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DESCRIPCIÓN

Métodos para alterar la reactividad de las paredes celulares vegetales

La presente invención se refiere a la modificación de la reactividad de las paredes celulares vegetales, incluyendo 
las paredes celulares de plantas secundarias, particularmente como se pueden encontrar en fibras naturales de 
plantas productoras de fibra. En particular, la presente invención se refiere a fibras de algodón con reactividad 5
alterada. La reactividad modificada se podría aplicar en métodos para la tinción de la pared celular que contiene 
material derivado de plantas tal como fibras naturales, utilizando colorantes reactivos con las fibras, para mejorar, p. 
ej., la solidez del color, o para disminuir los volúmenes de aguas residuales utilizadas durante el proceso de tinción.
La reactividad modificada se podría aplicar también para mejorar la reactividad de fibras naturales con reaccionantes 
tales como ignífugos, agua, aceite y repelentes de la suciedad, agentes antiarrugas, suavizantes, agentes 10
antiestáticos, agentes blanqueadores fluorescentes, etc.
La presente invención proporciona métodos para aumentar la eficiencia de la producción de oligómeros de N-
acetilglucosamina en las paredes celulares vegetales, con la ventaja adicional de que las plantas producidas por 
métodos de la invención no muestran un retraso en el crecimiento de las raíces.

Antecedentes de la técnica15

Las fibras naturales, que incluyen celulosa que contiene fibras naturales de plantas tales como algodón y lino, han 
sido utilizadas por la humanidad durante más de 5000 años. Sin embargo, fibras que contienen celulosa natural, no 
poseen la versatilidad química de las fibras sintéticas, debido a la naturaleza inerte relativa de la celulosa que 
consiste en monómeros de glucosa β-1-4-enlazados.

Esta naturaleza relativamente inerte es, p. ej., evidente durante el proceso de tinción de fibras y tejidos de algodón.20
Se utilizan varios tipos de colorantes para el algodón de color tales como colorantes directos y, sobre todo, 
colorantes reactivos con las fibras, que son ambos moléculas aniónicas. El propio algodón desarrolla una carga 
aniónica en agua, por lo que sin un tratamiento especial, la absorción de colorante por la fibra o el tejido es bastante 
elaborada.

Los colorantes directos crean un enlace hidrógeno relativamente débil con el polímero de celulosa formando una 25
unión semi-permanente. Los colorantes directos son más fáciles de utilizar y menos costosos que los tintes reactivos 
con fibras, pero no resisten bien el lavado. Colorantes reactivos con las fibras son moléculas que combinan 
cromóforos con un grupo reactivo que forma enlaces covalentes fuertes con la fibra a través de reacción con grupos 
hidroxilo. Los enlaces covalentes proporcionan una buena resistencia de la fibra teñida frente al lavado.

Durante el proceso de tinción, se necesitan grandes cantidades de electrolitos para proteger los colorantes aniónicos 30
de las cargas de fibra aniónicas. Colorantes hidrolizados sin tratar (hasta 40%) necesitan ser separados mediante
múltiples etapas de lavado, generando grandes volúmenes de aguas residuales, que también contienen los 
electrolitos antes mencionados.

La provisión de fibras de celulosa con una carga eléctrica positiva, p. ej., mediante la incorporación de compuestos 
químicos cargados positivamente, podría, por lo tanto, mejorar la capacidad de tinción de fibras de celulosa 35
naturales, así como mejorar cualquier reacción química de la fibra de celulosa modificada con compuestos químicos 
cargados negativamente. También haría posible el uso de colorantes de carácter ácido.

Varias publicaciones han descrito la incorporación en o el revestimiento de oligómeros de quitosano en fibras de 
celulosa para preparar mezclas de quitosano/celulosa, hilos o tejidos. El quitosano es un polímero de glucosamina
cargado positivamente, que se puede obtener por desacetilación de quitina, p. ej., mediante tratamientos alcalinos.40
La quitina en sí es un polímero de N-acetilglucosamina β-1-4 enlazado (GlcNAc).

La solicitud de patente US2003/0134120 describe el revestimiento de fibras naturales con quitosano.

Liu et al. (Carbohydrate Polymers 44 (2003) 233-238) describen un método para el revestimiento de fibras de 
algodón con quitosano, por oxidación del hilo de algodón con peryodato de potasio a 60°C en agua y subsiguiente
tratamiento con una disolución de quitosano en ácido acético acuoso. Con el revestimiento de quitosano, la 45
superficie de la fibra de algodón se volvió fisiológica y biológicamente activa. Puesto que la reactividad química del 
grupo amino es mayor que el grupo hidroxilo de monómeros de celulosa, la fibra tiene más potencial para una 
modificación química adicional. Además de ello, la superficie lisa de la fibra de algodón se volvió tosca, sugiriendo 
un mayor potencial para la absorción del fármaco y la liberación controlada del mismo.
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Sobre la base de la función fisiológica de quitosano en inhibir, p. ej., dermatofitos, mucha prendas, tejidos y fibras 
funcionales emplean fibras de mezcla de celulosa quitosano, conjugados de fibras de celulosa-quitosano y tejidos 
revestidos con resinas que contienen quitosano.

El documento WO 00/09729 describe la expresión de genes de quitina sintasa y quitina desacetilasa en vegetales 
para alterar la pared celular para usos industriales y una resistencia mejorada a enfermedades. Específicamente 5
usos citados son: proporcionar una única fuente vegetal de celulosa, quitina y quitosano, para aumentar la 
resistencia a la tracción y aumentar el chasquido quebradizo. Genes de quitina sintasa sugeridos específicamente se 
derivan de organismos fúngicos. No se proporcionan datos experimentales sobre la producción de quitina o 
quitosano en plantas, ni sobre la incorporación de los mismos en las paredes celulares vegetales.

El documento WO2006/136351 demostró que la estrategia tal como se propone en el documento WO00/09729 no 10
conduce a la incorporación funcional de quitina en la pared celular vegetal. En su lugar, el documento WO 
2006/136351 describe que la quitina se produce eficazmente en la pared celular secundaria de fibras de algodón 
sólo cuando la N-acetilglucosamina transferasa se reubica en el aparato de Golgi. Para la quitina sintasa fúngica de 
Neurospora crassa la reubicación en el aparato de Golgi se consigue mediante la fusión operable de esta quitina 
sintasa fúngica con una secuencia de anclaje de señal heteróloga específica para el aparato de Golgi, y expresando 15
el gen quimérico resultante en vegetales. Sin embargo, para el tipo NODC de N-acetil glucosamina transferasa, no 
se requiere la adición de una secuencia de anclaje señal para la localización de la proteína NodC en el aparato de 
Golgi ni para la incorporación de quito-oligosacáridos en la pared celular vegetal sin alimentación externa de 
GlcNAc. Aunque la quitina se podría producir de manera eficiente en las paredes celulares vegetales, también se 
observó que las plantas transgénicas que comprenden NODC tenían raíces más cortas en comparación con las 20
plantas de tipo salvaje.
Por lo tanto sigue existiendo una necesidad de métodos alternativos para producir paredes celulares vegetales tales 
como paredes celulares secundarias que comprenden polisacáridos cargados positivamente. En particular existe 
una necesidad de proporcionar métodos para producir plantas con oligosacáridos cargados positivamente en sus 
paredes celulares, pero sin retraso en el crecimiento de la raíz. Estos y otros problemas se resuelven como se 25
describe en lo que sigue en las diferentes realizaciones, ejemplos y reivindicaciones.

Sumario de la invención

En una realización, la invención proporciona un método para la producción de una célula vegetal, o una planta tal 
como una planta de algodón, que comprende oligosacáridos cargados positivamente en la pared celular, 
particularmente la pared celular secundaria de una célula vegetal, que comprende introducir un gen quimérico en la 30
célula vegetal, en que el gen quimérico comprende un promotor expresable en vegetales operativamente enlazado a 
una región que codifica el ADN para una N-acetilglucosamina transferasa de tipo NODC fusionada a una secuencia 
de anclaje señal de Golgi; y una región de terminación de la transcripción y de poliadenilación. En otra realización, 
se proporciona un método para la producción de una planta tal como una planta de algodón que comprende 
oligosacáridos cargados positivamente en la célula utilizando métodos de acuerdo con la invención, caracterizado 35
por que la longitud de la raíz de dicha planta es esencialmente la misma que la de una planta de tipo salvaje que no 
comprende el gen NODC.

La invención proporciona, además, un método para producir plantas que comprenden oligosacáridos cargados 
positivamente en la pared celular, que comprende, además, la etapa de desacetilar dichos oligosacáridos que 
consisten en monómeros de N-acetilglucosamina tratando la pared celular de dicha planta con una disolución 40
alcalina o por medio de la acción enzimática de quitina desacetilasas.

La invención también proporciona genes quiméricos que comprenden un promotor expresable en plantas; una región 
de ADN que codifica una proteína de nodulación C fusionada a una secuencia de anclaje señal para fijar como 
objetivo las membranas del aparato de Golgi; y una región de terminación de la transcripción y de poliadenilación, y 
células vegetales, plantas tales como algodón y fibras de algodón que comprenden un gen quimérico de este tipo.45
En otra realización, la invención proporciona plantas que consisten esencialmente en células vegetales que 
comprenden un gen quimérico que comprende un NODC fusionado a una secuencia de anclaje señal de Golgi, 
caracterizadas por que la longitud de la raíz de dicha planta es esencialmente la misma que la de una planta de tipo 
salvaje que no comprende NODC.

La invención proporciona además células vegetales, plantas tales como plantas de algodón, que comprenden el gen 50
quimérico que comprende NODC fusionado a una secuencia de anclaje señal de Golgi.
También se describen paredes celulares vegetales, que comprenden una cantidad incrementada de oligosacáridos, 
que pueden ser oligosacáridos cargados positivamente tales como oligo-N acetilglucosaminas, con un grado de 
polimerización de 2 a 10 o 2 a 9 o 2 a 8 o 2 a 7 o 2 a 6 o 2 a 5 o 3 a 5. Paredes celulares vegetales de este tipo 
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pueden obtenerse por los métodos de la invención. Estas paredes celulares vegetales se pueden someter a 
modificación química adicional.

Específicamente, las fibras de algodón comprenden una cantidad incrementada de los oligosacáridos cargados 
positivamente aquí mencionados e hilos, materiales textiles que comprenden tales fibras de algodón. Las fibras de 
algodón se pueden utilizar como tales o pueden haber sido sometidas a modificación química adicional, incluyendo 5
la tinción. Estas fibras de algodón pueden ser reconocidas, p. ej., a través de la detección de NODC que comprende 
genes quiméricos, a través de su unión incrementada de colorantes aniónicos, incluyendo Rojo Congo, a través de 
su unión incrementada de aglutinina de germen de trigo o a través de su reactividad incrementada con colorantes 
reactivos con aminas, cuando se compara con fibras de algodón obtenidas a partir de plantas de algodón de una
línea isogénica que no contiene un gen quimérico NODC operativamente enlazado a una secuencia de anclaje señal 10
de Golgi tal como se describe en esta memoria. La presencia y/o la cantidad de oligosacáridos en las fibras de 
algodón también se puede determinar directamente a través de, p. ej., cromatografía en capa fina de alta resolución 
(HPTLC) o cromatografía líquida de alta resolución y espectrometría de masas (HPLC-MS).

En otra realización, la invención se dirige al uso de una región de ADN que codifica una N-acetilglucosamina 
transferasa capaz de ser dirigida al aparato de Golgi de una célula vegetal para aumentar la cantidad de 15
oligosacáridos cargados positivamente en la pared celular de una célula vegetal o para aumentar la reactividad de 
las paredes celulares vegetales para modificaciones químicas de tales paredes celulares vegetales.

La invención también proporciona genes quiméricos que comprenden las regiones de ADN siguientes,
operativamente enlazadas: un promotor expresable en plantas; una región de ADN que codifica una N-
acetilglucosamina transferasa de tipo NODC fusionada a una secuencia de anclaje señal de Golgi; y una región de 20
terminación de la transcripción y de poliadenilación, y el uso de estos genes quiméricos para aumentar la cantidad 
de oligosacáridos cargados positivamente en la pared celular vegetal y para producir fibras de algodón, hilos y 
tejidos con reactividad mejorada tales como capacidad de tinción.

Breve descripción de las figuras

Figura 1: Alineamiento de la secuencia de aminoácidos de diferentes proteínas NODC. Los residuos de 25
aminoácidos conservados en todas las proteínas se indican en negrita. ROT_NODC_RHILP: proteína NODC de 
Rhizobium leguminosarum (biovar phaseoli); ROT_NODC_BRAJA: proteína NODC de Bradyrhizobium japonicum; 
proteína ROT_NODC_RHIS3 NODC de Rhizobium sp. (cepa N33); ROT_NODC_RHISN: proteína NODC de 
Rhizobium sp; ROT_NODC_RHILV: proteína NODC de Rhizobium leguminosarum (biovar viciae) y ROT_NODC-
AZOCA: proteína NODC de Azorhizobium caulinodans.30

Figura 2: Alineamiento de la secuencia de aminoácidos de diferentes proteínas NODC. Los residuos de 
aminoácidos conservados en todas las proteínas se indican en negrita. ROT_NODC_BRAJA: proteína NODC de 
Bradyrhizobium japonicum; proteína ROT_NODC_RHIS3 NODC de Rhizobium sp. (cepa N33); ROT_NODC_RHISN: 
proteína NODC de Rhizobium sp; ROT_NODC_RHILV: proteína NODC de Rhizobium leguminosarum (biovar viciae) 
y ROT_NODC_AZOCA: proteína NODC de Azorhizobium caulinodans.35

Figura 3: Longitud de raíz de tipo salvaje (col) y plantas transgénicas de Arabidopsis transformadas con pTJN6 y 
pTGK42. A: comparación entre plantas de tipo salvaje y plantas transformadas con pTJN6 y con dos líneas que 
contienen pTGK42. Barras negras: tipo salvaje; barras controladas: pTJN6-23; barras sombreadas: pTGK42-10; 
barras con franjas verticales: pTGK42-28. B: comparación entre plantas de tipo salvaje y diferentes líneas 
transgénicas que contienen pTJN6. Barras negras: tipo salvaje; barras controladas: pTJN6-4; barras sombreadas: 40
TJN6-14; barras con franjas verticales: pTJN6-23; barras con franjas horizontales: pTJN6-26.

Figura 4: Presencia de mono-, di-, tri-, tetra- y pentámeros de GlcNAc en plantas de Arabidopsis transformadas con 
pTJN6. Los valores enmarcados en círculos representan los valores para los oligómeros de GlcNAc; el número de 
hexágonos por encima de estos valores representa el grado de polimerización de estos oligómeros. Los gráficos se 
muestran en pares, de los cuales el gráfico superior es de tipo salvaje, y el gráfico inferior es el transformante que 45
contiene pTJN6.

Descripción detallada de diferentes realizaciones de la invención

La presente invención se basa en el hallazgo de que, tras la expresión en células vegetales, la fusión de una 
secuencia de anclaje señal de Golgi heteróloga a una N-acetilglucosamina transferasa del tipo NODC 
inesperadamente incrementó la incorporación de oligómeros específicos N-acetilglucosamina en las paredes 50
celulares vegetales hasta 65 veces cuando se compara con las paredes celulares de plantas que expresan un N-
acetilglucosamina transferasa del tipo NODC no fusionada a una secuencia de anclaje señal de Golgi. La síntesis de 
los oligómeros de GlcNAc no requería la adición externa de GlcNAc al medio de crecimiento.
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Al mismo tiempo, mientras que la expresión de los NODC en las plantas afectó negativamente a la longitud de la 
raíz, la fusión de la secuencia de anclaje señal de Golgi heteróloga para NODC restauró la longitud de la raíz al nivel 
de tipo salvaje.

Así, en una primera forma de realización de la invención, se proporciona un método para la producción de 
oligosacáridos cargados positivamente en la pared celular vegetal, particularmente la pared celular secundaria, en 5
donde el método comprende la etapa de introducir un gen quimérico en la célula vegetal, y el gen quimérico 
comprende los siguientes fragmentos de ADN enlazados operativamente:
- un promotor expresable en plantas;
- una región de ADN que codifica una N-acetilglucosamina transferasa del tipo NODC fusionada a una 

secuencia de anclaje señal para fijar como objetivo las membranas del aparato de Golgi; y 10
- una región de terminación de la transcripción y de poliadenilación.

En otra realización, se proporciona un método para la producción de una planta que comprende oligosacáridos 
cargados positivamente en la pared celular, particularmente la pared celular secundaria, en donde el método 
comprende las etapas de
○ introducir un gen quimérico en la célula vegetal, comprendiendo el gen quimérico los siguientes fragmentos 15

de ADN enlazados operativamente:
■ un promotor expresable en plantas;
■ una región de ADN que codifica una N-acetilglucosamina transferasa del tipo NODC 

fusionada a una secuencia de anclaje señal para fijar como objetivo las membranas del 
aparato de Golgi; y20

■ una región de terminación de la transcripción y de poliadenilación;

○ regeneración de dicha célula vegetal en una planta.

Adecuado para el método de la invención es que la proteína de nodulación C se expresa en dicha célula vegetal. La 
proteína de nodulación C puede expresarse en todas las células de dicha planta. Alternativamente, la proteína de 
nodulación C puede expresarse en tejidos específicos de dicha planta sólo, pero no en otras, tales como las raíces u25
hojas de algodón.

Proteínas nodulación y sus genes codificantes están involucrados en la síntesis de las señales de lipo-quito-
oligosacáridos o quito-oligómeros acetilados (factores Nod) que conducen a la formación de nódulos típicos de la 
simbiosis entre Rhizobiaceae y plantas leguminosas.

Los productos génicos nod más cruciales, requeridos para la síntesis de estos lipo-quito-oligosacáridos son NODA, 30
NODB y NODC. En ausencia de otros productos génicos nod que pueden formar una señal de núcleo que consiste 
en oligómeros de cuatro o cinco residuos de N-acetilglucosamina que portan un grupo acilo enlazado a N. La función 
de cada una de las tres proteínas en la síntesis de los factores de nodulación es bien conocida: NODC es una N-
acetilglucosaminil transferasa que produce la cadena de quito-oligosacárido; el grupo N-acetilo del residuo no 
reductor de N-acetilglucosamina de la cadena de quito-oligosacárido se separa por NODB, que actúa como una35
quitina oligosacárido desacetilasa; NODA está implicado en la unión de la cadena de acilo al grupo amino libre 
generado por la acción de NODB. Otros factores Nod, codificados por otros genes nod, proporcionan cualquiera de 
los grupos químicos decorativos discriminando los diferentes factores de nodulación. Para los fines de la presente 
invención, sólo las proteínas NODC y genes codificantes son de relevancia.
La proteína de nodulación C ("proteína NODC") es una proteína bien caracterizada (para una revisión, véase Kamst 40
y Spaink, 1999, Trends in Glycoscience and Glycotechnology, 11, págs. 187-199). Pertenece a una familia de 
proteínas β-polisacárido sintasa que están involucradas en la síntesis de polisacáridos lineales que contienen 
residuos de monosacáridos β-enlazados. Las enzimas que están estructuralmente más estrechamente relacionadas 
con NODC son transferasas implicadas en la síntesis de la quitina (N-acetilglucosaminas β-1-4-enlazadas); celulosa 
(el polímero de residuos de glucosa β-1-4-enlazadas); ácido hialurónico (un co-polímero de N-acetilglucosamina y 45
ácido glucurónico) y oligosacáridos de quitina producidos durante el desarrollo temprano de embriones de peces
cebra. Se pueden reconocer seis regiones cortas conservadas entre estas proteínas. Para las proteínas NODC, 
estas secuencias cortas corresponden a:

1) un residuo K en la posición 23 de la SEQ ID NO 1 (NODC de Azorhizobium caulinodans)
2) la secuencia DDG en la posición 86-88 de SEQ ID NO 150
3) la secuencia VDSDT en la posición 137-141 de la SEQ ID NO 1
4) la secuencia GPCAMYR en la posición 207-213 de la SEQ ID NO 1
5) la secuencia GEDRHL en la posición 237-242 de SEQ ID NO 1; y
6) la secuencia QQLRW en la posición 274-278 de la SEQ ID NO 1
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Sin embargo, es importante reconocer que pueden existir algunas proteínas NODC o variantes de las mismas en las 
que una o más de las secuencias de consenso mencionadas anteriormente no están absolutamente conservadas.

Proteínas NODC también se caracterizan frecuentemente por tramos hidrófobos de residuos aminoácidos que 
representan dominios de transmembrana (Barney et al., 1996, Molecular Microbiology 19, págs. 443-453). El 
dominio hidrofóbico N-terminal se extiende por la membrana bacteriana en una orientación Nout-Cin, siendo expuesto 5
el dominio hidrofílico grande adyacente al citoplasma bacteriano. Esta orientación parece depender de la presencia 
de la o las regiones hidrofóbicas cerca del extremo C, que contiene potencialmente tres vanos de membrana, de 
manera que el extremo C de NODC se encuentra normalmente en el periplasma bacteriano.

El gran bucle hidrofílico de NODC también tiene otra similitud estructural con regiones similares en las otras β-
glucosil transferasas. Esta región se ha propuesto que se compone de un dominio A (que se extiende desde 10
aproximadamente el residuo 45 a 140 en la secuencia de SEQ ID NO 4) que consiste en láminas β y hélices α 
alternantes, y de un dominio B (correspondiente a los residuos 215-280 de SEQ ID NO 4) que se cree que es la
responsable de la capacidad de procesamiento de NODC. En el dominio A, se conservan dos residuos aspartato 
(residuos 88 y 139 de SEQ ID NO. 4); en el dominio B también se conservan un residuo aspartato y el motivo 
QXXRW (residuos 240 y 276-280 de SEQ ID NO 4) y se piensa que son cruciales para la actividad catalítica.15

Cuando se comparan entre sí diferentes proteínas NODC, se revelan las secuencias de aminoácidos que están más 
conservadas. La Figura 1 representa un alineamiento de diferentes proteínas NODC de SEQ ID NO 1, 2, 8, 4, 7, 5 e 
indica un número de residuos conservados entre las diferentes proteínas NODC, incluyendo (en orden):
- la secuencia PXVDVIXPXXNE
- la secuencia VDDGSXN20
- la secuencia GDXXLDVDSDTXXXXDV
- la secuencia GXXMGQ
- la secuencia DMEYWLACNEERXXQXRFGXVMXCXGXCXMYR
- la secuencia FRTXYXPXAXAXTXVP
- la secuencia YLXQQLRWARSTXRXTXL25
- la secuencia QNXGXXLL
- la secuencia RFXFXXXHXXXNXXXLXPLKXYALXT

La Figura 2 representa un alineamiento de un subconjunto de diferentes proteínas NODC, que muestra los residuos 
aún más conservados tales como:
- la secuencia WLTRLIDMEYWLACNEERXXQXRFGXVMCCCGPCAMYRRS30
- la secuencia LLXXYEXQXFXGXPSXFGEDRHLTILMLXAGFRTXYVPXAXAXTXVP
- la secuencia YLRQQLRWARSTXRDTXLA

La longitud de la cadena principal de oligosacáridos en lipo-quitina-oligosacáridos producidos por diferentes 
Rhizobiaceae varía entre dos y seis residuos. Se ha demostrado que la proteína de nodulación NODC es un 
determinante importante de la longitud de cadena de quitina-oligosacáridos en la síntesis de la cadena de quito-35
oligosacárido (Kamst et al., 1997, Journal of Bacteriology 179, págs. 2103-2108).

Regiones codificantes que codifican una N-acetilglucosamina transferasa del tipo NODC se pueden obtener 
directamente a partir de bacterias pertenecientes a los géneros Rhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, 
Mesorhizobium, Ralstonia, Cupriavidus, Streptomyces, Burkholderia, Sinorhizobium, Desulfobacterium, Dokdonia, 
Methylobacterium, Phyllobacterium o Psychroflexus. Sin embargo, resultará inmediatamente claro que tales regiones 40
codificantes también se pueden hacer de manera sintética, incluso con un uso de codones adaptado a la planta, 
particularmente la planta de producción de fibra en la que se introduce el gen quimérico que sobre-expresa la 
proteína de tipo NODC.

Diferentes secuencias de proteínas NODC están disponibles de bases de datos tales como las secuencias de 
proteínas identificadas por los siguientes números de acceso: 1615305C, 1615305D, 1615305E, AAA26226, 45
AAA63602, AAB16897, AAB24745, AAB34509, AAB47353, AAB51164, AAB71694, AAB91695, AAB95329, 
AAC80567, AAD11313 , AAD11315, AAD11317, AAD11319, AAD11321, AAD11323, AAD11325, AAD11327, 
AAD11329, AAD11331, AAD11333, AAD11335, AAD11337, AAD11339, AAD11341, AAD11343, AAD11345, 
AAD11347, AAD11349, AAD11351, AAD11353, AAD11355, AAD11357, AAD11359, AAD11361, AAD11363 , 
AAD11365, AAD11367, AAD11369, AAD11371, AAD11373, AAD11375, AAD11377, AAD11379, AAD11381, 50
AAD11383, AAD11385, AAD11387, AAD11389, AAD11391, AAD11393, AAD11395, AAD11397, AAD11399, 
AAD11401, AAD11403, AAD11405, AAG60998, AAK00157, AAK39956, AAK39957 , AAK39958, AAK39959, 
AAK39960, AAK39961, AAK39962, AAK39963, AAK39964, AAK39965, AAK39966, AAK39967, AAK50872, 
AAK65131, AAL88670, AAN62903, AAS91748, AAU11338, AAU11339, AAU11340, AAU11341, AAU11342, 
AAU11343, AAU11344, AAU11345, AAU11346, AAU11347 , AAU11348, AAU11349, AAU11350, AAU11351, 55
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AAU11352, AAU11353, AAU11354, AAU11355, AAU11356, AAU11357, AAU11358, AAU11359, AAU11360, 
AAU11361, AAU11362, AAU11363, AAU11364, AAU11365, AAX30049, AAX30050, AAY44091, AAY44092, 
AAY44093, AAY89044, AAZ81541 , ABC40958, ABC67303, ABD39006, ABD39007, ABD39008, ABD39009, 
ABD39010, ABD3901 1, ABD39012, ABD39013, ABD39014, ABD39015, ABD39016, ABD39017, ABD39018, 
ABD39019, ABD39020, ABD39021, ABD39022, ABD39023, ABD39024, ABD39025, ABD39026, ABD39027, 5
ABD39028, ABD39029, ABD39030, ABD39031, ABD39032, ABD39033, ABD39034, ABD39035, ABD39036, 
ABD39037, ABD39038, ABD67413, ABD67416, ABD67419, ABD67422, ABD67425, ABD67428, ABD67431,
ABD67434, ABD73319, ABD73320, ABD73321, ABD73322, ABD73323, ABD73324, ABD73325, ABD73326, 
ABD73327, ABD73328, ABD73329, ABD73330, ABD94161, ABD94162, ABD94163, ABD94164, ABD94165, 
ABF93198, ABF93199, ABF93200, ABF93201, ABF93202, ABM69186, ABM69187, ABM69188, ABM69189, 10
ABM69190, ABN09217, ABN09218, ABN09219, ABN11 177, ABN1 1 178, ABN11179, ABP93834, ABS85176, 
ABS85177, ABS85178, ABS85179, ABS85180, ABS85181, ABS85182, ABU69044, ABU69045, ABU69046, 
ABU69047, ABU69048, ABU69049, ABU69050, ABU69051, ABU69052, ABU69053, ABU69054, ABU69055, 
ABU69056, ABU69057, ABU69058, ABU69059, ABU69060, ABU69061, ABU89879, ABV25689, ABV25690,
ABV25691, ABV25692, ABV25693, ABV25694, ABW96196, ABW96197, ABW96198, ABW96199, ABW96200, 15
ABW96201, ABW96202, ABW96203, ABW96204, ABW96205, ABW96206, ABW96207, ABW96208, ABW96209, 
ABW96210, ABW96211, ABY59633, ABY59634, ABY59635, ABY59636, ABY59637, ACA80309, ACA80310, 
ACA80311, ACA80312, ACA80313, ACC77565, ACD39337, ACD39338, ACD39339, ACD39340, ACD39341, 
ACD39342, ACD39343, ACD39344, ACD39345, ACD39346, ACD39347, ACD62595, ACD63093, ACD63094, 
ACD63095, ACD63096, ACD63097, ACD63098, ACD63099, ACD63100, ACD63101, ACD63102, ACD63103, 20
ACD63104, ACF19762, ACF 19763, 19764 ACF, ACF 19765, 19766 ACF, ACF 19767, 19768 ACF, ACF 19769,
ACF19770, ACH91221, ACH91222, ACH91223, ACH91224, ACH91225, ACH91226, ACH91227, ACH91228, 
ACH91229, ACH91230, ACH91231, ACH91232, ACH91233, ACH91242, ACH91243, ACH91244, ACH91245, 
ACH91246, ACH91247, ACH91248, ACH91249, ACI47333, ACI47334, ACI47335, ACI47336, ACI47337, ACI47338,
ACI47339, ACI47340, ACI47341, ACI47342, ACI47343, ACI47344, ACI47345, ACL12058, ACL12059, ACL50517, 25
ACL50518, ACL50519, ACL50520, ACL50521, ACL50522, ACL50523, ACM69382, ACM79634, ACM79635, 
ACM79636, ACM79637, ACM79638, ACM79639, ACM79640, ACM79641, ACM79642, ACM79643, ACM79644,
ACM79645, ACM79646, ACN17701, ACN69201, ACN69202, ACN69203, ACN69204, ACN69205, ACN69206, 
ACN69207, ACN69208, ACN69209, ACN69210, ACN69211, ACN69212, ACN69213, AC058664, AC058665, 
AC058666, AC058667, AC058668, AC058669, ACO58670, AC058671, AC058672, AC058673, AC058674, 30
AC058675, ACP40990, ACS35430, ACS35434, ACT34091, ACT34094, ACT34097, ACT34100, ACT34101, 
ACT34104, ACT34107, ACT34110, ACT34113, ACT34116, ACT34119, ACT34122, ACT34125, ACT34128, 
ACT34131, ACT34134, ACT34137, ACT34140, ACT34143, ACV52950, ACV52951, ACV52952, ACV52953, 
ACV52954, ACV52955, ACX47326, ACX47327, ACX47328, ACX47329, ACX47330, ACX47331, ACX47332, 
ACX47333, ACX47334, ACY02884, ACY78518, ACZ52692, ACZ52693, ACZ52694, ACZ52695, ACZ52696, 35
ACZ52697, ADD20957, ADD20958, ADD20959, ADD20960, ADD20961, ADD20962, ADD20963, ADD20964, 
ADD20965, ADD20966, ADD20967, ADD20968, ADD20969, ADD20970, ADD20971, ADG63645, ADG63646, 
ADG63647, ADG63648, ADG63649, ADG63650, ADG63651, ADG63652, ADJ18191, ADJ18192, BAA06082, 
BAA06083, BAA06084, BAA06085, BAA06086, BAA06087, BAA06088, BAA06089, BAA06090, BAA24092, 
BAB52500, C26813, CAA25810, CAA25811, CAA25814, CAA26310, CAA26311, CAA51773, CAA51774, 40
CAA608779, CAA67139, CAB56055, CAC42489, CAD29949, CAD29950, CAD29951, CAD29952, CAD29953, 
CAD29954, CAD29955, CAD29956, CAD29957, CAD31533, CAD43933, CAD90257, CAD90583, CAD90584, 
CAD90585, CAD90586, CAD90587, CAD90588, CAH04369, CAN84684, CAP64017, EAQ38847, EAS72439, 
NP_106714, NP_435719, NP_443883, P04340, P04341, P04677, P04678, P04679, P06234, P06235, P17862, 
P24151, P26024, P50357, P53417, P72334, Q07755, Q53513, YP 001.796.208, YP 002605865, ZP_01050448 o 45
ZP_01252.570.

Otras entradas en las bases de datos UNIPROT referentes a las proteínas NODC de longitud completa se resumen 
en la siguiente tabla.

Tabla: Proteínas NODC de longitud completa

UniProt/UniParc ID Accesos UniProt Nombre de la especie Longitud

NODC_BRAJA P26024 Bradyrhizobium japonicum 485

NODC_AZOCA Q07755 Azorhizobium caulinodans 395

Q6PTX8_9RHIZ Q6PTX8 Rhizobium sp. SIN-1 408

Q70YC2_9BURK Q70YC2 Cupriavidus taiwanensis 450

Q6EX51_SINSB Q6EX51 Sinorhizobium sp. 452

NODC_RHIS3 P72334 Rhizobium sp. 450
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UniProt/UniParc ID Accesos UniProt Nombre de la especie Longitud

NODC_RHILP P24151 Rhizobium leguminosarum 428

Q8GNH5_RHIME Q8GNH5 Rhizobium meliloti 421

Q53254_RHITR Q53254 Rhizobium tropici 452

Q9AQ23_BRASW Q9AQ23 Bradyrhizobium sp. 452

NODC_RHISN P50357 Rhizobium sp. 413

Q8KLG3_RHIET Q8KLG3 Rhizobium etli 443

Q9RAN5_MESS7 Q9RAN5 Mesorhizobium sp. 416

Q9Z3I6_BRASS Q9Z3I6 Bradyrhizobium sp. 481

NODC_RHILO P17862 Rhizobium loti 424

Q8KJI5_RHILO Q8KJI5 Rhizobium loti 424

NODC_RHIGA P50356 Rhizobium galegae 433

NODC_RHIME P04341 Rhizobium meliloti 426

Q9R614_RHIME Q9R614 Rhizobium meliloti 424

O52478_RHIME O52478 Rhizobium meliloti 402

Q52971_RHIME Q52971 Rhizobium meliloti 402

NODC_RHILV P04340 Rhizobium leguminosarum 424

Sin embargo, resultará claro que las variantes de las proteínas NODC, en donde se han eliminado, sustituido o 
insertado uno o más residuos aminoácidos, que pueden deducirse de las secuencias de aminoácidos mencionadas 
anteriormente, también se pueden utilizar para el mismo efecto en los métodos de acuerdo con la invención, con la 
condición de que no se haya cambiado la actividad enzimática. Estas proteínas NODC variantes pueden tener 5
aproximadamente un 95% de identidad de la secuencia con una cualquiera de las proteínas NODC mencionadas en 
esta memoria. Un método para determinar la actividad enzimática de las proteínas NODC in vitro ha sido descrito,
por ejemplo, por Kamst et al., 1997 Journal of Bacteriology, 179, págs. 2103-2108.

Por lo tanto, tal como se utiliza en esta memoria, una "N-acetilglucosamina transferasa que es del tipo NODC" es 
una N-acetilglucosamina transferasa que cataliza la transferencia del resto GlcNAc de UDP-GlcNAc a un quitina 10
oligosacárido naciente. Preferiblemente, la proteína contiene las regiones conservadas que se pueden encontrar 
mediante comparando las diferentes proteínas NODC.

Adecuado para los métodos de la invención son las proteínas listadas en SEQ ID NO 1 a SEQ ID NO 9, en particular 
la proteína listada en SEQ ID NO 1, y los fragmentos de ADN que codifican una proteína de este tipo.

NODC debe estar equipada con secuencias de anclaje señal heterólogas que fijan como objetivo la NODC a las 15
membranas del aparato de Golgi. Tales secuencias son conocidas en la técnica, incluyendo las secuencias dentro 
de y junto al segmento de transmembrana de α-2,6-sialiltransferasa (particularmente los primeros 44 ó 52 
aminoácidos de los mismos; Munro et al 1991, EMBO Journal, 10: 3577-3588); la secuencia de anclaje señal 
procedente de galactosiltransferasa humana (particularmente los primeros 60 aminoácidos de la misma) o la 
secuencia de anclaje señal procedente del homólogo de Arabidopsis del receptor HDEL de levadura (AtERD2) 20
(Saint-Jore et al, 2002, The Plant Journal, 29: 661-678), la secuencia de anclaje señal de la proteína β1,2-
xilosiltransferasa (especialmente los primeros 36 aminoácidos de los mismos; Pagny et al, 2003, The Plant Journal 
33: 189-203), las secuencias de anclaje señal de N-acetil-glucosaminil transferasa I (particularmente los primeros 77 
aminoácidos de la misma; Essl et al 1999; FEBS Lett 453:169-173) o un fragmento de 20 aminoácidos de la proteína 
lisosomal humana LAMP1 (Brandizzi et al, 2002, Plant. Cell 14: 1077-1092). Otras señales que fijan como objetivo 25
Golgi a ser empleadas mediante fusión en el extremo C de la N-acetilglucosamina transferasa incluyen la secuencia 
de aminoácidos "YYHDL" como se puede encontrar en proteínas de Arabidopsis DAGAT1, o "LKLEI" como se puede 
encontrar en Arabidopsis DAGAT2. La fusión de secuencias de anclaje señal de Golgi de este tipo a NODC 
mediante el enlace de fragmentos de ADN que codifican los respectivos polipéptidos puede conseguirse utilizando 
técnicas estándares de ADN recombinante.30
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Una secuencia de anclaje señal heteróloga, tal como se utiliza en esta memoria, significa una secuencia de anclaje 
señal que no es, naturalmente, parte de la proteína a la que se fusiona. La secuencia de anclaje señal heteróloga,
por lo tanto, se puede derivar de otra proteína de la misma especie, o puede derivarse de una proteína de otra
especie.

Los genes quiméricos de acuerdo con la invención comprenden un promotor expresable en plantas. Tal como se 5
utiliza en esta memoria, el término "promotor" se refiere a cualquier ADN que es reconocido y unido (directa o 
indirectamente) mediante una ARN polimerasa dependiente de ADN durante la iniciación de la transcripción. Un 
promotor incluye el sitio de inicio de la transcripción, y sitios de unión para factores de inicio de la transcripción y 
ARN polimerasa, y puede comprender diversos otros sitios (p. ej., potenciadores), a los que se pueden unir las 
proteínas reguladoras de la expresión génica.10

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresión "promotor expresable en plantas" significa una secuencia de ADN 
que es capaz de controlar (iniciar) la transcripción en una célula vegetal. Esto incluye cualquier promotor de origen 
vegetal, pero también cualquier promotor de origen no vegetal que sea capaz de dirigir la transcripción en una célula 
vegetal, es decir, determinados promotores de origen viral o bacteriano tales como los promotores CaMV35S, el 
promotor del virus del trébol subterráneo Nº 4 o Nº 7, promotores de genes de T-ADN tales como Pmas, Pnos, Ptr1, 15
Ptr2, virus del mosaico de la vena de la mandioca y similares.

na terminación de la transcripción y región de poliadenilación, tal como se utiliza en esta memoria, es una secuencia 
que impulsa la escisión del ARN naciente, tras lo cual se añade una cola poli (A) al extremo ARN 3' resultante.
Señales de terminación de la transcripción y de poliadenilación funcionales en plantas incluyen, pero no se limitan a, 
3'nos, 3'35S, 3'his y 3'g7.20

Un promotor expresable en plantas que controla el inicio y el mantenimiento de la transcripción preferiblemente en 
las células de fibra es un promotor que impulsa la transcripción de la región de ADN unido operativamente a un nivel 
más alto en las células de fibras y las células de la epidermis subyacentes que en otras células o tejidos de la planta.
Promotores de este tipo incluyen el promotor de algodón de un gen de β-tubulina específico para la fibra (tal como 
se describe en el documento WO0210377), el promotor de algodón de un gen actina específico para la fibra (tal 25
como se describe en el documento WO0210413), el promotor de un gen de proteína de transferencia de lípidos 
específico para la fibra de algodón (tal como se describe en el documento US5792933), el promotor de la envuelta 
de la semilla y la proteasa específica para la fibra de algodón (Hou et al., 2008, Chinese Science Bulletin 53, págs. 
2639- 2645), el promotor del gen R2R3 MYB específica para la fibra de algodón (Pu et al., 2008, Genetics 180, págs.
811-820), un promotor de un gen de expansina de algodón (documento WO9830698), un promotor de un gen de 30
quitinasa en algodón (documento US2003106097), el promotor de CesA1 (documento US6271443 ), o los 
promotores de los genes específicos para fibras descritos en el documento US6259003 o US6166294 o 
WO96040924.

Oligosacáridos cargados positivamente de acuerdo con la invención puede consistir en oligómeros de N-
acetilglucosamina tales como oligómeros de N-acetilglucosamina β1-4-enlazadas. Dichos oligosacáridos pueden 35
comprender 2 a 10 o 2 a 9 o de 2 a 8 o 2 a 7 o 2 a 6 o 2 a 5 o 3 a 5 monómeros de N-acetilglucosamina.

Grado de polimerización, tal como se utiliza en esta memoria, es el número de monómeros presentes en un 
oligómero o en un polímero. El grado de polimerización de un oligómero de N-acetilglucosamina es el número de 
monómeros de N-acetilglucosamina presente en dicho oligómero.

En otra realización, la invención proporciona un método para producir plantas que comprenden oligosacáridos 40
cargados positivamente en la pared celular utilizando métodos de acuerdo con la invención, caracterizado por que 
dichas plantas tienen una longitud de la raíz que es esencialmente la misma que el de las plantas no comprenden un 
gen NODC.

La longitud de la raíz es esencialmente la misma cuando tiene una longitud de al menos 70%, u 80% o 90%, o 95%, 
o entre 70% y 120%, o entre 80% y 120%, o entre 80% y 110%, o entre 90% y 110%, o entre 95% y 110% de, o que 45
es idéntica a la longitud de la raíz de tipo salvaje que no comprende un gen NODC.

En una realización adicional, las plantas de acuerdo con la invención se seleccionan de algodón, cáñamo o lino. En 
una realización adicional, dichas plantas son plantas de algodón que comprenden fibras.

La invención proporciona, además, paredes celulares vegetales tales como paredes celulares secundarias o fibras,
incluyendo dichas paredes celulares obtenidas a partir de células vegetales utilizando los métodos de acuerdo con la 50
invención. Tales paredes celulares vegetales comprenden oligosacáridos cargados positivamente tales como 
oligómeros de N-acetil glucosamina, N-acetilglucosaminas β1-4-enlazadas, o quitina, embebidos en la celulosa.
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La invención también proporciona la etapa de aislar paredes celulares vegetales y fibras de las plantas obtenidas por 
el método de la invención.

Los polisacáridos cargados positivamente de acuerdo con la invención pueden modificarse adicionalmente, p. ej.,
desacetilarse parcial o totalmente de manera que se obtienen oligómeros que comprenden residuos glucosamina. El 
grupo amino de las glucosaminas resultantes es químicamente más reactivo que el grupo aminoacetilo de N-acetil 5
glucosamina o el grupo hidroxilo de la celulosa.

La desacetilación de N-acetilglucosamina puede realizarse químicamente utilizando métodos que incluyen la 
hidrólisis alcalina, a través de la aplicación de tecnología termo-mecano-químico (Pelletier et al, 1990, Biotechnol 
Bioeng 36, págs. 310-315), utilizando la técnica de impregnación alcalina (Rao et al, 1987, Indian Journal of 
Technology, 25, págs. 194-196), utilizando disolventes orgánicos miscibles en agua como diluyentes (Batista y10
Roberts, 1990, Makromolekulare Chemie-Macromolecular Chemistry and Physics, 191, págs..429-434), utilizando 
tiofenol para atrapar oxígeno durante los procesos de desacetilación (Domard y Rinaudo, 1983, International Journal 
of Biological Macromolecules, 5, págs. 49-52) o utilizando condiciones de autoclave (No et al., 2000, Journal of 
Agricultural and Food Chemistry, 48, págs. 2625-2627). La desacetilación de la quitina también se puede realizar 
enzimáticamente utilizando quitina desacetilasas. Tales quitina desacetilasas incluyen las de Mucor rouxii, Absidia 15
coerulea, Aspergillus nidulans, Colletotrichum lindemuthianum y Saccharomyces cerevisiae.

La pared celular vegetal obtenida de acuerdo con la invención, en particular los que han sido sometidos a una etapa 
de desacetilación, puede ser modificada adicionalmente de forma química. Los productos que contienen paredes 
celulares vegetales de este tipo tales como fibras, hilos o tejidos tienen cualidades que se asemejan a las de las 
mezclas de celulosa-quitosano descritas en la técnica, incluyendo una capacidad de tinción mejorada, una inhibición 20
mejorada de, p. ej., dermatofitos, la liberación controlada de fármacos, etc.

La invención también proporciona los genes quiméricos tal como se describe en esta memoria, y células vegetales o 
plantas que contienen tales genes quiméricos, y el uso de dichos genes quiméricos para incrementar la cantidad de 
oligosacáridos cargados positivamente en la pared celular, o para incrementar la reactividad de las paredes 
celulares vegetales, fibras de algodón o hilos o tejidos para modificaciones químicas tales como la capacidad de 25
tinción. La invención proporciona, además, plantas tales como plantas de algodón, que contienen dichos genes 
quiméricos, caracterizado por que la longitud de la raíz de dicha planta es esencialmente la misma que la de las 
plantas isogénicas que no contienen tales genes quiméricos. La invención proporciona, además, las fibras a partir de 
dicha planta de algodón, y un hilo o tejido hecho de dichas fibras.

Un aumento en la eficiencia de la producción de oligómeros de N-acetilglucosamina, o un aumento en la cantidad de 30
oligosacáridos cargados positivamente en las paredes celulares vegetales tal como se utiliza en esta memoria 
significa un incremento de oligosacáridos positivamente cargados u oligómeros de N-acetilglucosamina en las 
paredes celulares vegetales que es al menos 2 veces, o al menos 5 veces, o al menos 10 veces, o al menos 20 
veces, o 2 a 100 veces, o 5 a 100 veces, o 10 a 100 veces o 20 a 100 veces.

En una realización específica, la invención proporciona fibras de algodón obtenidas o que se pueden obtener a partir 35
de plantas de algodón de acuerdo con los métodos de la invención, o que comprende el gen quimérico de acuerdo 
con la invención. En otras palabras, las fibras de algodón se proporcionan a partir de plantas de algodón que 
comprenden en el genoma, tales como el genoma nuclear, de sus células un gen quimérico que comprende un 
promotor expresable en plantas operativamente unido a una región de ADN que codifica una N-acetilglucosamina 
transferasa de tipo NODC fusionada a una secuencia de anclaje señal de Golgi. Realizaciones particulares de 40
regiones codificantes de ADN o promotores comprendidos en los genes quiméricos transferidos a plantas de 
algodón según se describen en otra parte en este documento.

Las fibras de algodón de acuerdo con la invención se pueden distinguir de fibras de algodón que se producen de 
forma natural, es decir, fibras de algodón obtenidas de una línea isogénica que no comprende un gen quimérico de 
acuerdo con la invención, mediante la capacidad de fibras de este tipo de una tinción incrementada con colorantes 45
aniónicos (incluido, p. ej., rojo de Congo), mediante la capacidad  de fibras de este tipo de una tinción incrementada 
con colorantes reactivos con amina (incluido, p. ej., éster tetrafluorofenílico). Las fibras de algodón de acuerdo con la 
invención tienen también la capacidad de unir aglutinina de germen de trigo que une quito-oligómeros. Las fibras de 
algodón de acuerdo con la invención también se pueden distinguir de fibras de algodón que se producen de forma 
natural mediante detección directa de la N-acetilglucosamina y oligómeros de GlcNAc tales como quitobiosa, 50
quitotriosa o quitotetraosa, preferiblemente después del tratamiento del material de la pared celular de la fibra con 
celulosa. Las fibras de algodón de acuerdo con la invención también se pueden distinguir por su contenido 
incrementado en nitrógeno.

Las fibras de algodón de acuerdo con la invención también se pueden distinguir de las fibras revestidas con 
quitosano o de hilos de mezcla de quitosano/celulosa en que los oligómeros cargados positivamente son distribuidos 55
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de manera de manera más o menos uniforme en las paredes celulares vegetales secundarias que constituyen las 
fibras. Por consiguiente, en las secciones microscópicas de fibras de algodón, teñidas, p. ej., con WGA o con Rojo 
Congo o con tetrafluorofenilo tal como se describe aquí más adelante, los colorantes serán distribuidos de manera 
más o menos uniforme a lo largo de las paredes celulares que constituyen las fibras de algodón, mientras que en 
fibras revestidas con quitosano, la tinción se concentrará en la capa de quitosano dispuesta como una lámina en la 5
superficie de las fibras tratadas.

Las fibras de algodón de acuerdo con la invención también se pueden distinguir de otras fibras de algodón mediante 
la detección de la NODC que comprende genes quiméricos en ácidos nucleicos que permanecen en el material 
vegetal asociado con fibras de algodón.

La tinción incrementada del material de la pared celular vegetal de acuerdo con la invención por parte de colorantes 10
aniónicos tales como Rojo Congo se puede cuantificar, p. ej., tiñendo una cantidad uniforme de material en 
condiciones estándares, extendiendo el material sobre una zona normalizada (tal como un pocillo en una placa de 
múltiples pocillos), digitalizando una imagen de la zona de la escala de grises de la capa coloreada de material.
Cuanto menos gris, tanto más teñido será el material de la pared celular vegetal. De esta manera, fibras y material 
de la pared celular de acuerdo con la invención se pueden obtener con un incremento de al menos 10%, o al menos 15
30%, o al menos 50% en la tinción mediante Rojo Congo en comparación con el material control de la pared celular 
o fibras de líneas de plantas isogénicas sin un gen que codifica NODC.

El material de la pared celular vegetal de acuerdo con la invención también se puede teñir con colorantes ácidos 
tales como Naranja Ácido 7. Las fibras y el material de la pared celular de acuerdo con la invención se pueden 
obtener con un aumento de al menos 50%, o al menos 70%, o entre 50% y 100% en la tinción por parte de Naranja 20
Ácido 7 en comparación con el material control de la pared celular o fibras de líneas de plantas isogénicas sin un 
gen que codifica NODC.

La capacidad de las nuevas fibras de algodón de unirse específicamente a aglutinina de germen de trigo (detectable 
por el grupo fluoróforo acoplado) es una característica distintiva clara de las nuevas fibras de algodón previstas 
frente a las fibras de algodón de origen natural. A excepción de una muy baja fluorescencia de fondo, las fibras de 25
algodón que se producen de forma natural no manchan/fluorescen cuando son tratadas con WGA-alexa fluor 488 o 
555. La fluorescencia de fibras de algodón aumenta al menos 5 veces cuando están presentes quito-oligómeros. Por 
consiguiente, la invención proporciona fibras de algodón que son capaces de unirse específicamente a aglutinina de 
germen de trigo, o WGA acoplado a un fluoróforo, tal como WGA Alexa 488 o WGA Alexa 555 o que, cuando se 
tratan con WGA Alexa 488 o WGA Alexa 555 proporcionan una fluorescencia brillante bajo la luz UV. Esta 30
fluorescencia no está restringida a la superficie de la fibra de algodón, sino que está distribuida a lo largo de la pared 
celular de las células de la fibra.

Material de la pared celular vegetal de acuerdo con la invención, incluyendo fibras de algodón posee típicamente 
quito-oligosacáridos en una concentración de al menos 0,1 µg/mg de material de la pared celular, o al menos 1 
µg/mg de material de la pared celular, o al menos 5 μg/mg de material de la pared celular.35

Dondequiera que los métodos de la invención están dirigidos a la introducción de un gen quimérico en una célula 
vegetal, resultará claro que estos métodos también se pueden aplicar en casos en los que la célula vegetal se 
incorpora en una planta madura. P. ej., células transgénicas se pueden regenerar en plantas transgénicas de 
acuerdo con métodos establecidos.

Métodos para transformar células vegetales y plantas son bien conocidos en la técnica. Métodos para transformar 40
plantas de algodón también son bien conocidos en la técnica. La transformación de algodón mediada por 
Agrobacterium se ha descrito, p. ej., en la patente de EE.UU. 5.004.863 o en la patente de EE.UU. 6.483.013 y la 
transformación de algodón por bombardeo de partículas se reseña, p. ej., en el documento WO 92/15675.

Los genes quiméricos se pueden introducir mediante transformación en plantas de algodón a partir de las cuales se 
puede derivar el callo embriogénico tales como Coker 312, Coker310, Coker 5Acala SJ-5, GSC25110, FiberMax 45
819, Siokra 1-3, T25, GSA75, Acala SJ2, Acala SJ4, Acala SJ5, Acala SJ-Cl, Acala B1644, Acala B1654-26, Acala 
B1654-43, Acala B3991, Acala GC356, Acala GC510, Acala GAM1, Acala CI, Acala Royale, Acala Maxxa, Acala 
Prema, Acala B638, Acala B1810, Acala B2724, Acala B4894, Acala B5002, no Acala "picker" Siokra, variedad 
"stripper" FC2017, Coker 315, STONEVILLE 506, STONEVILLE 825, DP50, DP61, DP90, DP77, DES119, McN235, 
HBX87, HBX191, HBX107, FC 3027, CHEMBRED A1, CHEMBRED A2, CHEMBRED A3, CHEMBRED A4, 50
CHEMBRED B1, CHEMBRED B2, CHEMBRED B3, CHEMBRED C1, CHEMBRED C2, CHEMBRED C3, 
CHEMBRED C4, PAYMASTER 145, HS26, HS46, SICALA, PIMA S6 y ORO BLANCO PIMA, Fibermax® FM5013, 
FM5015, FM5017, FM989, FM832, FM966 y FM958, FM989, FM958, FM832, FM991, FM819, FM800, FM960, 
FM966, FM981, FM5035, FM5044, FM5045, FM5013, FM5015, FM5017 o FM5024 y plantas con genotipos 
derivados de los mismos.55
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"Algodón", tal como se utiliza en esta memoria, incluye Gossypium hirsutum, Gossypium barbadense, Gossypium 
arboreum y Gossypium herbaceum o la progenie de cruces entre estas especies.

Los métodos y medios de la presente invención se pueden emplear también para otras especies de plantas tales 
como el cáñamo, yute, lino y plantas leñosas, incluyendo, pero no limitado a Pinus spp., Populus spp., Picea spp., 
Eucalyptus spp. etc.5

La planta transformada obtenida puede utilizarse en un esquema de reproducción convencional para producir más 
plantas transformadas con las mismas características o para introducir el gen quimérico de acuerdo con la invención 
en otras variedades de la misma especie o de especies de plantas relacionadas o en plantas híbridas. Las semillas 
obtenidas de las plantas transformadas contienen los genes quiméricos de la invención como una inserción 
genómica estable y también están abarcados por la invención.10

Colorantes reactivos que se pueden utilizar en relación con el método de teñir fibras de algodón, hilo o tejido 
comprenden Rojo Reactivo 120 (RR120), Amarillo Reactivo 176 (RY176), Azul Levafix CA, Naranja Reactivo 35, 
Negro Reactivo 5, Rojo Reactivo 116. La tinción se puede hacer también con colorantes ácidos tales como Narnaja 
Ácido 7, Azul Ácido 62, Azul Ácido 281, Rojo Ácido 361, Azul Ácido 277, Rojo Ácido 4, Azul Ácido 113, Amarillo 
Ácido 137, Azul Ácido 127:1 y Azul Ácido 193. Estos colorantes se aplican de acuerdo con protocolos bien 15
conocidos en la técnica.

Tal como se usa en esta memoria "que comprende" debe interpretarse como especificar la presencia de las 
características, números enteros, etapas o componentes indicados a que se refiere, pero no excluye la presencia o 
adición de una o más características, números enteros, etapas o componentes, o grupos de los mismos. Así, p. ej., 
un ácido nucleico o proteína que comprende una secuencia de nucleótidos o aminoácidos puede comprender más 20
nucleótidos o aminoácidos que los realmente citados, es decir, estar embebidos en un ácido nucleico o proteína 
mayor. Un gen quimérico que comprende una región de ADN, que se define funcional o estructuralmente, puede 
comprender regiones de ADN adicionales, etc.

Las células de plantas transgénicas y plantas obtenidas por los métodos descritos en esta memoria también pueden 
utilizarse adicionalmente en subsiguientes procesos de transformación, p. ej., para introducir un gen quimérico 25
adicional.

Las plantas de algodón o semillas que comprenden el gen quimérico descrito en esta memoria o las obtenidas por 
los métodos descritos en esta memoria pueden, además, tratarse con herbicidas de algodón tales como diurón, 
fluometurón, MSMA, oxifluorfen, prometrina, trifluralina, carfentrazona, cletodim, fluazifop-butilo, glifosato, 
norflurazón , pendimetalina, piritiobac sódico, trifloxisulfurona, tepraloxidim, glufosinato, flumioxazina, tidiazurón; 30
insecticidas del algodón tales como acefato, aldicarb, clorpirifos, cipermetrina, deltametrina, abamectina, 
acetamiprid, emamectina benzoato, imidacloprid, indoxacarb, lambda-cihalotrina, spinosad, tiodicarb, gamma-
cihalotrina, spiromesifen, piridalil, flonicamid, flubendiamida, triflumuron, rynaxypyr, beta-ciflutrina, spirotetramat, 
clotianidina, tiametoxam, tiacloprid, dinetofuran, flubendiamida, cyazypyr, spinosad, spinotoram, gamma-cihalotrina, 
4-[[(6-cloropiridin-3-il)metil](2,2-difluoretil)amino]furano-2(5H)-ona, tiodicarb, avermectina, flonicamid, piridalil, 35
spiromesifen, sulfoxaflor; y fungicidas del algodón tales como azoxistrobina, bixafen, boscalid, carbendazim, 
clorotalonil, cobre, ciproconazol, difenoconazol, dimoxistrobina, epoxiconazol, fenamidona, fluazinam, fluopiram, 
fluoxastrobina, fluxapiroxad, iprodiona, isopirazam, isotianil, mancozeb, maneb, metominostrobina, pentiopirad, 
picoxistrobina, propineb, protioconazol, piraclostrobina, quintoceno, tebuconazol, tetraconazol, tiofanato-metilo, 
trifloxistrobina. Para un tratamiento con herbicidas del algodón, dichas plantas o semillas del algodón 40
preferiblemente comprenden, además, un rasgo que confiere una tolerancia respectiva a los herbicidas o son 
naturalmente tolerantes a dicho herbicida.

Los siguientes Ejemplos no limitativos describen los métodos para alterar las paredes celulares vegetales. A menos 
que se establezca otra cosa en los Ejemplos, todas las técnicas de ADN recombinante se llevan a cabo de acuerdo 
con protocolos estándares tal como se describe en Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 45
Segunda Edición, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY y en los Volúmenes 1 y 2 de Ausubel et al. (1994) 
Current Protocols in Molecular Biology, Current Protocols, USA. Materiales y métodos estándares para el trabajo 
molecular de plantas se describen en Plant Molecular Biology Labfax (1993) por R.D.D. Croy, publicado 
conjuntamente por BIOS Scientific Publications Ltd (Reino Unido) y Blackwell Scientific Publications, Reino Unido.

A lo largo de la descripción y los Ejemplos se hace referencia a las siguientes secuencias representadas en el 50
listado de secuencias:
SEQ ID NO 1: proteína de nodulación C de Azorhizobium caulinodans
SEQ ID NO 2: proteína de nodulación C de Bradyrhizobium japonicum
SEQ ID NO 3: proteína de nodulación C de Rhizobium galegae
SEQ ID NO 4: proteína de nodulación C de Rhizobium leguminosarum (biovar viciae)55
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SEQ ID NO 5: proteína de nodulación C de Rhizobium meliloti
SEQ ID NO 6: proteína de nodulación C de Rhizobium tropici
SEQ ID NO 7: proteína de nodulación C de Rhizobium leguminosarum (biovar phaseoli)
SEQ ID NO 8: proteína de nodulación C de Rhizobium sp. Cepa N33
SEQ ID NO 9: proteína de nodulación C de Rhizobium loti5
SEQ ID NO 10: ADN-T de pTJN6
SEQ ID NO 11: Secuencia de aminoácidos de NODC enlazada a la secuencia de anclaje señal de Golgi.
SEQ ID NO 12: secuencia de ácido nucleico de un ADN-T que comprende un gen quimérico que comprende el 
promotor selectivo de fibras F286 enlazado operativamente a un ácido nucleico que codifica NODC, que comprende, 
además, una secuencia que fija como objetivo Golgi (= pTDBI146)10
SEQ ID NO 13: secuencia de ácido nucleico de un ADN-T que comprende un gen quimérico que comprende el 
promotor Gluc1A enlazado operativamente a un ácido nucleico que codifica NODC que comprende adicionalmente 
una secuencia que fija como objetivo Golgi (= pTDBI158)
SEQ ID NO 14: secuencia de ácido nucleico de un ADN-T que comprende un gen quimérico que comprende el 
promotor Gluc1D enlazado operativamente a un ácido nucleico que codifica NODC que comprende adicionalmente 15
una secuencia que fija como objetivo Golgi (= pTDBI159)
SEQ ID NO 15: secuencia de ácido nucleico de un ADN-T que comprende un gen quimérico que comprende el 
promotor de expansina enlazado operativamente a un ácido nucleico que codifica NODC que comprende 
adicionalmente una secuencia que fija como objetivo Golgi (= pTDBI165)
SEQ ID NO 16: secuencia de ácido nucleico de un ADN-T que comprende un gen quimérico que comprende el 20
promotor E6 enlazado operativamente a un ácido nucleico que codifica NODC que comprende adicionalmente una 
secuencia que fija como objetivo Golgi (= pTGK96)

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Construcción de genes expresables en plantas quiméricos que codifican una proteína N-
acetilglucosamina transferasa fusionada a una secuencia de anclaje señal de Golgi.25

Utilizando técnicas estándares de ADN recombinante, se construyó un gen quimérico NODC expresable en plantas
que contiene los siguientes fragmentos de ADN enlazados operativamente:

• una región de promotor 35S de CaMV
• un fragmento de ADN que codifica una secuencia líder no traducida (5'Cab22L)
• un fragmento de ADN que codifica los 35 aminoácidos N-terminales de β-1,2- xilosiltransferasa de 30
Arabidopsis thaliana
• un fragmento de ADN que codifica NODC de Azorhizobium caulinodans clonada en marco con el 
fragmento de ADN previo
• una señal de terminación de la transcripción y de poliadenilación del transcrito 35S de CaMV (3' 35S)

El gen quimérico se introdujo entre los límites de ADN-T de un vector de ADN-T junto con un gen bar quimérico que 35
proporciona resistencia a fosfinotricina. El vector de ADN-T resultante se denominó pTJN 6. La secuencia del ADN-T
de este vector se proporciona en SEQ ID NO 10.

El vector de ADN-T pTJN6 se introdujo en la cepa de Agrobacterium C58C1RIF (pEHA101) (Hood et al (1986) J. 
Bact 168: 1291) que se utilizó para transformar Arabidopsis thaliana mediante el método de inmersión floral (Clough 
SJ y Bent AF (1998) Plant J. 16: 735-743).40

Ejemplo 2: Análisis de la longitud de las raíces de plantas transgénicas de Arabidopsis.

Plantas de Arabidopsis de tipo salvaje y plantas transgénicas de Arabidopsis transformadas con pTJN6 (NODC con 
secuencia de anclaje señal de Golgi heteróloga) y pTGK42 (NODC sin secuencia de anclaje señal de Golgi 
heteróloga; véase el documento WO2006/136351) se esterilizaron con gas y se extendieron en medio de sal basal 
0.5x Murashige y Skoog (MS) que incluía vitaminas modificadas (Sigma) y 20 g/l de glucosa. Después de embeber 45
durante 2 días a 4°C, las placas se colocaron verticalmente en una cámara de crecimiento con un régimen de 
día/noche de 16 h de luz a 21°C durante un período de 9 días. Las placas fueron digitalizadas en un escáner de alta
evaluación comparativa y se realizaron mediciones en ImageJ. Los datos fueron exportados a Microsoft Excel para 
su análisis. Se midió la longitud de la raíz y se comparó con la de las plantas de tipo salvaje. La Figura 3A muestra 
que, mientras que la longitud de la raíz de las plantas transformadas con pTGK42 es aproximadamente 25% más 50
corta que la de tipo salvaje, no existe diferencia significativa alguna en la longitud de la raíz entre las plantas de tipo 
salvaje y las transgénicas que comprenden pTJN6. La Figura B muestra que, para diferentes líneas transgénicas 
que comprenden pTJN6, no hay ninguna diferencia significativa en la longitud de la raíz entre las plantas de tipo 
salvaje y las transgénicas.
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Ejemplo 3: Caracterización de los oligómeros de GlcNAc en las paredes celulares de las plantas transgénicas de 
Arabidopsis.

Los oligómeros de GlcNAc en plantas transgénicas de Arabidopsis transformadas con pTJN6 se analizaron 
utilizando una combinación de derivatización, cromatografía líquida de alto rendimiento y espectrometría de masas 
según se describe en Rozaklis et al. (2002, Clinical Chemistry 48: 131-139). En síntesis, muestras de hojas (20-1505
mg) se congelaron en nitrógeno líquido y se molieron en tubos Eppendorf de 2 ml utilizando un molinillo. Se 
añadieron 0,5 ml de MeOH al 80% y los tubos se agitaron en vórtice y se centrifugaron en una centrífuga de mesa 
pre-enfriada (5 min 14000 rpm). El sobrenadante se transfirió a un tubo reciente de 2 ml y se liofilizó en un speed 
vac. El sedimento se resuspendió en 100 µl de MeOH que contenía PMP 0,5 M y 100 μΙ de NH3 800 mM. La mezcla 
de reacción se incubó a 70°C en un Thermomixer (Eppendorf) durante 9 min a 850 rpm. Después de esta etapa de 10
incubación, la mezcla de reacción se neutralizó mediante la adición de 200 μl de ácido fórmico 800 mM y se 
completó hasta 500 μl con agua. Después de 3 extracciones de cloroformo subsiguientes utilizando 0,5 ml de 
cloroformo, las muestras se liofilizaron y se resuspendieron en 200 μl de agua. Las muestras se analizaron en una 
columna Acquity UPLC BEH C18 (Waters Corp., Milford, MA, EE.UU.) (1,7 μπι, 150 mm x 2,1 mm) utilizando un 
Espectrómetro de Masas Finnigan Mat LCQ. Las fases móviles estaban compuestas de (A) agua que contenía 1% 15
de ACN y acetato de amonio al 0,1% y (B) ACN que contenía 1% de agua y acetato de amonio al 0,1%. La 
temperatura de la columna se mantuvo a 55°C y la temperatura del automuestreador a 10°C. Se aplicó un caudal de 
300 μl/min durante la inicialización de la elución de gradiente. Las condiciones eran como sigue: en el tiempo de 0 
min 20% (B), el tiempo de 10 min 25% (B) y el tiempo de 14 min 100% (B). La MS completa y los espectros MS/MS 
de los compuestos eluyentes se obtuvieron con ionización por electroproyección (ESI) hecha funcionar en modo 20
positivo. GlcNAc derivatizado tiene un valor m/z de 552 en modo positivo, y el área total del pico fue considerado 
como la mejor estrategia para la cuantificación. Oligómeros de GlcNAc fueron detectados por MS/MS, en donde sólo 
se seleccionaron los compuestos específicos con un valor m/z específico para una mayor fragmentación. El pico 552 
o el pico 755, que corresponde al monómero o dímero derivatizado, respectivamente, se utilizaron para la 
cuantificación. Estos niveles se compararon con los de las plantas de Arabidopsis transformadas con pTGK42 25
(documento WO2006/136351) y plantas de Arabidopsis de tipo salvaje.
La Tabla 1 muestra que, en presencia de la secuencia de anclaje señal de Golgi, la cantidad de GlcNAc2 era hasta 
65 veces mayor, y la de GlcNAc3 era hasta 35 veces mayor que en ausencia de la secuencia de anclaje señal de 
Golgi.

Tabla 1. Cantidades relativas de los oligómeros de N-acetilglucosamina GlcNAc2 y GlcNAc3 en hojas de plantas de 30
Arabidopsis transformadas con pTJN6 (NODC con secuencia de anclaje señal de Golgi heteróloga) y con pTGK42 
(NODC sin secuencia de anclaje señal de Golgi heteróloga; véase el documento WO2006/136351).

Construcción GlcNAc2 GlcNAc3

pico zona 552 Media pico zona 552 Media

WT 3,78E+04
5,41E+04 ± 2,31E+04

-
-

WT 7,04E+04 -

pTGK4210 3,07E+06
2,39E+06 ± 0,97E+06

9,22E+05
6,70E+05 ± 3,56E+05

pTGK4210 1,70E+06 4,18E+05

pTGK4228 2,83E+06
1,82E+06 ± 1,44E+06

1,04E+06
6,16E+05 ± 6,00E+05

pTGK4228 8,00E+05 1,91E+05

pTJN6-4 5,20E+04
3,28E+05 ± 3,90E+05

1,51E+04
5,13E+04 ± 5,12E+04

pTJN6-4 6,04E+05 8,75E+04

pTJN6-14 1,67E+05
1,42E+05 ± 0,35E+05

2,99E+04
2,64E+04 ± 0,50E+04

pTJN6-14 1,17E+05 2,28E+04

pTJN6-23 1,23E+08
1,36E+08 ± 0,18E+07

2,17E+07
2,24E+07 ± 0,09E+07

pTJN6-23 1,49E+08 2,30E+07

pTJN6-26 1,35E+05
1,18E+05 ± 0,25E+05

-
-

pTJN6-26 1,00E+05 -
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Construcción GlcNAc2 GlcNAc3

pico zona 552 Media pico zona 552 Media

Construcción GlcNAc2 GlcNAc3

pico zona 552 Media pico zona 552 Media

WT 1,77E+05 1,77E+05 - -

pTGK4210 4,57E+06 4,57E+06 8,78E+05 8,78E+05

pTJN6-23 (1) 1,43E+07
3,00E+07 ± 0,81E+07

3,63E+06
8,15E+06 ± 6,39E+06

pTJN6-23 (1) 4,57E+07 1,27E+07

pTJN6-23 (2) 5,39E+07
4,87E+07 ± 0,74E+07

1,40E+07
1,30E+07 ± 0,14E+07

pTJN6-23 (2) 4,35E+07 1,21E+07

Dado que las raíces de las plantas que contienen la secuencia de anclaje señal NODC Golgi tienen la misma 
longitud que las de las plantas de tipo salvaje, mientras que las de las plantas que contienen NODC sin secuencia 
de anclaje señal de Golgi eran significativamente más cortas que las de tipo salvaje, se investigó si los oligómeros 
de GlcNAc2 y GlcNAc3 estaban presentes en raíces de plantas de Arabidopsis que comprenden NODC sin 5
secuencia de anclaje señal de Golgi (pTGK42) y con secuencia de anclaje señal de Golgi (pTJN6) utilizando 
métodos como los descritos anteriormente para las hojas.

La Tabla 2 muestra que las raíces de las plantas pTJN6 contienen oligonucleótidos GlcNAc2 y GlcNAc3 en niveles 
más altos que en las raíces de las plantas pTG42. Los niveles de GlcNAc2 y GlcNAc3 en las raíces son 
significativamente más altos que en las hojas. La presencia de oligos de GlcNAc en las raíces de las plantas de tipo 10
salvaje se debe presumiblemente a la contaminación con material radicular de las plantas pTGK42 y plantas pTJN6.
Estos resultados muestran que la restauración de la longitud de la raíz a niveles de tipo salvaje mediante la adición 
de la secuencia de anclaje señal de Golgi a NODC no es debido a la falta de acumulación de oligos GlcNAc en las 
raíces.

Tabla 2a. Cantidades relativas del oligómero de GlcNAc2 de N-acetilglucosamina en raíces y hojas de plantas de 15
Arabidopsis transformadas con pTJN6 (NODC con la secuencia de anclaje señal de Golgi heteróloga) y con pTGK42 
(NODC sin secuencia de anclaje señal de Golgi heteróloga; véase el documento WO2006/136351) expresadas por 
mg de tejido.

Construcción Raíces Hojas

pico zona 552 Media pico zona 552 media

WT 1,72E+06

1,48E+06 ± 0,31E+06

7,53E+04

8,41E+04 ± 2,63E+04
WT 1,58E+06 5,26E+04

WT 1,12E+06 9,40E+04

WT - 1,14E+05

pTGK4210 5,63E+06
5,27E+06 ± 0,51E+06

3,81E+05
3,90E+05 ± 0,13E+05

pTGK4210 4,92E+06 4,00E+05

pTGK4228 8,61E+06
6,80E+06 ± 2,56E+06

8,69E+05
8,11E+05 ± 0,83E+05

pTGK4228 4,98E+06 7,52E+05

pTJN6-23 2,71E+07 1,74E+07 ± 0,66E+07 3,00E+06 2,97E+06 ± 0,18E+06

pTJN6-23 1,49E+07 2,70E+06
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Construcción Raíces Hojas

pico zona 552 Media pico zona 552 media

pTJN6-23 1,26E+07 3,08E+06

pTJN6-23 1,50E+07 3,09E+06

Tabla 2b. Cantidades relativas del oligómero de GlcNAc3 de N-acetilglucosamina en raíces y hojas de plantas de 
Arabidopsis transformadas con pTJN6 (NODC con secuencia de anclaje señal de Golgi heteróloga) y con pTGK42 
(NODC sin secuencia de anclaje señal de Golgi heteróloga; véase el documento WO2006/136351) expresadas por 
mg de tejido.5

Construcción Raíces Hojas

pico zona 552 Media pico zona 552 media

WT 3,62E+03

2,33E+03 ± 1,83E+03

-

-
WT 1,03E+03 -

WT - -

WT - -

pTGK4210 3,13E+05
2,59E+05 ± 0,75E+05

1,69E+04
2,21E+04 ± 0,73E+04

pTGK4210 2,06E+05 2,73E+04

pTGK4228 4,80E+05
3,47E+05 ± 1,88E+05

5,34E+04
4,31E+04 ± 1,44E+04

pTGK4228 2,14E+05 3,29E+04

pTJN6-23 1,45E+06

9,57E+05 ± 3,36E+05

2,09E+05

2,20E+05 ± 0,16E+05
pTJN6-23 8,69E+05 2,12E+05

pTJN6-23 7,06E+05 2,43E+05

pTJN6-23 8,01E+05 2,16E+05

Ejemplo 4: Caracterización de oligómeros de GlcNAc con un grado de polimerización de hasta 5 en las paredes 
celulares de plantas transgénicas de Arabidopsis.

Para detectar oligómeros de GlcNAc con un grado de polimerización de hasta 5 en plantas de Arabidopsis 
transformadas con pTJN6 en comparación con plantas de Arabidopsis de tipo salvaje, se realizó una derivatización10
de PMP. El análisis LC-MS se realizó en un sistema Waters Acquity UPLC (Waters Corp., Milford, MA, EE.UU.) 
conectado a un espectrómetro de masas SYNAPT HDMS Q-Tof (Micromass, Manchester, Reino Unido). La 
separación cromatográfica se llevó a cabo en una columna Acquity BEH C18 (2,1 mm x 150 mm, 1,7 μm) (Waters 
Corp., Milford, MA, EE.UU.), utilizando una elución con gradiente. Las fases móviles estaban compuestas de (A) 
agua que contiene 1% de ACN y ácido fórmico al 0,1% y (B) ACN que contenía 1% de agua y ácido fórmico al 0,1%.15
La temperatura de la columna se mantuvo a 40°C y la temperatura del automuestreador a 10°C. Se aplicó un caudal 
de 350 μl/min durante la elución con gradiente de inicialización en el tiempo de 0 min 5% (B), tiempo de 30 min 50% 
(B), tiempo de 33 min 100% (B). El eluyente fue dirigido al espectrómetro de masas equipado con una fuente de 
ionización por electroproyección y la interfaz LockSpray para medición de la masa exacta. Los parámetros de la 
fuente MS fueron los siguientes: tensión capilar 1,5 kV, cono de muestreo 40 V, cono de extracción 4 V, temperatura 20
de la fuente 120°C, temperatura de desolvatación 350°C, flujo de gas del cono 50L/h, gas de desolvatación 550L/h.
La energía de colisión para la célula de la trampa y la transferencia se fijó en 6 y 4 V, respectivamente. Para la 
adquisición de datos se activó el modo de mejora del intervalo dinámico. Los datos de la exploración completa se 
registraron en modo centroide V negativo, el intervalo de masas se fijó entre m/z 100-1600 con una velocidad de 
barrido de 0,2 s/barrido utilizando el software Masslynx (Waters Corp., Milford, MA, EE.UU.). Leu-encefalina (40025
pg/µl solubilizados en agua/ACN (1:1, v/v) acidificados con ácido fórmico al 0,1%) se utilizó para la calibración de la 
masa de bloqueo mediante el barrido cada 10 segundos con un tiempo de exploración de 0,5 segundos, se 
promediaron 3 barridos. Para los fines de MS/MS, se aplicaron los mismos ajustes, excepto que la energía de 

E11764685
23-09-2015ES 2 548 166 T3

 



17

colisión de la trampa se elevó de 10 a 45 V. Todos los disolventes utilizados fueron de calidad ULC/MS (Biosolve, 
Valkenswaard, Países Bajos), el agua fue producida por un sistema de purificación de agua DirectQ-UV (Millipore 
S.A.S., Molsheim, Francia). La Figura 4 muestra que las plantas que expresan pTJN6-23 contienen monómeros, 
dímeros, trímeros, tetrámeros y pentámeros de GlcNAc.

Ejemplo 5: Expresión específica para fibras de NODC fusionada a una secuencia de anclaje señal de Golgi en 5
algodón.

Plantas de algodón transgénicas que comprenden un gen NODC quimérico fusionado a una secuencia de anclaje 
señal de Golgi como se esboza en el Ejemplo 1, bajo el control del promotor selectivo de fibras F286 (que se 
describe en el documento US2003/106097) (= pTDBI146), el promotor Gluc1A (= pTDBI158) y Gluc1D (= pTDBI159) 
(documento WO 2008/083969), el promotor E6 (documento US6096950) (= pTGK96) o con el promotor de 10
expansina (documento US6566586) (= pTDBI165), se generaron utilizando el método de transformación como se 
describe en el documento US6483013. Se aislaron y se analizaron para polímeros de N-acetilglucosamina mediante
HPLC fibras de estos plantas de algodón transgénicas. Estas fibras transgénicas contenían hasta 0,5% de 
glucosamina que sólo podía detectarse tras hidrólisis del TFA, demostrando que es parte de un polímero. Fibras de 
líneas no transformadas contenían menos de 0,01% de GlcN. La presencia de quitobiosa se demostró en la fibra de 15
una de las líneas transformadas con pTDBI158. La quitobiosa no se detectó en la fibra de líneas no transformadas.
Líneas seleccionadas con altos niveles de oligómeros de N-acetilo fueron cultivadas en el campo y se seleccionaron
líneas que crecen normales y forman cápsulas normales. La fibra de estas líneas se utiliza para producir hilos y 
tejidos con una reactividad mejorada, tales como una capacidad de tinción mejorada. Fibras aisladas de las cápsulas 
de algodón de plantas transgénicas tienen una cantidad incrementada de polímeros N-acetilglucosamina que se 20
distribuyen uniformemente a lo largo de la pared celular.

Ejemplo 6: Fibras de algodón con reactividad incrementada.

Se generaron, tal como se describe en el Ejemplo 5, plantas de algodón transgénicas que comprenden un gen 
quimérico NODC fusionado a una secuencia de anclaje señal de Golgi enlazado operativamente a un promotor 
específico de fibras. De estas plantas se cosechan fibras de algodón maduras y se pueden teñir con Rojo Congo o 25
se pueden hacer reaccionar con WGA-Alexa fluor 555. Además, las fibras de algodón maduras resultantes se 
pueden teñir con colorantes comerciales, incluidos los colorantes reactivos del algodón (p. ej., Rojo Reactivo 120, 
Azul Levafix CA), colorantes ácidos (Naranja Ácido 7, Azul Ácido 281) y colorantes reactivos con la lana (p. ej., Rojo 
Reactivo 116, Ámbar Realan EHF).

Tinción con WGA-Alexa 55530

Las fibras de algodón no necesitan ser deshidratadas o permeabilizadas. En cambio, los lípidos y ceras se separan 
mediante el tratamiento de las fibras por 3 veces durante 10 minutos en una mezcla de cloroformo:metanol (1:1), 
seguido por dos veces con un tratamiento de 10 minutos en acetona y dos veces de 5 minutos en éter. Las fibras se 
dejaron secar al aire.
Las fibras se pueden teñir con WGA-Alexa555, WGA-Alexa488 o WGA-tetrametilrodamina.35

Las fibras se colocan en disolución de bloqueo (NaCl 150 mM, tampón fosfato sódico 10 mM pH 7,4; Tween 20 al 
0,1% y albúmina de suero bovino al 1%) y se incuban durante una hora. Después de ello, el tampón se reemplaza 
por el mismo tampón que contenía WGA-fluorocromo y se incubó durante 4 h. La disolución de WGA-fluorocromo se 
reemplaza por disolución de bloqueo, se lava durante 10 minutos, seguido de lavado por 3 veces durante 10 min con 
disolución de bloqueo sin BSA y lavado por 2 veces durante 5 min con disolución de bloqueo sin BSA y sin Tween.40
Las fibras teñidas se montan en un portaobjetos de microscopio y se evalúan por medio de microscopía de 
fluorescencia (Axioplan 2 (Zeiss, Jena, Alemania) utilizando Filterset 38 (excitación: BP470/40; emisión: BP525/50) 
para conjugado de Alexa fluor 488 o Filterset 20 (excitación: BP546/12; emisión: BP575-640) para Alexa fluor 555 o 
conjugado de tetrametilrodamina. Considerando que no se puede detectar fluorescencia específica en fibras de 
algodón procedentes de plantas de algodón no transgénicas, es detectable una fluorescencia brillante en las fibras 45
de algodón procedentes de plantas de algodón transgénicas que comprenden un gen quimérico NODC fusionado a 
una secuencia de anclaje señal de Golgi. Secciones microscópicas virtuales de las fibras de algodón demuestran 
que el WGA-fluor555 se distribuye uniformemente a través de la pared celular secundaria de las células de fibras de 
algodón.

Para preparar para la tinción, la fibra se trató durante 30 min a 80°C con agua destilada que contiene 1 g/l de 50
carbonato sódico y 1 g/l de Sandozin NIN (detergente no iónico), seguido de secado. La fibra se tiñó utilizando una
relación de líquido/fibras de 50:1 con 2% de Azul Ácido 62 durante 60 min a 98°C. Después de la tinción, las 
muestras de fibra se enjuagaron con agua fría y se secaron en condiciones ambientales. El agotamiento se 
determinó midiendo la concentración del baño de colorante antes y después de la tinción utilizando un 
espectrofotómetro.55

E11764685
23-09-2015ES 2 548 166 T3

 



18

Como puede verse en el ejemplo de una línea de algodón transformada con el vector pTDBI158 de ADN-T, fibra 
teñida con Azul Ácido 62 de acuerdo con el protocolo anterior muestra un nivel de agotamiento incrementado.

transgen % agotamiento a pH 4 % agotamiento a pH 7

G4GH396-35101 HH gfa-nodc 23,9 18,7

G4GH396-35101 wt ninguno 16,3 13,0
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Bayer Bioscience N. V.
Meulewaeter, Frank
Vanholme, Baret

<120> Métodos para alterar la reactividad de las paredes celulares vegetales5

<130> BCS10-2016

<160> 16

<170> PatenIn versión 3.5

<210> 1
<211> 39710
<212> PRT
<213> Azorhizobium caulinodans

<400> 1
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<210> 2
<211> 485
<212> PRT5
<213> Bradyrhizobium japonicum

<400> 2
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<210> 3
<211> 433
<212> PRT
<213> Rhizobium galegae5

<400> 3
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<210> 4
<211> 424
<212> PRT
<213> Rhizobium leguminosarum

<400> 45
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<210> 5
<211> 426
<212> PRT
<213> Rhizobium meliloti5

<400> 5
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5
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<210> 6
< 211> 452
< 212> PRT5
< 213> Rhizobium tropici

<400> 6 
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<210> 7
< 211> 428
< 212> PRT5
< 213> Rhizobium leguminosarum

<400> 7 
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<210> 8
< 211> 450
< 212> PRT
< 213> Rhizobium sp.5

<400> 8 
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<210> 9
< 211> 424
< 212> PRT5
< 213> Rhizobium loti
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<400> 9
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<210> 10
< 211> 3971
< 212> ADN5
< 213> Artificial

<220>
< 223> ADN-T de pTJN6

<220>
< 221> característica miscelánea10
< 222> (1)..(25)
< 223> Límite izquierdo de ADN-T (complemento)

<220>
< 221> terminador
< 222> (56)..(316)15
< 223> 3' nos: 3'UTR del gen nopalina sintasa ADN-T pTiT37 (complemento)

<220>
< 221> característica miscelánea
< 222> (336)..(887)
<223> bar: secuencia codificante de fosfinotricina acetil transferasa de Streptomyces hygroscopicus 20
(complemento)

<220>
< 221> promotor
< 222> (888)..(1720)
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< 223> P35S3: Región del promotor del gen CaMV35S (complemento)

<220>
< 221> promotor
< 222> (1769)..(2303)5
< 223> P35S2: Región del promotor del gen CaMV35S

<220>
< 221> 5'UTR
< 222> (2304)..(2368)
< 223> 5'cab22L: secuencia líder no traducida del gen cab22L de Petunia10

<220>
< 221> característica miscelánea
< 222> (2369)..(2474)
< 223> XylT: secuencia codificante para 35 aminoácidos N-terminales de beta-1,2-xilosiltransferasa de 
Arabidopsis thaliana15

<220>
< 221> característica miscelánea 
< 222> (2475)..(3664)
< 223> región codificante de Node de A.caulinodans

<220>20
< 221> terminador
< 222> (3666)..(3914)
< 223> 3'35s: región no traducida 3' del gen CaMV35S

<220>
< 221> característica miscelánea25
< 222> (3947)..(3971)
< 223> RB: límite derecho de ADN-T (sintético) (complemento)
<400> 10 
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<210> 11
< 211> 431
< 212> PRT
< 213> Artificial5

<220>
< 223> Proteína NODC enlazada a la secuencia de anclaje señal de Golgi XylT

<220>
< 221> SEÑAL
< 222> (1)..(35)10
< 223> 35 aminoácidos N-terminales de beta-1,2- xilosiltransferasa deArabidopsis thaliana

<220>
< 221> CARACTERÍSTICA MISCELÁNEA
< 222> (36)..(431)
< 223> NODC de A.caulinodans15

400> 11
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<210> 12
< 211> 8491
< 212> ADN
< 213> Secuencia Artificial5
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<220>

<223> ADN-T que comprende ácidos nucleicos que codifican el promotor F286, un péptido de retención 
de Golgi y una proteína NODC

<220>
< 221> característica miscelánea5
< 222> (1)..(25)
< 223> repetición del límite derecho del ADN-T de Agrobacterium tumefaciens (Zambryski, 1988)

<220>
< 221> promotor
< 222> (75)..(1484)10
< 223> secuencia que incluye la región del promotor del gen quitinasa F286 de Gossypium hirsutum 
(algodón) (Haigler et al., 2004)

<220>
< 221> sig_péptido
< 222> (1485)..(1589)15

<220>
< 221> gen
< 222> (1590)..(2778)

<220>
< 221> 3'UTR20
< 222> (2781)..(3013)
< 223> secuencia que incluye la región no traducida 3' del transcrito 35S del virus del mosaico de la coliflor 
(Sanfaçon et al., 1991)

<220>
< 221> promotor25
< 222> (3036)..(4451)
< 223> secuencia que incluye la región de promotor del gen F286 de quitinasa de Gossypium hirsutum 
(algodón) (Haigler et al., 2004)

<220>
< 221> gen30
< 222> (4452)..(6281)
<223> región codificante del gen glutamina:fructosa-6-fosfato amidotransferasa de Escherichia coli 
(Frohberg y Essigmann, 2006)

<220>
< 221> 3'UTR35
< 222> (6282)..(6555)
< 223> secuencia que incluye la región no traducida 3' del gen nopalina sintasa del ADN-T de pTiT37 
(Depicker et al., 1982)

<220>
< 221> característica miscelánea40
< 222> (6598)..(6631)
< 223> lox: secuencia que incluye la secuencia de reconocimiento de 34 pb para la recombinasa Cre del 
bacteriófago P1 (Hoess y Abremski, 1985)

<220>
< 221> promotor45
< 222> (6632)..(7468)
< 223> P35S3: secuencia que incluye la región del promotor del transcrito 35S del virus del mosaico de la 
coliflor (Odell et al., 1985)
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<220>
< 221> gen
< 222> (7469)..(8020)
< 223> bar: la secuencia codificante del gen fosfinotricina acetiltransferasa de Streptomyces hygroscopicus 
(Thompson et al., 1987).5

<220>
< 221> 3'UTR
< 222> (8021)..(8304)
< 223> 3'nos: secuencia que incluye la región no traducida 3' del gen nopalina sintasa del ADN-T de pTiT37 
(Depicker et al., 1982)10

<220>
< 221> característica miscelánea
< 222> (8305)..(8338)
< 223> lox: secuencia que incluye la secuencia de reconocimiento de 34 pb para la recombinasa Cre del 
bacteriófago P1 (Hoess y Abremski, 1985)15

<220>
< 221> característica miscelánea
< 222> (8467)..(8491)
< 223> repetición del límite izquierdo del ADN-T de Agrobacterium tumefaciens (Zambryski, 1988)

<400> 12 20
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<210> 13
< 211> 9567
< 212> ADN
< 213> Secuencia Artificial

<220>5
<223> ADN-T que comprende secuencias de ácidos nucleicos que codifican el promotor gluc1A, un 
péptido de retención de Golgi y una proteína NODC

<220>
< 221> característica miscelánea
< 222> (1)..(25)10
< 223> repetición del límite derecho del ADN-T de Agrobacterium tumefaciens (Zambryski, 1988)

<220>
< 221> promotor
< 222> (26)..(2025)
< 223> secuencia que incluye la región del promotor del gen beta-1,3-endoglucanasa del subgenoma A de 15
Gossypium hirsutum (algodón) (Engelen y Arioli, 2008)

<220>
< 221> sig_péptido
< 222> (2026)..(2130)

<220>20
< 221> gen
< 222> (2131)..(3321)

<220>
< 221> 3'UTR
< 222> (3322)..(3554)25
< 223> secuencia que incluye la región no traducida 3' del transcrito 35S del virus del mosaico de la coliflor 
(Sanfaçon et al., 1991)

<220>
< 221> promotor
< 222> (3555)..(3527)30
< 223> Pgluc1(A1.9): secuencia que incluye la región del promotor del gen beta-1,3-endoglucanasa gluc1A 
del subgenoma A de Gossypium hirsutum (algodón) (Engelen y Arioli, 2008)

<220>
< 221> gen
< 222> (5528)..(7357)35
< 223> gfaEc-1Pb: región codificante del gen glutamina:fructosa-6-fosfato amidotransferasa de Escherichia 
coli (Frohberg y Essigmann, 2006)

<220>
< 221> 3'UTR
< 222> (7358)..(7631)40
< 223> 3'nos: secuencia que incluye la región no traducida 3' del gen nopalina sintasa del ADN-T de pTiT37 
(Depicker et al., 1982)

<220>
< 221> característica miscelánea
< 222> (7674)..(7707)45
< 223> lox: secuencia que incluye la secuencia de reconocimiento de 34 pb para la recombinasa Cre del 
bacteriófago P1 (Hoess y Abremski, 1985)

<220>
< 221> promotor
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< 222> (7708)..(8544)
< 223> P35S3: secuencia que incluye la región del promotor del transcrito 35S del virus del mosaico de la 
coliflor (Odell et al., 1985)

<220>
< 221> gen5
< 222> (8545)..(9096)
< 223> bar: la secuencia codificante del gen fosfinotricina acetiltransferasa de Streptomyces hygroscopicus 
(Thompson et al., 1987).

<220>
< 221> 3'UTR10
< 222> (9097)..(9380)
< 223> 3'nos: secuencia que incluye la región no traducida 3' del gen nopalina sintasa del ADN-T de pTiT37 
(Depicker et al., 1982)

<220>
< 221> característica miscelánea15
< 222> (9381)..(9414)
< 223> lox: secuencia que incluye la secuencia de reconocimiento de 34 pb para la recombinasa Cre del 
bacteriófago P1 (Hoess y Abremski, 1985)

<220>
< 221> característica miscelánea20
< 222> (9543)..(9567)
< 223> repetición del límite izquierdo del ADN-T de Agrobacterium tumefaciens (Zambryski, 1988)

<400> 13 
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<210> 14
< 211> 9621
< 212> ADN
< 213> Secuencia Artificial5

<220>
<223> ADN-T que comprende secuencias de ácidos nucleicos que codifican el promotor gluc1D, un 
péptido de retención de Golgi y una proteína NODC

<220>
< 221> característica miscelánea10
< 222> (1)..(25)
< 223> repetición del límite derecho del ADN-T de Agrobacterium tumefaciens (Zambryski, 1988)

<220>
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< 221> promotor
< 222> (26)..(2052)
< 223> secuencia que incluye la región del promotor del gen beta-1,3-endoglucanasa gluc1 del subgenoma 
D de Gossypium hirsutum (algodón) (Engelen y Arioli, 2008)

<220>5
< 221> sig_péptido
< 222> (2053)..(2157)

<220>
< 221> gen
< 222> (2158)..(3348)10

<220>
< 221> 3'UTR
< 222> (3349)..(3581)
< 223> secuencia que incluye la región no traducida 3' del transcrito 35S del virus del mosaico de la coliflor 
(Sanfaçon et al., 1991)15

<220>
< 221> promotor
< 222> (3582)..(5581)
< 223> Pgluc1(D2.0): secuencia que incluye la región del promotor del gen beta-1,3-endoglucanasa gluc1
del subgenoma D de Gossypium hirsutum (algodón) (Engelen y Arioli, 2008)20

<220>
< 221> gen
< 222> (5582)..(7411)
< 223> gfaEc-1Pb: región codificante del gen glutamina:fructosa-6-fosfato amidotransferasa de Escherichia 
coli (Frohberg y Essigmann, 2006)25

<220>
< 221> 3'UTR
< 222> (7412)..(7685)
< 223> 3'nos: secuencia que incluye la región no traducida 3' del gen nopalina sintasa del ADN-T de pTiT37 
(Depicker et al., 1982)30

<220>
< 221> característica miscelánea
< 222> (7728)..(7761)
< 223> lox: secuencia que incluye la secuencia de reconocimiento de 34 pb para la recombinasa Cre del 
bacteriófago P1 (Hoess y Abremski, 1985)35

<220>
< 221> promotor
< 222> (7762)..(8598)
< 223> P35S3: secuencia que incluye la región del promotor del transcrito 35S del virus del mosaico de la 
coliflor (Odell et al., 1985)40

<220>
< 221> gen
< 222> (8599)..(9150)
< 223> bar: la secuencia codificante del gen fosfinotricina acetiltransferasa de Streptomyces hygroscopicus 
(Thompson et al., 1987).45

<220>
< 221> 3'UTR
< 222> (9151)..(9434)
< 223> 3'nos: secuencia que incluye la región no traducida 3' del gen nopalina sintasa del ADN-T de pTiT37 
(Depicker et al., 1982)50
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<220>
< 221> característica miscelánea
< 222> (9435)..(9468)
< 223> lox: secuencia que incluye la secuencia de reconocimiento de 34 pb para la recombinasa Cre del 
bacteriófago P1 (Hoess y Abremski, 1985)5

<220>
< 221> característica miscelánea
< 222> (9597)..(9621)
< 223> repetición del límite izquierdo del ADN-T de Agrobacterium tumefaciens (Zambryski, 1988)

<400> 1410
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<210> 15
< 211> 7343
< 212> ADN
< 213> Secuencia Artificial5

<220>
<223> ADN-T que comprende secuencias de ácidos nucleicos que codifican el promotor expansina, un 
péptido de retención de Golgi y una proteína NODC

<220>
< 221> característica miscelánea10
< 222> (1)..(25)
< 223> repetición del límite derecho del ADN-T de Agrobacterium tumefaciens (Zambryski, 1988)

<220>
< 221> promotor
< 222> (26)..(913)15
< 223> secuencia que incluye la región del promotor del gen expansina de Gossypium hirsutum (algodón)

<220>
< 221> sig_péptido
< 222> (914)..(1018)

<220>20
< 221> gen
< 222> (1019)..(2209)

<220>
< 221> 3'UTR
< 222> (2210)..(2442)25
< 223> secuencia que incluye la región no traducida 3' del transcrito 35S del virus del mosaico de la coliflor 
(Sanfaçon et al., 1991)
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<220>
< 221> promotor
< 222> (2465)..(3303)
<223> Pcwp: secuencia que incluye la región del promotor del gen expansina de Gossypium hirsutum 
(algodón)5

<220>
< 221> gen
< 222> (3304)..(5133)
< 223> gfaEc: región codificante del gen glutamina:fructosa-6-fosfato amidotransferasa de Escherichia coli 
(Frohberg y Essigmann, 2006)10

<220>
< 221> 3'UTR
< 222> (5134)..(5407)
< 223> 3'nos: secuencia que incluye la región no traducida 3' del gen nopalina sintasa del ADN-T de pTiT37 
(Depicker et al., 1982)15

<220>
< 221> característica miscelánea
< 222> (5450)..(5449)
< 223> lox: secuencia que incluye la secuencia de reconocimiento de 34 pb para la recombinasa Cre del 
bacteriófago P1 (Hoess y Abremski, 1985)20

<220>
< 221> promotor
< 222> (5484)..(6320)
< 223> P35S3: secuencia que incluye la región del promotor del transcrito 35S del virus del mosaico de la 
coliflor (Odell et al., 1985)25

<220>
< 221> gen
< 222> (6321)..(6872)
< 223> bar: la secuencia codificante del gen fosfinotricina acetiltransferasa de Streptomyces hygroscopicus 
(Thompson et al., 1987).30

<220>
< 221> 3'UTR
< 222> (6873)..(7156)
< 223> 3'nos: secuencia que incluye la región no traducida 3' del gen nopalina sintasa del ADN-T de pTiT37 
(Depicker et al., 1982)35

<220>
< 221> característica miscelánea
< 222> (7157)..(7190)
< 223> lox: secuencia que incluye la secuencia de reconocimiento de 34 pb para la recombinasa Cre del 
bacteriófago P1 (Hoess y Abremski, 1985)40

<220>
< 221> característica miscelánea
< 222> (7319)..(7343)
< 223> repetición del límite izquierdo del ADN-T de Agrobacterium tumefaciens (Zambryski, 1988)

<400> 15 45
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<210> 16
< 211> 10829
< 212> ADN
< 213> Secuencia Artificial5

<220>
<223> ADN-T que comprende secuencias de ácidos nucleicos que codifican el promotor E6, un péptido 
de retención de Golgi y una proteína NODC

<220>
< 221> característica miscelánea10
< 222> (1)..(25)
< 223> repetición del límite derecho del ADN-T de Agrobacterium tumefaciens (Zambryski, 1988)

<220>
< 221> promotor
< 222> (26)..(2712)15
< 223> secuencia que incluye la región del promotor del gen E6 de Gossypium hirsutum (algodón)

<220>
< 221> sig_péptido
< 222> (2713)..(2817)

<220>20
< 221> gen
< 222> (2818)..(4008)

<220>
< 221> 3'UTR
< 222> (4009)..(4244)25
< 223> secuencia que incluye la región no traducida 3' del transcrito 35S del virus del mosaico de la coliflor 
(Sanfaçon et al., 1991)

<220>
< 221> promotor
< 222> (4262)..(6901)30
<223> Pcwp: secuencia que incluye la región del promotor del gen E6 de Gossypium hirsutum (algodón)

<220>
< 221> gen
< 222> (6902)..(8713)
< 223> gfaEc: región codificante del gen glutamina:fructosa-6-fosfato amidotransferasa de Escherichia coli 35
(Frohberg y Essigmann, 2006)

<220>
< 221> 3'UTR
< 222> (8732)..(9005)
< 223> 3'nos: secuencia que incluye la región no traducida 3' del gen nopalina sintasa del ADN-T de pTiT37 40
(Depicker et al., 1982)

<220>
< 221> característica miscelánea
< 222> (9048)..(9085)
< 223> lox: secuencia que incluye la secuencia de reconocimiento de 34 pb para la recombinasa Cre del 45
bacteriófago P1 (Hoess y Abremski, 1985)

<220>
< 221> promotor
< 222> (9086)..(9918)
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< 223> P35S3: secuencia que incluye la región del promotor del transcrito 35S del virus del mosaico de la 
coliflor (Odell et al., 1985)

<220>
< 221> gen
< 222> (9919)..(10470)5
< 223> bar: la secuencia codificante del gen fosfinotricina acetiltransferasa de Streptomyces hygroscopicus 
(Thompson et al., 1987).

<220>
< 221> 3'UTR
< 222> (10471)..(10750)10
< 223> 3'nos: secuencia que incluye la región no traducida 3' del gen nopalina sintasa del ADN-T de pTiT37 
(Depicker et al., 1982)

<220>
< 221> característica miscelánea
< 222> (10751)..(10788)15
< 223> lox: secuencia que incluye la secuencia de reconocimiento de 34 pb para la recombinasa Cre del 
bacteriófago P1 (Hoess y Abremski, 1985)

<220>
< 221> característica miscelánea
< 222> (10805)..(10829)20
< 223> repetición del límite izquierdo del ADN-T de Agrobacterium tumefaciens (Zambryski, 1988)

<400> 16 
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la producción de oligosacáridos cargados positivamente en la pared celular vegetal, 
particularmente la pared celular secundaria, comprendiendo dicho método 

i. introducir o proporcionar un gen quimérico en la célula vegetal,
comprendiendo dicho gen quimérico:5
1. un promotor expresable en plantas;
2. una región de ADN que codifica una proteína de nodulación C fusionada a una 

secuencia de anclaje señal heteróloga para fijar como objetivo las membranas 
del aparato de Golgi; y 

3. una región de terminación de la transcripción y de poliadenilación.10

2. Un método de acuerdo con la reivindicación 1,  que comprende, además, la etapa de regeneración de dicha célula 
vegetal en una planta.

3. Un método de acuerdo con la reivindicación 2, caracterizado por que la longitud de la raíz de dicha planta es 
esencialmente la misma que la de una planta de tipo salvaje que comprende la proteína de nodulación C.

4. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dichos oligosacáridos cargados 15
positivamente consisten en N-acetilglucaminasas β1-4-enlazadas con un grado de polimerización de 2 a 10.

5. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicha secuencia de anclaje 
señal se selecciona se selecciona de la secuencia de anclaje señal de una sialil transferasa de rata, la secuencia de 
anclaje señal de una galactosiltransferasa humana, la secuencia de anclaje señal del homólogo de Arabidopsis del 
receptor de levadura HDEL (AtERD2), la secuencia de anclaje señal de la α-2,6-sialiltransferasa, la secuencia de 20
anclaje señal de β1,2-xilosiltransferasa de Arabidopsis thaliana, la secuencia de anclaje señal de N-
metilglucosaminil-transferasa I del tabaco o la secuencia de aminoácidos YYHDL o LKLEI.

6. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicha región de ADN codifica 
una proteína de nodulación C obtenible de una especie de Rhizobium, una especie de Azorhizobium, una especie de 
Bradyrhizobium, una especie de Mesorhizobium, una especie de Ralstonia, una especie de Streptomyces, una 25
especie de Burkholderia, una especie de Cupriavidus, una especie de Sinorhizobium, una especie de 
Desulfobacterium, una especie de Dokdonia, una especie de Methylobacterium, una especie de Phyllobacterium o 
una especie de Psychroflexus.

7. El método de la reivindicación 6, en el que dicha proteína de nodulación C comprende la secuencia de 
aminoácidos SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2. SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 5, SEQ ID NO 6, SEQ ID NO 7, 30
SEQ ID NO 8 SEQ ID NO 9, 1615305C, 1615305D, 1615305E, AAA26226, AAA63602, AAB16897, AAB24745, 
AAB34509, AAB47353, AAB51164, AAB71694, AAB91695, AAB95329, AAC80567, AAD11313 , AAD11315, 
AAD11317, AAD11319, AAD11321, AAD11323, AAD11325, AAD11327, AAD11329, AAD11331, AAD11333, 
AAD11335, AAD11337, AAD11339, AAD11341, AAD11343, AAD11345, AAD11347, AAD11349, AAD11351, 
AAD11353, AAD11355, AAD11357, AAD11359, AAD11361, AAD11363 , AAD11365, AAD11367, AAD11369, 35
AAD11371, AAD11373, AAD11375, AAD11377, AAD11379, AAD11381, AAD11383, AAD11385, AAD11387, 
AAD11389, AAD11391, AAD11393, AAD11395, AAD11397, AAD11399, AAD11401, AAD11403, AAD11405, 
AAG60998, AAK00157, AAK39956, AAK39957 , AAK39958, AAK39959, AAK39960, AAK39961, AAK39962, 
AAK39963, AAK39964, AAK39965, AAK39966, AAK39967, AAK50872, AAK65131, AAL88670, AAN62903, 
AAS91748, AAU11338, AAU11339, AAU11340, AAU11341, AAU11342, AAU11343, AAU11344, AAU11345, 40
AAU11346, AAU11347 , AAU11348, AAU11349, AAU11350, AAU11351, AAU11352, AAU11353, AAU11354, 
AAU11355, AAU11356, AAU11357, AAU11358, AAU11359, AAU11360, AAU11361, AAU11362, AAU11363, 
AAU11364, AAU11365, AAX30049, AAX30050, AAY44091, AAY44092, AAY44093, AAY89044, AAZ81541 , 
ABC40958, ABC67303, ABD39006, ABD39007, ABD39008, ABD39009, ABD39010, ABD3901 1, ABD39012, 
ABD39013, ABD39014, ABD39015, ABD39016, ABD39017, ABD39018, ABD39019, ABD39020, ABD39021, 45
ABD39022, ABD39023, ABD39024, ABD39025, ABD39026, ABD39027, ABD39028, ABD39029, ABD39030, 
ABD39031, ABD39032, ABD39033, ABD39034, ABD39035, ABD39036, ABD39037, ABD39038, ABD67413, 
ABD67416, ABD67419, ABD67422, ABD67425, ABD67428, ABD67431, ABD67434, ABD73319, ABD73320, 
ABD73321, ABD73322, ABD73323, ABD73324, ABD73325, ABD73326, ABD73327, ABD73328, ABD73329, 
ABD73330, ABD94161, ABD94162, ABD94163, ABD94164, ABD94165, ABF93198, ABF93199, ABF93200, 50
ABF93201, ABF93202, ABM69186, ABM69187, ABM69188, ABM69189, ABM69190, ABN09217, ABN09218, 
ABN09219, ABN11 177, ABN1 1 178, ABN11179, ABP93834, ABS85176, ABS85177, ABS85178, ABS85179, 
ABS85180, ABS85181, ABS85182, ABU69044, ABU69045, ABU69046, ABU69047, ABU69048, ABU69049, 
ABU69050, ABU69051, ABU69052, ABU69053, ABU69054, ABU69055, ABU69056, ABU69057, ABU69058, 
ABU69059, ABU69060, ABU69061, ABU89879, ABV25689, ABV25690, ABV25691, ABV25692, ABV25693, 55
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ABV25694, ABW96196, ABW96197, ABW96198, ABW96199, ABW96200, ABW96201, ABW96202, ABW96203, 
ABW96204, ABW96205, ABW96206, ABW96207, ABW96208, ABW96209, ABW96210, ABW96211, ABY59633, 
ABY59634, ABY59635, ABY59636, ABY59637, ACA80309, ACA80310, ACA80311, ACA80312, ACA80313, 
ACC77565, ACD39337, ACD39338, ACD39339, ACD39340, ACD39341, ACD39342, ACD39343, ACD39344, 
ACD39345, ACD39346, ACD39347, ACD62595, ACD63093, ACD63094, ACD63095, ACD63096, ACD63097, 5
ACD63098, ACD63099, ACD63100, ACD63101, ACD63102, ACD63103, ACD63104, ACF19762, ACF 19763, 19764 
ACF, ACF 19765, 19766 ACF, ACF 19767, 19768 ACF, ACF 19769, ACF19770, ACH91221, ACH91222, 
ACH91223, ACH91224, ACH91225, ACH91226, ACH91227, ACH91228, ACH91229, ACH91230, ACH91231, 
ACH91232, ACH91233, ACH91242, ACH91243, ACH91244, ACH91245, ACH91246, ACH91247, ACH91248, 
ACH91249, ACI47333, ACI47334, ACI47335, ACI47336, ACI47337, ACI47338, ACI47339, ACI47340, ACI47341, 10
ACI47342, ACI47343, ACI47344, ACI47345, ACL12058, ACL12059, ACL50517, ACL50518, ACL50519, ACL50520, 
ACL50521, ACL50522, ACL50523, ACM69382, ACM79634, ACM79635, ACM79636, ACM79637, ACM79638, 
ACM79639, ACM79640, ACM79641, ACM79642, ACM79643, ACM79644, ACM79645, ACM79646, ACN17701, 
ACN69201, ACN69202, ACN69203, ACN69204, ACN69205, ACN69206, ACN69207, ACN69208, ACN69209, 
ACN69210, ACN69211, ACN69212, ACN69213, AC058664, AC058665, AC058666, AC058667, AC058668, 15
AC058669, ACO58670, AC058671, AC058672, AC058673, AC058674, AC058675, ACP40990, ACS35430, 
ACS35434, ACT34091, ACT34094, ACT34097, ACT34100, ACT34101, ACT34104, ACT34107, ACT34110, 
ACT34113, ACT34116, ACT34119, ACT34122, ACT34125, ACT34128, ACT34131, ACT34134, ACT34137, 
ACT34140, ACT34143, ACV52950, ACV52951, ACV52952, ACV52953, ACV52954, ACV52955, ACX47326, 
ACX47327, ACX47328, ACX47329, ACX47330, ACX47331, ACX47332, ACX47333, ACX47334, ACY02884, 20
ACY78518, ACZ52692, ACZ52693, ACZ52694, ACZ52695, ACZ52696, ACZ52697, ADD20957, ADD20958, 
ADD20959, ADD20960, ADD20961, ADD20962, ADD20963, ADD20964, ADD20965, ADD20966, ADD20967, 
ADD20968, ADD20969, ADD20970, ADD20971, ADG63645, ADG63646, ADG63647, ADG63648, ADG63649, 
ADG63650, ADG63651, ADG63652, ADJ18191, ADJ18192, BAA06082, BAA06083, BAA06084, BAA06085, 
BAA06086, BAA06087, BAA06088, BAA06089, BAA06090, BAA24092, BAB52500, C26813, CAA25810, CAA25811, 25
CAA25814, CAA26310, CAA26311, CAA51773, CAA51774, CAA608779, CAA67139, CAB56055, CAC42489, 
CAD29949, CAD29950, CAD29951, CAD29952, CAD29953, CAD29954, CAD29955, CAD29956, CAD29957, 
CAD31533, CAD43933, CAD90257, CAD90583, CAD90584, CAD90585, CAD90586, CAD90587, CAD90588, 
CAH04369, CAN84684, CAP64017, EAQ38847, EAS72439, NP_106714, NP_435719, NP_443883, P04340, 
P04341, P04677, P04678, P04679, P06234, P06235, P17862, P24151, P26024, P50357, P53417, P72334, Q07755, 30
Q53513, YP 001.796.208, YP 002605865, ZP_01050448 o ZP_01252.570.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicha NODC fusionada a la secuencia 
anclaje de señal de Golgi comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO 11.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicho promotor expresable en plantas es un 
promotor específico para fibras.35

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que dicho promotor expresable en plantas es un 
promotor específico para fibras seleccionado del promotor específico para fibras de un gen beta-tubulina del 
algodón, un promotor específico para fibras de un gen actina del algodón, un promotor específico para fibras de un 
gen de proteína de transferencia de lípidos del algodón, un promotor de la envuelta de semillas y proteasa específica 
para fibras del algodón, un promotor del gen R2R3 MYB específico para fibras del algodón, un promotor de un gen 40
expansina del algodón o un promotor de un gen quitinasa en algodón.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que dicho se selecciona de algodón, cáñamo o 
lino.

12. El método de la reivindicación 11, en el que la pared celular vegetal en dicha planta de algodón comprende 
fibras.45

13. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, que comprende, además, la etapa de desacetilar 
dichos oligosacáridos que consisten en monómeros de N-acetilglucosamina tratando la pared celular de dicha planta 
con una disolución alcalina durante un tiempo suficiente para desacetilar dicho oligosacárido que consiste en 
monómeros de N-acetilglucosamina, o a través de la acción enzimática de quitina desacetilasas.

14. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 13, que comprende, además, la etapa de aislar la pared 50
celular vegetal o fibras de dicha planta.

15. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 14, en el que la pared celular de dicha planta es una 
pared celular vegetal secundaria.

16. Un gen quimérico según se describe en las reivindicaciones 1 a 10.
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17. Una célula vegetal que comprende el gen quimérico de la reivindicación 16.

18. Una planta que consiste esencialmente en las células vegetales de la reivindicación 17.

19. La planta de la reivindicación 18, caracterizada por que la longitud de la raíz de dicha planta es esencialmente la 
misma que la de plantas de tipo salvaje que no comprenden NODC.

20. La planta de la reivindicación 18 ó 19, que es algodón.5

21. Uso del gen quimérico de la reivindicación 16 para incrementar la cantidad de oligosacáridos cargados 
positivamente en la pared celular de una célula vegetal o para incrementar la reactividad de las paredes celulares 
vegetales para modificaciones químicas de estas paredes celulares vegetales.

22. Uso del gen quimérico de la reivindicación 16, para producir plantas con oligosacáridos cargados positivamente 
en la pared celular, caracterizado por que la longitud de la raíz de dicha planta es esencialmente la misma que la de 10
una planta isogénica que no comprende la proteína de nodulación C.

23. Uso del gen quimérico de la reivindicación 16, para producir plantas de algodón con oligosacáridos cargados 
positivamente en las fibras.

24. Uso del gen quimérico de la reivindicación 16. para producir fibras de algodón con reactividad mejorada tal como 
una capacidad de tinción mejorada.15

25. Uso del gen quimérico de la reivindicación 16, para producir hilos y tejidos con reactividad mejorada tal como 
una capacidad de tinción mejorada.
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