556  
 
<400> 39 
 5 

 
 

<210> 40  
<211> 258  
<212> PRT  10 
<213> Oryza sativa 
 
<220> 
<223> Polipéptido G3556  
 15 
<400> 40 
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<210> 41  
<211> 1116 
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<212> ADN 
<213> Arabidopsis thaliana  
 
<220> 
<223> G1069  5 
 
<400> 41 
 

 
 10 

<210> 42  
<211> 281  
<212> PRT 
<213> Arabidopsis thaliana  
 15 
<220> 
<223> Polipéptido G1069  
 
<400> 42 
 20 
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<210> 43  
<211> 1130  
<212> ADN 5 
<213> Arabidopsis thaliana  
 
<220> 
<223> G1945 
 10 
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<400> 43 
 

 
 

<210> 44  5 
<211> 276  
<212> PRT 
<213> Arabidopsis thaliana  
 
<220> 10 
<223> Polipéptido G1945 
 
<400> 44 
 

 15 
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<210> 45  
<211> 1050  
<212> ADN 5 
<213> Arabidopsis thaliana  
 
<220> 
<223> G2155  
 10 
<400> 45 
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<210> 46  
<211> 225  
<212> PRT 5 
<213> Arabidopsis thaliana  
 
<220> 
<223> Polipéptido G2155  
 10 
<400> 46 
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<210> 47  
<211> 1295 
<212> ADN 5 
<213> Arabidopsis thaliana 
 
<220> 
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<223> G1070  
 
<400> 47 
 

 5 
 

<210> 48 
<211> 324  
<212> PRT 
<213> Arabidopsis thaliana  10 
 
<220> 
<223> Polipéptido G1070  
 
<400> 48 15 
 

ES 2 502 943 T3

 

146



 

 

 

ES 2 502 943 T3

 

147



 

 

 
 

<210> 49  
<211> 1020  
<212> ADN 5 
<213> Arabidopsis thaliana  
 
<220> 
<223> G2657  
 10 
<400> 49 
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<210> 50  
<211> 339  
<212> PRT 5 
<213> Arabidopsis thaliana  
 
<220> 
<223> Polipéptido G2657  
 10 
<400> 50 
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<210> 51 
<211> 1084  
<212> ADN 5 
<213> Arabidopsis thaliana  
 
<220> 
<223> G1075  
 10 
<400> 51 
 

 

ES 2 502 943 T3
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<210> 52  
<211> 285  
<212> PRT 5 
<213> Arabidopsis thaliana  
 
<220> 
<223> Polipéptido G1075  
 10 
<400> 52 
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<210> 53  
<211> 1342  
<212> ADN 5 
<213> Arabidopsis thaliana  
 
<220> 
<223> G1076  
 10 
<400> 53 
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<210> 54  
<211> 292  
<212> PRT 5 
<213> Arabidopsis thaliana  
 
<220> 
<223> Polipéptido G1076  
 10 
<400> 54 
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<210> 55  
<211> 983  
<212> ADN 5 
<213> Arabidopsis thaliana 
 
<220>  
<223> G280 
 10 
<400> 55 
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<210> 56  
<211> 204  
<212> PRT 5 
<213> Arabidopsis thaliana  
 
<220> 
<223> Polipéptido G280  
 10 
<400> 56 
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<210> 57  
<211> 1964  
<212> ADN 5 
<213> Arabidopsis thaliana  
 
<220> 
<223> G1367  
 10 
<400> 57 
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<210> 58  
<211> 479  
<212> PRT 5 
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<213> Arabidopsis thaliana  
 
<220> 
<223> Polipéptido G1367  
 5 
<400> 58 
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<210> 59  
<211> 1878  
<212> ADN 5 
<213> Arabidopsis thaliana  
 
<220> 
<223> G2787  
 10 
<400> 59 
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<210> 60 
<211> 480  
<212> PRT 5 
<213> Arabidopsis thaliana  
 
<220> 
<223> Polipéptido G2787  
 10 
<400> 60 
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<210 > 61 
<211 > 1772  
<212> ADN 5 
<213> Arabidopsis thaliana  
 
<220> 
<223> G3045  
 10 
<400> 61 
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<210> 62  
<211> 189  
<212> PRT 5 
<213> Arabidopsis thaliana  
 
<220> 
<223> Polipéptido G3045  
 10 
<400> 62 
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<210> 63  
<211> 10  
<212> PRT 5 
<213> Arabidopsis thaliana  
 
<220> 
<221> misc_feature  
<222> (2) .. (6) 10 
<223> xaa puede ser cualquier aminoácido de origen natural 
 
<220> 
<221> misc_feature  
<222> (8) .. (9) 15 
<223> xaa puede ser cualquier aminoácido de origen natural 
 
<220> 
<223> Secuencia consenso del segundo dominio conservado  
 20 
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<400> 63 
 

 
 

<210> 64  5 
<211> 10  
<212> PRT 
<213> Arabidopsis thaliana  
 
<220> 10 
<221> misc_feature  
<222> (2) .. (6) 
<223> xaa puede ser cualquier aminoácido de origen natural 
 
<220> 15 
<221> misc_feature  
<222> (8) .. (9) 
<223> xaa puede ser cualquier aminoácido de origen natural 
 
<220> 20 
<223> Secuencia consenso del segundo dominio conservado  
 
<400> 64 
 

 25 
 

<210> 65  
<211> 1157  
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 30 
 
<220> 
<223> Secuencia artificial  
 
<220> 35 
<223> P21269  
 
<400> 65 
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<210> 66  
<211> 1040  
<212> ADN 5 
<213> Arabidopsis thaliana  
 
<220> 
<223> G2789  
 10 
<400> 66 
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<210> 67  
<211> 265  
<212> PRT 5 
<213> Arabidopsis thaliana  
 
<220> 
<223> Polipéptido G2789  
 10 
<400> 67 
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<210> 68 
<211> 938  
<212> ADN 
<213> Arabidopsis thaliana  
 5 
<220> 
<223> G1667  
 
<400> 68 
 10 

 
 

<210> 69  
<211> 253  
<212> PRT 15 
<213> Arabidopsis thaliana  
 
<220> 
<223> Polipéptido G1667  
 20 
<400> 69 
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<210> 70  
<211> 1496  
<212> ADN 5 
<213> Arabidopsis thaliana 
 
<220> 
<223> G2157  
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<400> 70 
 

 
 5 

<210>71  
<211> 310  
<212> PRT 
<213> Arabidopsis thaliana  
 10 
<220> 
<223> Polipéptido G2157 
 
<400> 71 
 15 
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<210> 72  
<211> 8  
<212> PRT 5 
<213> Arabidopsis thaliana  
 
<220> 
<221> misc_feature  
<222> (7)..(7) 10 
<223> xaa puede ser cualquier aminoácido de origen natural 
 
<220> 
<223> Secuencia consenso del dominio de gancho AT  
 15 
<400> 72 
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REIVINDICACIONES 
 

1. Una planta transgénica que tiene mayor tolerancia a un estrés abiótico que una planta de control, comprendiendo 
dicha planta transgénica un polinucleótido recombinante que codifica un polipéptido;  
en donde el polipéptido comprende un primer dominio que comprende SEC ID Nº: 72, y un segundo dominio que 5 
tiene al menos un 62 % de identidad de secuencia de aminoácidos con el segundo dominio conservado de SEC ID 
Nº: 2 como se expone en la Tabla 1 y el segundo dominio comprende SEC ID Nº: 63 o SEC ID Nº: 64; 
en donde la expresión del polipéptido en la planta transgénica está regulada por un promotor específico de raíz, un 
promotor específico de tejido de hoja, un promotor específico epidérmico o un promotor inducible por estrés, y la 
expresión del polipéptido en la planta transgénica confiere a la planta transgénica dicha mayor tolerancia al estrés 10 
abiótico;  
en donde dicha planta de control no comprende el polinucleótido recombinante; y dicha planta transgénica tiene 
menos anomalías del desarrollo indeseables o menos efectos morfológicos adversos que una segunda planta de 
control que expresa el polipéptido bajo el control regulador de un promotor constitutivo. 
 15 
2. Una planta transgénica de acuerdo con la reivindicación 1, en la que el promotor específico de raíz es ARSK1, el 
promotor específico de hoja es el promotor RBCS3, el promotor específico epidérmico es CUT1 y el promotor 
inducible por estrés es RD29A. 
 
3. Una planta transgénica de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, en la que el segundo dominio es al menos un 20 
71 % idéntico al segundo dominio conservado de SEC ID Nº: 2 como se expone en la Tabla 1. 
 
4. Una planta transgénica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que el polipéptido tiene 
al menos un 80 % de identidad de secuencia con SEC ID Nº: 2. 
 25 
5. Una planta transgénica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que la resistencia al 
estrés abiótico es al frío o al estrés osmótico tal como estrés por calor, desecación, sequía, congelación y alta 
salinidad. 
 
6. Una planta transgénica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que es una planta de cultivo 30 
tal como soja, tomate, alfalfa, trébol, zanahoria, apio, chirivía, repollo, rábano, colza, brócoli, melón, pepino, patata, 
tabaco, pimiento, mijo, arroz, maíz, trigo, sorgo, centeno o cebada. 
 
7. Un método para producir una planta transformada con mayor tolerancia a un estrés abiótico que una planta de 
control, comprendiendo el método: 35 
 

(a) proporcionar un vector de expresión que comprende una secuencia polinucleotídica que codifica un 
polipéptido en donde el polipéptido comprende un primer dominio que comprende SEC ID Nº: 72, y un segundo 
dominio que tiene al menos un 72 % de identidad de secuencia de aminoácidos con el segundo dominio 
conservado de SEC ID Nº: 2 como se expone en la Tabla 1 y el segundo dominio conservado comprende SEC 40 
ID Nº: 63 o SEC ID Nº: 64; 
en donde la expresión del polipéptido en la planta transgénica está regulada por un promotor específico de raíz, 
un promotor específico de tejido de hoja, un promotor específico de tejido epidérmico y un promotor inducible por 
estrés, y la expresión del polipéptido en la planta transgénica confiere a la planta transgénica dicha mayor 
tolerancia al estrés abiótico; 45 
(b) transformar una planta diana con el vector de expresión para producir la planta transformada; y 
(c) cultivar la planta transformada que comprende el vector de expresión, 

 
en donde dicha planta de control no comprende el polinucleótido recombinante; y dicha planta transgénica tiene 
menos anomalías del desarrollo indeseables o menos efectos morfológicos adversos que una segunda planta de 50 
control que expresa el polipéptido bajo el control regulador de un promotor constitutivo. 
 
8. Un método de acuerdo con la reivindicación 7, en la que el promotor específico de raíz es ARSK1, el promotor 
específico de tejido de hoja es el promotor RBCS3, el promotor específico epidérmico es CUT1 y el promotor 
inducible por estrés es RD29A. 55 
 
9. Un método de acuerdo con las reivindicaciones 7 u 8, en el que dicho polipéptido es como se ha definido en las 
reivindicaciones 3 o 4. 
 
10. Un método de acuerdo con las reivindicaciones 7, 8 o 9 en el que dicha planta es una planta de soja, tomate, 60 
alfalfa, trébol, zanahoria, apio, chirivía, repollo, rábano, colza, brócoli, melón, pepino, patata, tabaco, pimiento, mijo, 
arroz, maíz, trigo, sorgo, centeno o cebada. 
 
11. Una parte de planta de la planta transgénica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, o producida por el 
método de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, comprendiendo dicha parte de planta fruto, hoja, raíz o 65 
tejido vegetal, incluyendo tejido de suelo. 
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12. Una semilla de una planta transgénica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, o producida por el método 
de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, comprendiendo dicha semilla el polinucleótido recombinante como 
se ha definido en la reivindicación 1. 
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