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DESCRIPCIÓN

Expresión diferencial de alelos específicos de subgenoma en algodón y usos de los mismos

Campo de la invención5

La presente invención se refiere al campo de la agricultura, más específicamente al uso de técnicas de biología 
molecular para modificar plantas productoras de fibras, en particular, plantas de algodón, y/o acelerar el cultivo de 
tales plantas que contienen fibras. Se proporcionan promotores vegetales con un perfil de expresión preferente de 
fibra. Además, los promotores están sometidos a regulación temporal.10

Técnica anterior

El algodón proporciona gran parte de la fibra de alta calidad para la industria textil. La modificación de las 
características de las fibras de algodón para adaptarse mejor a los requisitos de la industria es un esfuerzo 15
considerable en el cultivo por procedimientos clásicos o mediante la modificación genética del genoma de las plantas 
de algodón.

Aproximadamente el 90 % del algodón que se cultiva en el mundo es Gossypium hirsutum L., mientras que 
Gossypium barbadense supone aproximadamente el 8 %. Como en la mayoría de las plantas con flor, se cree que 20
los genomas del algodón han incurrido en uno o más eventos de poliploidización y han evolucionado por la unión de 
varios genomas divergentes en un núcleo común. El mercado del algodón está dominado por las formas mejoradas 
de dos especies tetraploides “AD”, Gossypium hirsutum L. y Gossypium barbadense L. Se cree que los algodones 
tetraploides se formaron hace aproximadamente 1-2 millones de años, en el Nuevo Mundo, por hibridación entre un 
taxón materno de genoma “A” del Viejo Mundo parecido a Gossypium herbaceum y un taxón paterno de genoma “D” 25
del nuevo mundo parecido a Gossypium raimondii o Gossypium gossypioides. Los taxones silvestres de Gossypium
tetraploide AD y diploide de genoma A producen fibras hilables. En Asia se sigue cultivando y desarrollando una 
especie diploide de genoma A, Gossypium arboreum. Su pariente cercano y posible progenitor, la especie diploide 
de genoma A G. herbaceum también produce fibra hilable. Aunque las semillas de los diploides de genoma D son 
puberales, ninguna produce fibras hilables. No se han domesticado los taxones de ninguno de los demás genomas 30
diploides de Gossypium reconocidos (B, C, E, F y G). La selección dirigida intensa llevada a cabo por el ser humano 
ha producido se forma consistente algodones tetraploides AD que tienen un rendimiento mejor y/o mejores 
características de calidad en comparación con las variedades de cultivo diploides de genoma A. En el cultivo 
selectivo de G. hirsutum (AADD) se ha enfatizado el rendimiento máximo, mientras que en el de G. barbadense
(AADD) se valoran sus fibras de mayor longitud, resistencia y finura (Jiang et al. 1998 - Proc Natl Acad Sci USA. 14 35
de abril de 1998; 95(8): 4419-4424).

Una fibra de algodón es una sola célula que se inicia en la epidermis del tegumento exterior de los óvulos en la 
antesis o justo antes. Posteriormente, las fibras se elongan rápidamente durante aproximadamente 3 semanas antes 
de cambiar a la síntesis intensiva de celulosa de la pared celular secundaria. Las células fibrosas se interconectan 40
únicamente con la capa subyacente de la semilla en los extremos basales y la entrada de solutos, agua y otras 
moléculas se produce a través de los plasmodesmas o la membrana plasmática. Ruan et al. 2001 (Plant Cell 13: 47-
63) demostraron un cierre transitorio de los plasmodesmas durante la elongación de las fibras. Ruan et al. 2004 
(Plant Physiology - Vol. 136: págs. 4104-4113) compararon la duración del cierre de los plasmodesmas entre 
distintos genotipos de algodón de diferentes longitudes de fibra y descubrieron una correlación positiva entre la 45
duración del cierre de los plasmodesmas y la longitud de las fibras. Además, se presentaron pruebas microscópicas 
que demostraban la deposición de callosa y la degradación en la base de la fibra, que se correlacionan con la 
cronología del cierre y la reapertura de los plasmodesmas. Además, la expresión de un gen de β-1,3-endoglucanasa 
(GhGluc1) en las fibras, que permite degradar la callosa, presentaba una correlación con la reapertura de los 
plasmodesmas en la base de la fibra.50

En el documento WO2005/017157 se describen procedimientos y medios para modular la longitud de las fibras en 
plantas productoras de fibras tales como el algodón mediante la modificación de la fase de elongación de las fibras 
como se describe en Ruan et al. 2001. La fase de elongación de las fibras se puede aumentar o disminuir al interferir 
con la deposición de callosa en los plasmodesmas en la base de las células fibrosas.55

Además, sería interesante para la modificación de las fibras por ingeniería genética la presencia de promotores que 
se expresan de forma preferente o específica sólo en células fibrosas y/o que se expresan únicamente a partir de 
una fase del desarrollo de la fibra en particular.

60
El documento WO2004/018620 se refiere a una molécula de ácido nucleico aislada que codifica una quitinasa de 
algodón endógena y su promotor, que se expresan preferentemente en las fibras durante la deposición de la pared 
secundaria. También se desvelan el polipéptido codificado por la molécula de ácido nucleico, una construcción de 
ADN que enlaza la molécula de ácido nucleico aislada con un promotor, la construcción de ADN incorporada en un 
sistema de expresión, una célula huésped, una planta o una semilla vegetal. El documento también se refiere a una 65
construcción de ADN que enlaza el promotor aislado con un segundo ADN, así como sistemas de expresión, células 
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huésped, plantas o semillas vegetales que contienen la construcción de ADN. También se desvelan procedimientos 
para conferir resistencia a insectos y hongos, regular el contenido de las fibras en celulosa y procedimientos para 
expresar un gen de forma preferente en las fibras durante la deposición de la pared secundaria.

Sería útil contar con promotores alternativos que dirigieran la expresión génica de forma preferente y/o intensa en las 5
fibras durante la deposición de la pared secundaria, es decir, de forma intensa y continua (por ejemplo, a >50 % de 
su actividad máxima) por ejemplo, desde el inicio de la deposición de la pared secundaria hasta su finalización o, por 
ejemplo, de la fase de maduración en adelante. El inicio de la deposición de la pared secundaria se define como el 
momento en que comienza a aumentar el peso en seco por unidad de longitud de una fibra de algodón o en el que 
comienza a aumentar el peso seco por unidad de área de superficie de cualquier célula a través de la síntesis de un 10
nuevo material de pared que contiene más del 40 % (p/p) de celulosa. En el caso de la fibra de algodón de G. 
hirsutum L., se espera que esto ocurra entre 14 y 17 DPA cuando se cultivan las plantas de algodón en condiciones 
típicas en el invernadero o en el campo (temperatura diurna de 26-34 °C, temperatura nocturna de 20-26 °C, 
intensidad lumínica mayor o igual a 1000 einstein/m2/s, con agua y nutrientes minerales adecuados). El final de la 
formación de la pared celular secundaria y el comienzo de la fase de maduración se suelen producir alrededor de 35 15
DPA en el caso de la fibra de algodón de G. hirsutum L.

Además, sería útil contar con promotores alternativos que dirigieran la expresión génica únicamente o de forma 
preferente en las fibras al mismo tiempo que excluyen o minimizan la expresión en otros tejidos.

20
Las invenciones descritas de aquí en adelante en el presente documento en los diferentes modos de realización, 
ejemplos, figuras y reivindicaciones proporcionan promotores o regiones promotoras específicos(as) de fibras y/o 
preferentes de fibras.

Sumario de la invención25

En un modo de realización de la invención, se proporciona un promotor preferente de células fibrosas que 
comprende una secuencia de nucleótidos seleccionada del siguiente grupo de secuencias de nucleótidos:

a) una secuencia de nucleótidos que comprende la secuencia de nucleótidos de SEC ID NO 9 desde el 30
nucleótido e la posición 465 hasta el nucleótido de la posición 2307;
b) una secuencia de nucleótidos que comprende la secuencia de nucleótidos que tiene una identidad de 
secuencia de al menos el 95 % con la secuencia de nucleótidos mencionada en a) en la que dicho promotor 
preferente de células fibrosas que comprende dicha secuencia de nucleótidos dirige la expresión génica más allá 
de 30 DPA en Gossypium hirsutum.35

En otro modo de realización más de la invención, se proporciona un gen quimérico que comprende las siguientes 
regiones de ADN enlazadas de forma funcional

a) un promotor preferente de células fibrosas como se describe en el presente documento;40
b) una región heteróloga de ADN que codifica un ARN biológicamente activo de interés; y
c) una señal de terminación de la transcripción y de poliadenilación.

El ARN biológicamente activo puede codificar una proteína de interés, tal como una N-acetilglucosamina transferasa, 
preferentemente una N-acetilglucosamina transferasa de tipo NodC, una celulosa sintasa, una sacarosa sintasa, 45
preferentemente una sacarosa sintasa de tipo C, una sacarosa fosfato sintasa o una β-1,3-endoglucanasa. El ARN 
biológicamente activo también puede ser un ARN inhibidor o un ARN silenciador, tal como una ribozima, microARN, 
una horquilla de ARN bicatenario, dirigida en particular a la regulación por disminución de la expresión de un gen 
endógeno del algodón, tal como β-1,3-endoglucanasa xilano sintasa (cs1F), xiloglucano sintasa (cs1D) o 1,3-1,4 
glucano sintasa (cs1C).50

También se proporcionan células vegetales y plantas, tales como plantas de algodón, y semillas de las mismas, que 
comprenden tales genes quiméricos.

La invención proporciona además un procedimiento para expresar un ARN biológicamente activo de forma 55
preferente en una célula fibrosa o una planta productora de fibras, tal como una planta de algodón, procedimiento 
que comprende las etapas de dotar a las células de las plantas de un gen quimérico según la invención y cultivar las 
plantas.

En otro modo de realización más, la invención se refiere al uso de un promotor específico de fibra y/o preferente de 60
fibra según la invención para la expresión preferente de un ARN biológicamente activo en células fibrosas de una 
planta productora de fibras tal como una planta de algodón.

Breve descripción de las figuras
65

Figura 1: alineación de regiones promotoras del gen de β-1,3-endoglucanasa del subgenoma A y del subgenoma D 

E08701076
30-09-2015ES 2 548 763 T3

 



4

de Gossypium hirsutum. La secuencia de nucleótidos del promotor del subgenoma A (secuencia superior) 
corresponde a la secuencia de nucleótidos de SEC ID NO 9 desde la posición 1460 hasta la posición 2408. La 
secuencia de nucleótidos del promotor del subgenoma D (secuencia inferior) corresponde a la secuencia de 
nucleótidos de SEC ID NO 10 desde la posición 2372 hasta la posición 3372. Las diferencias en la secuencia de 
nucleótidos se indican con recuadros grises. Los nucleótidos que no tienen un nucleótido correspondiente en la otra 5
región promotora se indican con guiones en la secuencia de nucleótidos que carece de los nucleótidos. La 
homología total entre las dos regiones promotoras es de aproximadamente el 71 % de identidad de secuencia.

Figura 2: alineación de regiones codificantes del gen de β-1,3-endoglucanasa (sin intrón) del subgenoma A y del 
subgenoma D de Gossypium hirsutum. La secuencia de nucleótidos de la región codificante del alelo de subgenoma 10
A (secuencia superior) corresponde a la secuencia de nucleótidos de SEC ID NO 9 desde la posición 2410 hasta la 
posición 2443 y desde la posición 2556 hasta la 3499. La secuencia de nucleótidos de la región codificante del alelo 
de subgenoma D (secuencia inferior) corresponde a la secuencia de nucleótidos de SEC ID NO 10 desde la posición 
3373 hasta la posición 3406 y desde la posición 3501 hasta la 4444. Las diferencias en la secuencia de nucleótidos 
se indican con recuadros grises. Los nucleótidos que no tienen un nucleótido correspondiente en la otra región 15
promotora se indican con guiones en la secuencia de nucleótidos que carece de los nucleótidos. La homología total 
entre las dos regiones promotoras es de aproximadamente el 97% de identidad de secuencia.

Figura 3: alineación de la secuencia intrónica del gen de β-1,3-endoglucanasa del subgenoma A y del subgenoma D 
de Gossypium hirsutum. La secuencia superior corresponde a la secuencia de nucleótidos del intrón del alelo de 20
subgenoma A, mientras que la secuencia inferior corresponda a la secuencia de nucleótidos del intrón del alelo de 
subgenoma D.

Figura 4: alineación de la secuencia de aminoácidos de la β-1,3-endoglucanasa codificada por el alelo de 
subgenoma A (secuencia superior correspondiente a la SEC ID NO 11) y el alelo de subgenoma D (secuencia 25
inferior correspondiente a la SEC ID NO 12).

Figura 5: alineación de la secuencia de nucleótidos de SEC ID 1 a 4 desde la posición de nucleótido 201 a la 211. El 
sitio de reconocimiento de la enzima de restricción Alw1 presente en la secuencia de nucleótidos del alelo de 
subgenoma A sólo del gen de β-1,3-endoglucanasa está subrayado y se representa en letra cursiva.30

Figura 6: correlación entre la curva de crecimiento de la fibra (panel A) y la expresión del gen de β-1,3-
endoglucanasa (GhGluc1) (panel B). Se extrajo y se igualó ADN de una colección de ADNc de fibras (en desarrollo) 
en Gossypium hirsutum. Los fragmentos de PCR se amplificaron con los cebadores oligonucleotídicos SE002 y 
SE003 (SEC ID NO 5 y 6) y se digirieron con Alw1. Un producto amplificado por PCR para la variante de genoma A 35
proporciona 3 fragmentos (479 pb + 118 pb + 59 pb), mientras que para la variante de genoma D sólo proporciona 2 
fragmentos (538 pb + 118 pb).

Figura 7: análisis de la expresión de GhGluc1 en hojas, raíces y tallos de algodón por RT-PCR. Se sometió ARN 
extraído de hojas, raíces y tallos de algodón a un análisis por RT-PCR para detectar la expresión de glucanasa 1 o 40
proteína fosfatasa 2A (pp2A). La síntesis de la primera hebra de ADNc se realizó con el sistema SuperScript First-
Strand Synthesis de Invitrogen. Carril 1: escalera de 100 pb; carril 2: muestra de ARN de hoja de algodón + 
cebadores específicos de Gluc1 + transcriptasa inversa; carril 3: muestra de ARN de hoja de algodón + cebadores 
específicos de Gluc1 - transcriptasa inversa; carril 4: muestra de ARN de raíz de algodón + cebadores específicos de 
Gluc1 + transcriptasa inversa; carril 5: muestra de ARN de raíz de algodón + cebadores específicos de Gluc1 -45
transcriptasa inversa; carril 6: muestra de ARN de tallo de algodón + cebadores específicos de Gluc1 + transcriptasa 
inversa; carril 7: muestra de ARN de tallo de algodón + cebadores específicos de Gluc1 – transcriptasa inversa; carril 
8: ADN genómico (Fibermax 400 ng) + cebadores específicos de Gluc1; carril 9: escalera de 100 pb; carril 10: 
muestra de ARN de hoja de algodón + cebadores específicos de pp2A + transcriptasa inversa; carril 11: muestra de 
ARN de hoja de algodón + cebadores específicos de pp2A - transcriptasa inversa; carril 12: muestra de ARN de raíz 50
de algodón + cebadores específicos de pp2A + transcriptasa inversa; carril 13: muestra de ARN de raíz de algodón + 
cebadores específicos de pp2A - transcriptasa inversa; carril 14: muestra de ARN de tallo de algodón + cebadores 
específicos de pp2A + transcriptasa inversa; carril 15: muestra de ARN de tallo de algodón + cebadores específicos 
de pp2A - transcriptasa inversa; carril 16: escalera de 100 pb; carril 17: ARN de control positivo (suministrado con el 
kit).55

Modos de realización detallados

La presente invención se basa en el descubrimiento inesperado de que la cronología de la expresión de los alelos 
específicos de subgenoma A y D del gen de β-1,3-endoglucanasa específico de fibra (GhGluc1) se diferente al 60
menos en Gossypium hirsutum. Mientra el inicio de la expresión del alelo específico de subgenoma D se 
correlaciona con la finalización de la fase de elongación rápida (aproximadamente de 14 a 17 días postantesis, en lo 
sucesivo “DPA”), el inicio de la expresión del subgenoma A se retrasa hasta el comienzo de la fase tardía de 
maduración de la fibra (aproximadamente 35-40 DPA), en función de las condiciones de cultivo.

65
En consecuencia, en este documento se describe la identificación de promotores específicos de fibra novedosos que 
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se expresan de forma preferente en células fibrosas desde el final de la fase de elongación rápida o desde el inicio 
de la fase de maduración de la fibra. Estos promotores tienen utilidad, por ejemplo, en la expresión de genes 
quiméricos productores de biomoléculas novedosas en fases tardías del desarrollo de las fibras, por ejemplo, al 
codificar XET potenciado, el dominio de unión a celulosa (CBD), los genes mutantes de raíces hinchadas (RSW), el 
color, la plasticidad, la capacidad de digestión de la celulosa, propiedades/compuestos de pared celular novedosos. 5
Los promotores también se podrían usar para dirigir la expresión génica -30, 40 DPA en las fibras; por ejemplo, para 
la producción de quitina en fases tardías del desarrollo de las fibras de algodón (30, 40 DPA) o para la expresión 
génica 40 DPA en las fibras, por ejemplo, para la producción de quitina en fases muy tardías del desarrollo de las 
fibras de algodón (40 DPA). Los promotores según la invención también se podrían usar para dirigir la expresión de 
genes CesA 40 DPA para potenciar la biosíntesis de celulosa y potenciar las propiedades de las fibras o para 10
producir ARN biológicamente activo destinado a la silenciación específica de fase de genes endógenos del algodón, 
tal como la silenciación de β-1,3-endoglucanasa para cultivar fibras más largas. Los promotores también se podrían 
aplicar en la expresión específica de fase de genes quiméricos que codifican, por ejemplo, callosa sintasa para 
modificar las propiedades y la calidad de las fibras.

15
En este documento se describe un fragmento promotor preferente de fibra que se puede aislar del algodón, en 
particular de la especie Gossypium hirsutum, y que se sitúa aguas arriba de las secuencias de ácido nucleico que 
codifican una β-1,3-endoglucanasa específica de fibra que tiene una secuencia de aminoácidos que comprende la 
secuencia de aminoácidos de SEC ID 11, 12, 7 u 8 o variantes de la misma.

20
Tal como se usa en el presente documento, el término "promotor" denota cualquier ADN reconocido y unido (directa 
o indirectamente) por una polimerasa de ARN dependiente de ADN durante la iniciación de la transcripción. Un 
promotor incluye el sitio de iniciación de la transcripción y sitios de unión para los factores de iniciación de la 
transcripción y la polimerasa de ARN, y puede comprender diversos sitios más (por ejemplo, potenciadores) a los 
que se pueden unir proteínas reguladoras de la expresión génica.25

Tal como se usa en el presente documento, el término "región reguladora" significa cualquier ADN que participa en 
la dirección de la transcripción y el control (es decir, la regulación) de la cronología y el grado de transcripción de una 
secuencia de ADN dada, tal como un ADN que codifica una proteína o polipéptido. Por ejemplo, una región 
reguladora (o "región promotora") en 5' es una secuencia de ADN situada aguas arriba (es decir, en 5') de una 30
secuencia codificante y que comprende el promotor y la secuencia líder no traducida en 5'. Una secuencia 
reguladora en 3' es una secuencia de ADN situada corriente abajo (es decir, en 3') de la secuencia codificante y que 
comprende señales de formación (y/o regulación) de extremos en 3' en la transcripción adecuados, incluidas una o 
más señales de poliadenilación.

35
El término "gen" significa cualquier fragmento de ADN que comprende una región de ADN (la "región de ADN 
transcrito") que se transcribe en una molécula de ARN (por ejemplo, un ARNm) en una célula bajo el control de 
regiones reguladoras adecuadas, por ejemplo, una región promotora que se puede expresar en plantas. Por tanto, 
un gen puede comprender varios fragmentos de ADN enlazados de forma funcional, tales como un promotor, una 
secuencia líder no traducida en 5', una región codificante y una región no traducida en 3' que comprende un sitio de 40
poliadenilación. Un gen vegetal endógeno es un gen que se encuentra de forma natural en una especie vegetal. Una 
gen quimérico es cualquier gen que no se encuentra normalmente en una especie vegetal o, de forma alternativa, 
cualquier gen en el que el promotor no está asociado en la naturaleza con parte o con la totalidad de la región de 
ADN transcrito (una región de ADN “heteróloga”) o con al menos otra región reguladora del gen.

45
El término "expresión de un gen" se refiere al proceso en el que una región de ADN bajo el control de regiones 
reguladoras, en particular el promotor, se transcribe en un ARN que es biológicamente activo, es decir, que puede 
interaccionar con otro ácido nucleico o que se puede traducir en un polipéptido o una proteína biológicamente 
activos. Se dice que un gen codifica un ARN cuando el producto final de la expresión del gen es ARN biológicamente 
activo, tal como un ARN antisentido o una ribozima. Se dice que un gen codifica una proteína cuando el producto 50
final de la expresión del gen es una proteína o un polipéptido funcional o biológicamente activo.

El término "selectivo de fibra" o “selectivo de célula fibrosa” o “específico de fibra” o “específico de célula fibrosa” 
respecto a la expresión de un ADN según la presente invención, se refiere, con fines prácticos, a la expresión 
altamente específica de un ADN en células fibrosas de plantas, tales como plantas de algodón ("selectiva de células 55
fibrosas"). En otras palabras, las concentraciones de transcrito de un ADN en tejidos diferentes de las células 
fibrosas están por debajo del límite de detección o son muy bajas (menos de aproximadamente 0,2 picogramos por 
microgramo de de ARN total).

El término "preferente de fibra" o “preferente de célula fibrosa” respecto a la expresión de un ADN según la presente 60
invención se refiere a un patrón de expresión por el que el ADN se expresa predominantemente en células fibrosas o 
fibras, pero se puede identificar la expresión en otros tejidos de la planta. Preferentemente, la expresión en células 
fibrosas es de aproximadamente 2 a aproximadamente 10 veces mayor en las células fibrosas que en otros tejidos.

Las secuencias de nucleótidos de SEC ID NO 9 y SEC ID NO 10 representan las secuencias de nucleótidos de las 65
moléculas de ADN genómico que codifican respectivamente una β-1,3 endoglucanasa selectiva de fibra de 
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subgenoma A y de subgenoma D. El sitio de iniciación de la transcripción de SEC ID NO 9 se ha determinado en la 
posición 2308, mientras que el sitio de iniciación de la transcripción de SEC ID NO 10 se ha determinado en la 
posición 3270. Por tanto, en un modo de realización de la invención se proporciona un promotor selectivo de fibra 
que tiene la secuencia de nucleótidos de SEC ID NO 9 desde la posición de nucleótido 1 hasta la posición de 
nucleótido 2307 o 2308; también se describe un promotor selectivo de fibra que tiene la secuencia de nucleótidos de 5
SEC ID NO 10 desde la posición de nucleótido 1 hasta la posición de nucleótido 3269 o 3270.

El sitio de iniciación de la traducción de la secuencia de nucleótidos de SEC ID NO 9 se ha determinado como el 
codón ATG situado en las posiciones 2410 a 2412. La región no traducida en 5' del promotor selectivo de fibra del 
alelo subgenómico A que codifica la β-1,3 endoglucanasa en consecuencia tiene una secuencia de nucleótidos de 10
SEC ID NO 9 desde la posición de nucleótido 2308 hasta la posición de nucleótido 2409. En consecuencia, una 
región promotora selectiva de fibra del alelo subgenómico A es una región promotora que comprende los nucleótidos 
1 a 2409 de la SEC ID NO 9.

Del mismo modo, el sitio de iniciación de la traducción de la secuencia de nucleótidos de SEC ID NO 10 se ha 15
determinado como el codón ATG situado en las posiciones 3373 a 3375. La región no traducida en 5' del promotor 
selectivo de fibra del alelo subgenómico D que codifica la β-1,3 endoglucanasa en consecuencia tiene una 
secuencia de nucleótidos de SEC ID NO 10 desde la posición de nucleótido 3270 hasta la posición de nucleótido 
3372. En consecuencia, una región promotora selectiva de fibra del alelo subgenómico D es una región promotora 
que comprende los nucleótidos 1 a 3372 de la SEC ID NO 10.20

La alineación de las regiones promotoras selectivas de fibra de SEC ID NO 9 y SEC ID NO 10 (figura 1) reveló una 
homología de secuencia general en las secuencias de nucleótidos de aproximadamente 1000 nucleótidos aguas 
arriba del codón de inicio de la traducción ATG, en particular en la región aproximadamente 150 nucleótidos aguas 
arriba del codón de inicio de la traducción ATG.25

No es necesario decir que el promotor o la región promotora pueden estar contenidos en secuencias de nucleótidos 
mayores. Por tanto, se puede determinar una región promotora selectiva de célula fibrosa como la región aguas 
arriba (es decir, situada en 5') del codón que codifica el primer aminoácido de la proteína codificada por el ARNm 
indicado en la SEC ID NO 9 o 10. Una región promotora de este tipo puede tener al menos de aproximadamente 400 30
a 500 pb, al menos aproximadamente 1000 pb, al menos 1200 pb, al menos aproximadamente 1300 pb o al menos 
de aproximadamente 1500 a 2000 pb aguas arriba del codón de inicio. Por comodidad, es preferente que esta región 
promotora no se extienda más de aproximadamente 3000 a 5000 pb aguas arriba del codón de inicio. El tamaño del 
fragmento se puede determinar parcialmente por la presencia de sitios de restricción adecuados. Por ejemplo, para 
la región promotora selectiva de fibra del alelo de subgenoma A que codifica la β-1,3 endoglucanasa, se puede 35
clonar con facilidad un fragmento de aproximadamente 1945 pb (desde la posición de nucleótido 465 hasta la 
posición de nucleótido 2409 de la SEC ID NO 9). La presencia de enzimas de restricción adecuadas permite generar 
con facilidad regiones promotoras de aproximadamente 1036 pb (desde el nucleótido 1374 hasta la posición de 
nucleótido 2409 de la SEC ID NO 9) o de aproximadamente 879 pn (desde el nucleótido 1531 hasta la posición de 
nucleótido 2409 de la SEC ID NO 9). Para la región promotora selectiva de fibra del alelo de subgenoma D que 40
codifica la β-1,3 endoglucanasa, se puede clonar con facilidad un fragmento de aproximadamente 1976 pb (desde la 
posición de nucleótido 1397 hasta la posición de nucleótido 3372 de la SEC ID NO 10). La presencia de enzimas de 
restricción adecuadas permite generar con facilidad regiones promotoras de aproximadamente 1002 pb (desde el 
nucleótido 1397 hasta la posición de nucleótido 3372 de la SEC ID NO 10) o de aproximadamente 655 pn (desde el 
nucleótido 2371 hasta la posición de nucleótido 3372 de la SEC ID NO 10).45

Además, resultará evidente que se pueden aislar promotores o regiones promotoras selectivos de fibras 
equivalentes de otras plantas de algodón o plantas progenitoras de algodón. Con este fin, se pueden aislar 
fragmentos promotores de otras plantas de algodón, tales como G. barbadense, que incluyen las llamadas 
variedades PIMA, o de otras variedades mediante un fragmento promotor como se describe en el presente 50
documento como sonda e identificar secuencias de nucleótidos de estas otras plantas que hibridan en condiciones 
de hibridación rigurosas.

Tal como se usa en el presente documento, “condiciones de hibridación rigurosas” significa que, por lo general, se 
producirá la hibridación si hay una identidad de secuencia de al menos el 95 % y, preferentemente, de al menos el 55
97 % entre la sonda y la secuencia diana. Son ejemplos de condiciones de hibridación rigurosas, la incubación 
durante una noche en una solución que comprende formamida al 50 %, 5 x SSC (NaCl 150 mM, citrato trisódico 
15 mM), fosfato de sodio 50 mM (pH 7,6), solución de Denhardt 5x, sulfato de dextrano al 10 % y 20 µg/ml de ADN 
de vehículo desnaturalizado cortado, tal como ADN de esperma de salmón, seguido de lavado del soporte de 
hibridación en 0,1 x SSC a aproximadamente 65 ºC. Otras condiciones de hibridación y lavado son bien conocidas y 60
se ejemplifican en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, segunda edición, Cold Spring Harbor, 
NY (1989), en particular en el capítulo 11.

Estos promotores selectivos de fibra equivalentes aislados de otras plantas de algodón o plantas progenitoras de 
algodón pueden representar promotores variantes en los que se han reemplazado uno o más nucleótidos por 65
sustitución, deleción o inserción. También se puede generar un promotor selectivo de fibra variante sintéticamente. 

E08701076
30-09-2015ES 2 548 763 T3

 



7

La figura 1 representa la alineación de promotores selectivos de fibra del subgenoma A y D de G. hirsutum y las 
posiciones variantes, donde la secuencia de nucleótidos se puede cambiar aparentemente sin un efecto significativo 
sobre la capacidad de iniciación de la transcripción selectiva de fibra, se han indicado con recuadros grises. A partir 
de la figura 1 y de su leyenda también es evidente que la identidad de secuencia total entre los dos fragmentos 
promotores selectivos de fibra ejemplificados puede ser de tan sólo aproximadamente el 71 % de identidad de 5
secuencia.

En consecuencia, en otro modo de realización de la presente invención, se describen promotores y regiones 
promotoras selectivos de fibra que comprenden una secuencia de nucleótidos que tiene una identidad de secuencia 
de al menos el 95 % con los promotores y las regiones promotoras selectivos de fibra descritos en el presente 10
documento.

Para el fin de la presente invención, la "identidad de secuencia" de dos secuencias de nucleótidos o aminoácidos 
relacionadas, expresada como un porcentaje, se refiere al número de posiciones de las dos secuencias alineadas 
óptimamente que tienen residuos idénticos (x100) dividido entre el número de posiciones comparadas. Un hueco, es 15
decir, una posición de una alineación en la que un residuo está presente en una secuencia pero no en la otra, se 
considera una posición con residuos no idénticos. La alineación de las dos secuencias se realiza por el algoritmo de 
Needleman y Wunsch (Needleman y Wunsch (1970). La alineación de secuencias asistida por ordenador anterior se 
puede realizar con facilidad usando un programa informático estándar tal como GAP, que forma parte del paquete 
informático Wisconsin versión 10.1 (Genetics Computer Group, Madision, Wisconsin, EE. UU.) con la matriz de 20
puntuación predeterminada con una penalización por creación de hueco de 50 y una penalización por extensión de 
hueco de 3.

Resultará evidente que, cuando se definen secuencias de nucleótidos de moléculas de ARN por referencia a la 
secuencia de nucleótidos de moléculas de ADN correspondientes, se debe reemplazar la timina (T) de la secuencia 25
de nucleótidos con uracilo (U). Si se hace referencia a moléculas de ARN o ADN quedará claro por el contexto de la
solicitud.

La capacidad de expresión selectiva de fibra del promotor o las regiones promotoras identificados o generados se 
puede probar fácilmente enlazando de forma funcional de estas moléculas de ADN a una región codificante que 30
codifica un marcador fácilmente puntuable, por ejemplo, un gen de β-glucuronidasa, introduciendo este gen 
quimérico en una planta productora de fibras y analizando el patrón de expresión del marcador en células fibrosas 
(preferentemente durante el desarrollo de las fibras) en comparación con el patrón de expresión del marcador en 
otras partes de las plantas.

35
No es necesario decir que los promotores y las regiones promotoras de la invención también pueden comprender 
elementos adicionales conocidos por mejorar la eficacia de la transcripción, tales como potenciadores, intrones, etc.

Además, las secuencias UTR en 5’ ejemplificadas de las regiones promotoras selectivas de fibra ejemplificadas son 
bastante similares en la secuencia de nucleótidos y se espera que las secuencias UTR en 5’ sean intercambiables.40

Además, la invención incluye moléculas de ADN que comprenden los promotores o las regiones promotoras 
selectivos de fibra de la invención, enlazados de forma funcional a una o más regiones heterólogas que codifican un 
ARN, una proteína o un péptido biológicamente activo. Los promotores de la invención se pueden usar para 
expresar cualquier región codificante heteróloga deseada.45

Los ejemplos de otras moléculas de ADN que codifican proteínas que se podrían expresar con el promotor de la 
presente invención incluyen, pero sin limitación, celulosa sintasas homólogas y heterólogas (genes CesA), tanto en 
forma normal como mutada (Arioli et al., "Molecular Analysis of Cellulose Biosynthesis in Arabidopsis", Science, 279: 
717-720 (1998); Holland et al., "A Comparative Analysis of the Plant Cellulose Synthase (CesA) Gene Family", Plant 50
Physio., 123: 1313-1324 (2000)); genes que pueden modular el reparto del carbono en la celulosa (Delmer, 
"Cellulose Biosynthesis in Developing Cotton Fibers" en: A. S. Basra (ed.), Cotton Fibers: Developmental Biology 
Quality Improvement, and Textile Processing, The Haworth Press, Nueva York, págs. 85-112 (1999)) como la 
sacarosa sintasa (Amor et al., "A Membrane-Associated Form of Sucrose Synthase and Its Potential Role Synthesis 
of Cellulose and Callose in Plants", Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92: 9353-9357 (1995), sacarosa fosfato sintasa 55
(Haigler et al., "Transgenic Cotton Over-Expressing Sucrose Phosphate Synthase Produces Higher Quality Fibers 
with Increased Cellulose Content and Has Enhanced Seed Cotton Yield" Resumen 477. En: Proceedings of Plant 
Biology 2000, 15-19 de julio, San Diego, CA. American Society of Plant Physiologists, Rockville, MD, (2000), UDPG-
pirofosforilasa (Waffler y Meier, "Enzyme Activities in Developing Cotton Fibers" Plant Physiol. Biochem. 32: 697-702 
(1994), pirofosfatasa inorgánica (Geigenberger et al., "Overexpression of Pyrophosphatase Leads to Increased 60
Sucrose Degradation and Starch Synthesis, Increased Activities of Enzymes for Sucrose-Starch Interconversions, 
and Increased Levels of Nucleotides in Growing Potato Tubers", Planta, 205:428-437 (1998)), hexocinasas 
(Smeekens, "Sugar Regulation of Gene Expression" Curr. Op. Plant Biol., 1: 230-234 (1998) e invertasas (Sturm y 
Tang, "The Sucrose-Cleaving Enzymes of Plants are Crucial for Development, Growth, and Carbon Partitioning", 
Trends Plant Sci., 4: 401-407 (1999)); genes que podrían afectar a las propiedades moleculares y biofísicas de la 65
celulosa, incluido en grado de polimerización, el grado de cristalinidad, el tamaño de los cristales y la orientación de 
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las microfibrillas (es decir, genes codificantes de proteínas, incluidos polímeros proteínicos que cocristalizan o 
dominios de unión a celulosa y enzimas sintetizadoras de polisacáridos y de otros tipos) (Delmer, "Cellulose 
Biosynthesis: Exciting Times for a Difficult Field of Study", Ann. Rev. Plant Physio. Mol. Biol. 50: 245-276 (1999); 
Delmer, "Cellulose Biosynthesis in Developing Cotton Fibers. En: A. S. Basra (ed.), Cotton Fibers: Developmental 
Biology, Quality Improvement, and Textile Processing, The Haworth Press, Nueva York, págs. 85-112 (1999); Hsieh, 5
"Structural Development of Cotton Fibers. En: A. S. Basra (ed.), Cotton Fibers: Developmental Biology, Quality 
Improvement, and Textile Processing, The Haworth Press, Nueva York, págs. 137-166 (1999)); factores de 
transcripción tales como genes MYB que podrían prolongar el crecimiento por elongación y/o cambiar la cronología o 
el grado de deposición de la pared secundaria (Wilkins y Jemstedt, "Molecular Genetics of Developing Cotton Fibers. 
En: A. S. Basra (ed.), Cotton Fibers: Developmental Biology. Quality Improvement, and Textile Processing, The 10
Haworth Press, Nueva York, págs. 231-270 (1999)); genes para efectuar la síntesis de hormonas vegetales y 
cambiar las propiedades de las fibras (John, "Genetic Engineering Strategies for Cotton Fiber Modification. En: A. S. 
Basra (ed.), Cotton Fibers: Developmental Biology, Quality Improvement, and Textile Processing, The Haworth
Press, Nueva York, págs. 271-289 (1999)); genes para elementos del citoesqueleto o proteínas asociadas al 
citoesqueleto que podrían afectar a las propiedades de las fibras (Seagull, "Cytoskeletal Involvement in Cotton Fiber 15
Growth and Development", Micron, 24: 643-660 (1993)); genes para sintetizar lípidos o modificar enzimas que 
podrían cambiar las propiedades de la membrana y, de este modo, mejorar la calidad de las fibras, incluido en 
condiciones de estrés ambiental (Haigler,"The Crystallinity of Cotton Cellulose in Relation to Cotton Improvement", 
Proc. Cotton Fiber Cellulose: Structure. Function and Utilization Conference, National Cotton Council of America: 
Memphis, TN., págs. 211-225 (1992)); enzimas tales como xiloglucano endotransferasa, peroxidasa, expansina o 20
ATPasa vacuolar que, a través del aumento o la disminución de su actividad, podrían prolongar o aumentar el 
crecimiento de la extensión durante la deposición de la pared secundaria (Wilkins y Jernstedt, "Molecular Genetics of 
Developing Cotton Fibers. En: A. S. Basra (ed.), Cotton Fibers: Developmental Biology Quality Improvement, and 
Textile Processing, The Haworth Press, Nueva York, págs. 231-270 (1999); genes para polímeros proteínicos o 
plásticos que se podrían retener en la luz de la fibra o integrarse en la pared celular para aumentar la resistencia de 25
la fibra o cambiar sus propiedades textiles (John, "Genetic Engineering Strategies for Cotton Fiber Modification", en: 
A. S. Basra (ed.), Cotton Fibers: Developmental Biology. Quality Improvement, and Textile Processing, The Haworth 
Press, Nueva York, págs. 271-289 (1999); Guda et al., "Hyperexpression of an Environmentally Friendly Synthetic 
Polymer Gene", Biotechnology Letters, 17: 745-750 (1995)); genes para enzimas biosintéticas de la matriz de la 
pared celular vegetal o sus proteínas reguladoras, para que se puedan integrar otros hidratos de carbono en la pared 30
celular y cambiar las propiedades de la fibra (Haigler, "The Relationship Between Polymerization and Crystallization 
in Cellulose Biogenesis", en C. H. Haigler y P. Weimer, eds., Biosynthesis and Biodégradation of Cellulose, Nueva 
York: Marcel Dekker, págs. 99-124 (1991); Andrawis et al., "Cotton Fiber Annexins: A Potential Role in the 
Regulation of Callose Synthase, "Plant J., 3: 763-772 (1993); genes para moléculas tales como taninos, suberinas o 
tintes que podrían conferir un color valioso a las fibras (Ryser, "Cotton Fiber Initiation and Histodifferentiation", en: A. 35
S. Basra (ed.), Cotton Fibers: Developmental Biology. Quality Improvement, and Textile Processing, The Haworth 
Press, Nueva York, págs. 1-46 (1999); genes para moléculas tales como cutina, suberina o cera que podrían 
cambiar la capacidad de absorción y la resistencia de las fibras de algodón (mayo "Genetic Variation in Fiber 
Quality", en: A. S. Basra (ed.), Cotton Fibers: Developmental Biology, Quality Improvement, and Textile Processing, 
The Haworth Press, Nueva York, págs. 183-230 (1999); Ryser, "Cotton Fiber Initiation and Histodifferentiation", en: 40
A. S. Basra (ed.), Cotton Fibers: Developmental Biology. Quality Improvement, and Textile Processing, The Haworth 
Press, Nueva York, págs. 1-46 (1999); y genes para moléculas de transducción de señales, tales como Rac, que 
pueden regular los cambios entre las fases del desarrollo de las fibras (Delmer et al., "Genes Encoding Small GTP-
Binding Proteins Analogous to Mammalian rac are Preferentially Expressed in Developing Cotton Fibers" Mol. Gen. 
Genet., 248: 43-51 (1995).45

Son regiones codificantes de proteínas particularmente preferentes las regiones codificantes de N-acetilglucosamina 
que se describe, por ejemplo, en el documento WO2006/136351 o los genes de sacarosa sintasa que se describen 
en los documentos WO2002/45485 o EP06015433.3.

50
El ARN biológicamente activo también puede codificar los llamados ARN antisentido, ARN sentido, ARN bicatenario 
como se describe en el documento WO99/53053 o moléculas de micro ARN diseñadas según normas bien 
conocidas en la técnica para regular por disminución la expresión de otros genes comprendidos en la célula de las 
plantas productoras de fibras o incluso de genes comprendidos en un patógeno o una plaga que se alimenta de la 
planta productora de fibras.55

También se proporcionan procedimientos para expresar una proteína o ARN biológicamente activo específicamente 
en células fibrosas de una planta productora de fibras que comprenden la etapa de introducir en las células fibrosas 
de plantas productoras de fibras una molécula de ADN que comprende un promotor o una región promotora 
selectivos de fibra como se describe en el presente documento enlazados de forma funcional a una región de ADN 60
transcrito que codifica la molécula de ARN biológicamente activo.

La invención también engloba los genes quiméricos descritos en el presente documento, así como plantas, semillas, 
tejidos que comprenden estos genes quiméricos.

65
Los procedimientos para transformar plantas son bien conocidos en la técnica y son de importancia menor para la 
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presente invención. Los procedimientos para transformar plantas de algodón también son bien conocidos en la 
técnica. Se descrito la transformación del algodón mediada por Agrobacterium, por ejemplo, en la patente de 
EE. UU. 5.004.863 o en la patente de EE. UU. 6.483.013 y se informa de la transformación del algodón por 
bombardeo de partículas, por ejemplo, en el documento WO92/15675.

5
Los genes quiméricos según la invención se pueden introducir en plantas en manera estable o de manera transitoria 
usando procedimientos bien conocidos en la técnica. Los genes quiméricos se pueden introducir en plantas o se 
pueden generar dentro de la célula vegetal, como se describe, por ejemplo, en el documento EP 1339859.

Los genes quiméricos se pueden introducir por transformación en plantas de algodón de las que se pueden obtener 10
callos embriógenos, tales como Coker 312, Coker310, Coker 5Acala SJ-5, GSC25110, FIBERMAX 819, Siokra 1-3, 
T25, GSA75, Acala SJ2, Acala SJ4, Acala SJ5, Acala SJ-C1, Acala B1644, Acala B1654-26, Acala B1654-43, Acala 
B3991, Acala GC356, Acala GC510, Acala GAM1, Acala Cl, Acala Royale, Acala Maxxa, Acala Prema, Acala B638, 
Acala B1810, Acala B2724, Acala B4894, Acala B5002, "picker" Siokra no Acala, variedad "stripper" FC2017, Coker 
315, STONEVTLLE 506, STONEVILLE 825, DP50, DP61, DP90, DP77, DES 119, McN235, HBX87, HBX191, 15
HBX107, FC 3027, CHEMBRED A1, CHEMBRED A2, CHEMBRED A3, CHEMBRED A4, CHEMBRED B1, 
CHEMBRED B2, CHEMBRED B3, CHEMBRED C1, CHEMBRED C2, CHEMBRED C3, CHEMBRED C4, 
PAYMASTER 145, HS26, HS46, SICALA, PIMA S6 ORO BLANCO PIMA, FIBERMAX FM5013, FIBERMAX 
FM5015, FIBERMAX FM5017, FIBERMAX FM989, FIBERMAX FM832, FIBERMAX FM966, FIBERMAX FM958, 
FIBERMAX FM989, FIBERMAX FM958, FIBERMAX FM832, FIBERMAX FM991, FIBERMAX FM819, FIBERMAX 20
FM800, FIBERMAX FM960, FIBERMAX FM966, FIBERMAX FM981, FIBERMAX FM5035, FIBERMAX FM5044, 
FIBERMAX FM5045, FIBERMAX FM5013, FIBERMAX FM5015, FIBERMAX FM5017 o FIBERMAX FM5024 y 
plantas con genotipos derivados de los mismos.

Tal como se usa en el presente documento, “algodón” incluye Gossypium hirsutum o Gossypium barbadense. Las 25
“plantas progenitoras de algodón” incluyen Gossypium arboreum, Gossypium herbaceum y Gossypium raimondii y 
Gossypium longicalyx.

Los procedimientos y los medios de la presente invención también se pueden emplear para otras especies vegetales 
tales como el cáñamo, el yute, el lino y las plantas leñosas, incluidas, pero sin limitación, Pinus spp., Populus spp., 30
Picea spp., Eucalyptus spp. etc.

La planta transformada obtenida se puede usar en un esquema de cultivo convencional para producir más plantas 
transformadas con las mismas características o para introducir el gen quimérico según la invención en otras 
variedades de la misma planta o de una especie relacionada o en plantas híbridas. Las semillas obtenidas de las 35
plantas transformadas contienen los genes quiméricos de la invención como inserto genómico estable y también se 
engloban en la invención.

Tal como se usa en el presente documento, “que comprende” debe interpretarse como la especificación de la 
presencia de los rasgos, números enteros, etapas o componentes indicados a los que se hace referencia, pero no 40
excluye la presencia o la adición de uno o más rasgos, números enteros, etapas o componentes o grupos de los 
mismos. Así pues, por ejemplo, un ácido nucleico o una proteína que comprende una secuencia de nucleótidos o 
aminoácidos, puede comprender más nucleótidos o aminoácidos que los que se mencionan realmente, es decir, 
estar incluidos en un ácido nucleico o una proteína mayores. Un gen quimérico que comprende una región de ADN, 
que está definida funcional o estructuralmente, puede comprender regiones adicionales de ADN, etc.45

En los siguientes ejemplos se describe la identificación de dos β-1,3-endoglucanasas de subtipo A y D de algodón, 
así como sus regiones promotoras, y el análisis de la cronología de la expresión y la implicación en la síntesis de la 
pared celular vegetal secundaria. También se describen genes quiméricos para la expresión preferente de fibra en 
plantas productoras de fibras, tales como el algodón, y usos de los mismos. A menos que se indique lo contrario en 50
los ejemplos, todas las técnicas de ADN recombinante se llevan a cabo según protocolos estándar como los 
descritos en Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 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, EE. UU. Se describen materiales y procedimientos estándar para el trabajo molecular con plantas 
en Plant Molecular Biology Labfax (1993) por R.D.D. Croy, publicado conjuntamente por BIOS Scientific Publications 55
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 la lista 
de secuencias:

60
SEC ID NO 1: fragmento genómico amplificado de β-1,3-endoglucanasa de Gossypium hirsutum Fiber 

Max966, subtipo A
SEC ID NO 2: fragmento genómico amplificado de β-1,3-endoglucanasa de Gossypium hirsutum Fiber 

Max966, subtipo D
SEC ID NO 3: fragmento genómico amplificado de β-1,3-endoglucanasa de Gossypium arboreum65
SEC ID NO 4: fragmento genómico amplificado de β-1,3-endoglucanasa de Gossypium raimondii
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SEC ID NO 5: cebador inverso (SE002) para la amplificación del fragmento genómico de β-1,3-
endoglucanasa

SEC ID NO 6: cebador directo (SE003) para la amplificación del fragmento genómico de β-1,3-endoglucanasa
SEC ID NO 7: secuencia de aminoácidos codificada por el fragmento genómico amplificado de la β-1,3-

endoglucanasa de Gossypium hirsutum Fiber Max966, subtipo A 5
SEC ID NO 8: secuencia de aminoácidos codificada por el fragmento genómico amplificado de la β-1,3-

endoglucanasa de Gossypium hirsutum Fiber Max966, subtipo D 
SEC ID NO 9: secuencia de nucleótidos del clon genómico completo de la β-1,3-endoglucanasa de 

Gossypium hirsutum Fiber Max966, subtipo A, incluida la secuencia promotora 
SEC ID NO 10: secuencia de nucleótidos del clon genómico completo de la β-1,3-endoglucanasa de 10

Gossypium hirsutum Fiber Max966, subtipo D, incluida la secuencia promotora 
SEC ID NO 11: secuencia de aminoácidos de la β-1,3-endoglucanasa completa de Gossypium hirsutum Fiber 

Max966, subtipo A 
SEC ID NO 12: secuencia de aminoácidos de la β-1,3-endoglucanasa completa de Gossypium hirsutum Fiber 

Max966, subtipo D15

Ejemplo 1: identificación de los alelos específicos de subgenoma A y D que codifican una β-1,3-glucanasa 
específica de fibra en plantas de algodón y plantas progenitoras de algodón

Se ha propuesto que la callosa participa en el proceso de mantenimiento de la turgencia en las células fibrosas en 20
crecimiento. La retirada de la callosa de la base de las estructuras puente entre células de algodón fibrosas y no 
fibrosas, conocidas como plasmodesmas, disipa la presión de la turgencia. Esto tiene como consecuencia la 
finalización de la elongación rápida de la fibra. Por lo tanto, al retrasar la retirada de la callosa debería aumentar la 
longitud de la fibra.

25
La enzima β-1,3-glucanasa cataliza la hidrólisis de los enlaces β-1,3-D-glucosídicos del β-1,3-D-glucano (callosa). El 
gen de una β-1,3-glucanasa específica de fibra codificada por GhGluc1 era indetectable cuando la callosa se 
depositaba en la base de la fibra, pero se hacía evidente en el momento de la degradación de la callosa.

En resumen, parece que el cierre de los plasmodesmas desempeña un papel importante en la elongación de las 30
fibras de algodón. La deposición y la degradación de la callosa deberían estar implicadas en el cierre y la reapertura 
de los plasmodesmas, respectivamente. La expresión de GhGluc1 podría desempeñar un papel en este proceso al 
degradar la callosa y, por tanto, abrir los plasmodesmas. (Ruan et al., 2004, Plant Physiology - 136: 4104-4113).

Con base en la secuencia de nucleótidos de GhGluc1 (número de acceso de EMBL D88416) descrita en Ruan et al., 35
2004, Plant Physiology - 136: 4104-4113, se diseñaron 2 cebadores (SE002: ggccgaagccgatcttatctagg (cebador 
inverso; SEC ID NO 5) y SE003: cggcaacaatcttccatctccag (cebador directo, SEC ID NO 6)) para amplificar 
fragmentos de ADN genómico para G. hirsutum (genoma AD), G. arboreum (genoma A) y G. raimondii (genoma D). 
Estos fragmentos se han secuenciado (véanse las SEC ID NO 1-4). Para G. hirsutum se obtuvieron 2 secuencias de 
consenso, para G. arboreum se obtuvo 1 secuencia de consenso y para G. raimondii se obtuvo 1 secuencia de 40
consenso.

Resumen de los polimorfismos entre las dos secuencias de G. hirsutum y las dos secuencias diploides:

ID taxón genoma 7
5

1
2

0

1
3

5

1
6

7

1
7

0

1
4

7

2
0

1

2
0

2

2
5

6

2
6

5

2
7

0

2
7

1

2
4

7

2
7

9

2
8

0

2
9

9

3
0

7

3
2

7

3
5

5

3
6

0

3
5

8

3
7

6

4
9

2

4
9

4

4
9

5

5
6

9

5
7

1

GaGluc1 G. arboreum A A - G A A C C G C A G G C T C C G G C C C G T C G A C
GhGluc1-

SGA
G. hirsutum AD T C C A A C C G A A G G C T C C G G G C C G T C G A C

GhGluc1-
SGD

G. hirsutum AD A C C G C G A A C G A G G C T T A A C T T G C G T G T

GrGluc1 G. raimondii D A C C G C G A A C G A A G C T T A A C C T A C G T G T

45
En consecuencia, un tipo de secuencia corresponde a la secuencia de genoma A y el otro tipo corresponde al 
genoma D.

Con la digestión con Alw1 (sitio de reconocimiento = GGATC) en el fragmento amplificado por PCR, se pueden 
distinguir ambas variantes subgenómicas dentro del hirsutum o el genoma (véase la figura 5). Por tanto, se puede 50
usar el siguiente protocolo para distinguir los alelos de subgenoma A y D de GhGluc1. Los cebadores usados son:

a. SE002: GGCCGAAGCCGATCTTATCTAGG (SEC ID NO 5)
b. SE003: CGGCAACAATCTTCCATCTCCAG (SEC ID NO 6)

55
La longitud prevista para el producto de PCR es de 655 pb.
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Condiciones de PCR:

1 x
ADN molde (200 ng/µl) 1 µl
Tampón GreenGoTaq 5x 5 µl
SE002 (10 µM) 0,75 µl
SE003 (10 µM) 0,75 µl
dNTP (20 mM) 0,5 µl
Polimerasa GoTaq 0,25 µl
Agua MQ 16,75 µl

25 µl

Perfil de PCR
5

95 °C - 5 min
95 °C - 1 min
58 °C - 1 min
72 °C - 2 min

5 x

93 °C - 30 s
58 °C - 30 s
72 °C - 1 min

25 x

72 °C - 10 min

Después de la amplificación por PCR, se digiere el fragmento de PCR con digestión por AlwI (3 h de incubación a 
37 °C) con 10 µl de molde; 1 µl de enzima AlwI; 2 µl de tampón de restricción NEB 4; 7 µl de agua MQ. Los 
fragmentos resultantes se analizan en gel de TAE al 1,5 % teñido con EtBr.

10
Los tamaños previstos de las bandas para el fragmento de PCR específico del alelo de subgenoma A son: 479 + 118 
+ 59 pb. Los tamaños previstos de las bandas para el fragmento de PCR específico del alelo de subgenoma D son: 
538 + 118 pb.

Ejemplo 2: expresión diferencial de los alelos específicos de subgenoma A y D que codifican una β-1,3-15
glucanasa específica de fibra y correlación con las fases de desarrollo de la fibra en Gossypium hirsutum

Se analizó la expresión específica alélica en todo el perfil de crecimiento/desarrollo de las fibras para G. hirsutum. Se 
extrajo ADN de las colecciones de ADNc creadas a partir de células fibrosas y la semilla 5 DPA y a partir de células 
fibrosas 10, 15, 20 y 40 DPA, se igualó la concentración y se realizó la amplificación por PCR mencionada 20
anteriormente. Las diferencias en las intensidades de banda corresponden a las diferencias relativas de la expresión 
(figura 6, carriles 2, 4, 6, 8 y 10. Se incluyó un control positivo (ADN genómico) (figura 6, carril 12). Se realizó una 
digestión con AlwI como se describe en el ejemplo 1 para distinguir entre los 2 alelos subgenómicos de los genes 
GhGluc1 (figura 6, carriles 3, 5, 7, 9, 11 y 13).

25
El perfil de expresión se puede resumir de la siguiente manera:

5 dpa 10 dpa 15 dpa 20 dpa 30 dpa 40 dpa
/ / D D A y D A y D

Durante la fase de elongación rápida en el desarrollo de la fibra (5 y 10 dpa) no hay expresión de GhGluc1. Por lo 
tanto, no se degrada el tapón de callosa, no se libera la turgencia de la célula y continúa la elongación. Se cree que 30
la banda débil 5 dpa indica algo de expresión en la semilla (no en la fibra). En la transición entre la fase de 
elongación y la fase de formación de la pared celular secundaria (15 DPA), se expresa GhGluc1. Esto libera la 
turgencia de la célula y se detiene la elongación rápida. Sólo se expresa la variante de tipo genoma D del gen 
GhGluc1. Se observa más expresión 20 DPA que 15 DPA (banda más intensa). La variante de tipo genoma A no se 
expresa ni 15 ni 20 DPA. La variante de tipo genoma A, así como la variante de tipo genoma D, se expresa 30 y 40 35
DPA y podría desempeñar un papel en la maduración o en otras propiedades de las fibras.

Ejemplo 3: aislamiento e identificación de la región promotora de los alelos específicos de subgenoma A y D 
que codifican una β-1,3-glucanasa selectiva de fibra

40
Se usaron fragmentos de PCR que comprendían la secuencia de nucleótidos de los alelos específicos 
subgenómicos A y D de GhGluc1 para cribar una colección BAC que contenía clones de ADN genómico de la 
variedad Gossypium hirsutum. Se identificaron 4 clones diferentes, 2 para cada variante subgenómica. Se identificó 
la secuencia de nucleótidos de los fragmentos genómicos para cada una de las variantes alélicas y se representa en 
la SEC ID NO 9 (genoma A) y la SEC ID NO 10 (genoma D).45
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Para la variante de genoma A se pudo identificar una caja TATA en las posiciones de 2278 a 2281 y un sitio de 
iniciación de la transcripción en la posición 2308. La secuencia líder no traducida en 5’ se extiende desde el 
nucleótido 2308 hasta el 2409; el codón de inicio de la traducción se sitúa en las posiciones de 2410 a 2412. La 
secuencia codificante consiste en dos exones (nt 2410 a 2443 y nt 2556 a 3499) separados por una secuencia 
intrónica (2444 a 2555). El codón de detención de la traducción se sitúa en las posiciones de 3497 a 3499 y el sitio 5
de poliadenilación se sitúa en la posición 3624.

Para la variante de genoma D se pudo identificar una caja TATA en las posiciones de 3242 a 3245 y un sitio de 
iniciación de la transcripción en la posición 3270. La secuencia líder no traducida en 5’ se extiende desde el 
nucleótido 3270 hasta el 3372; el codón de inicio de la traducción se sitúa en las posiciones de 3373 a 3375. La 10
secuencia codificante consiste en dos exones (nt 3373 a 3406 y nt 3501 a 4444) separados por una secuencia 
intrónica (nt 3407 a 3500). El codón de detención de la traducción se sitúa en las posiciones de 4442 a 4444 y el sitio 
de poliadenilación se sitúa en la posición 4566.

Se ha alineado la secuencia de nucleótidos de las regiones codificantes fusionadas (figura 2) y se indican las 15
diferencias; de forma similar, se han alineado las secuencias de nucleótidos de los intrones (figura 3). Las figura 4 
muestra una alineación de las proteínas codificadas, mientras que la figura 1 muestra una alineación de las 
secuencias de nucleótidos situadas aguas arriba de la región codificante.

Ejemplo 4: construcciones de genes quiméricos que comprenden diferentes regiones promotoras selectivas 20
de fibra enlazadas de forma funcional a un gen marcador

Se enlazaron de forma funcional los siguientes fragmentos de ADN con técnicas recombinantes estándar:

a. La secuencia de nucleótidos del promotor específico del alelo A que comprende la secuencia de nucleótidos 25
de SEC ID NO 9 desde el nucleótido 465 hasta el nucleótido 2409.
b. Una región codificante de β-glucuronidasa (GUS)
c. Un fragmento que comprende una señal de terminación de la transcripción y de poliadenilación (CaMV) en 3’ 
35S (indicado en lo sucesivo como Gluc1-SGA (A1.9))
y30
d. La secuencia de nucleótidos del promotor específico del alelo A que comprende la secuencia de nucleótidos 
de SEC ID NO 9 desde el nucleótido 1374 hasta el nucleótido 2409.
e. Una región codificante de β-glucuronidasa (GUS)
f. Un fragmento que comprende una señal de terminación de la transcripción y de poliadenilación (CaMV) en 3’ 
35S.35
y
g. La secuencia de nucleótidos del promotor específico del alelo A que comprende la secuencia de nucleótidos 
de SEC ID NO 9 desde el nucleótido 1531 hasta el nucleótido 2409.
h. Una región codificante de β-glucuronidasa (GUS)
i. Un fragmento que comprende una señal de terminación de la transcripción y de poliadenilación (CaMV) en 3’ 40
35S.
y
j. La secuencia de nucleótidos del promotor específico del alelo D que comprende la secuencia de nucleótidos de 
SEC ID NO 10 desde el nucleótido 1397 hasta el nucleótido 3372 (indicada en lo sucesivo como Gluc1-SGD 
(D2.0))45
k. Una región codificante de β-glucuronidasa (GUS)
l. Un fragmento que comprende una señal de terminación de la transcripción y de poliadenilación (CaMV) en 3’ 
35S
y
m. La secuencia de nucleótidos del promotor específico del alelo D que comprende la secuencia de nucleótidos 50
de SEC ID NO 10 desde el nucleótido 2371 hasta el nucleótido 3372.
n. Una región codificante de β-glucuronidasa (GUS)
Un fragmento que comprende una señal de terminación de la transcripción y de poliadenilación (CaMV) en 3’ 
35S
o55
o. La secuencia de nucleótidos del promotor específico del alelo D que comprende la secuencia de nucleótidos 
de SEC ID NO 10 desde el nucleótido 2718 hasta el nucleótido 3372.
p. Una región codificante de β-glucuronidasa (GUS)
q. Un fragmento que comprende una señal de terminación de la transcripción y de poliadenilación (CaMV) en 3’ 
35S60

Se clonaron los genes quiméricos anteriores por separado en un vector de ADN-T en presencia de un gen marcador 
seleccionable quimérico y se introdujeron en una cepa de Agrobacterium tumefaciens que comprendía un plásmido 
colaborador Ti desarmado. Las cepas de Agrobacterium se usaron para generar plantas de algodón transgénicas 
según el procedimiento descrito en el documento WO00/71733. Las células fibrosas y otros tejidos de estas plantas 65
se someten a tinción histoquímica.
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La expresión de las diferentes construcciones quiméricas se observa predominantemente en las células fibrosas y 
las fibras.

Ejemplo 5: construcciones de genes quiméricos que comprenden diferentes regiones promotoras selectivas 
de fibra enlazadas de forma funcional a la región codificante de la N-acetilglucosamina transferasa5

Se ensamblaron construcciones similares a las construcciones del ejemplo 4, pero en las que se ha intercambiado la 
región codificante Gus por una región codificante NodC (véase el documento WO2006/136531, específicamente las 
SEC ID 1 a 9) precedida por una secuencia líder no traducida Cab22, con técnicas de ADN recombinante actuales.

10
Se clonan estos genes quiméricos por separado en un vector de ADN-T en presencia de un gen marcador 
seleccionable quimérico y se introducen en una cepa de Agrobacterium tumefaciens que comprende un plásmido 
colaborador Ti desarmado. Las cepas de Agrobacterium se usan para generar plantas de algodón transgénicas 
según el procedimiento descrito en el documento WO00/71733. Se analizan las células fibrosas y otros tejidos de 
estas plantas para determinar la presencia de oligosacáridos con carga positiva, como se describe en el documento 15
WO2006/136531.

Ejemplo 7: análisis de la especificidad de los promotores de gluc1 por las fibras

Se aisló ARN de hojas, raíces y tallos de algodón y se analizó para determinar la expresión de genes gluc1 y del gen 20
de la proteína fosfatasa 2A (una serina/treonina fosfatasa ubicua y conservada con amplia especificidad de sustrato 
y diversas funciones celulares). La síntesis de la primera hebra de ADNc se realizó con el sistema SuperScript First 
Strand Synthesis para RT-PCR (Invitrogen), después de lo cual se añadieron los cebadores específicos de gluc1 o 
pp2A y se realizó la reacción de RT-PCR. Lo resultados de visualizan en la figura 7. El resultado positivo del carril 17 
indicaba que se había completado con éxito la síntesis de la primera hebra. Los resultados positivos de los carriles25
10, 12, 14 con cebadores específicos de pp2A en muestras de ARN de hoja, raíz y tallo indicaba específicamente 
que la síntesis de la primera hebra en la muestra de hoja, raíz y tallo había funcionado. Los carriles 11, 13, 15 son 
controles negativos en los que se omite la transcriptasa inversa de la reacción. El carril 8 es un control positivo que 
consiste en ADN genómico para comprobar que la reacción de PCR se ha realizado correctamente. En las líneas 2, 
4, 6 no se puede detectar ninguna señal que indique la ausencia de expresión de Gluc1 en hojas, raíces y tallos de 30
algodón. Los carriles 3, 5, 7 son controles negativos en los que se omite la transcriptasa inversa.

En conclusión, no se pudo detectar expresión de Gluc1 en el tejido de hoja, raíz y tallo de algodón.

Ejemplo 8: transformación de óvulos de algodón con cepas de Agrobacterium que contienen el35

Se aislaron óvulos de flores de algodón 0 DPA, 1 DPA y 2 DPA y se usaron para experimentos de cultivos de óvulos 
(como se describe, por ejemplo, por Feng y Brown, 2000, In vitro Cellular & Developmental Biology, volumen 36, 
número 4, páginas 293-299) después de la transformación con Agrobacterium tumefaciens portadoras de los 
diferentes genes quiméricos de fusión del promotor de gluc1::GUS indicados en el ejemplo 4 como Gluc1-SGA 40
(A1.9) y Gluc1-SGD (D2.0). Se sometieron las células fibrosas/células iniciales a un análisis histoquímico para 
determinar la expresión de GUS después de 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas o 5 semanas. Como 
control positivo se incluyeron óvulos cultivados que se habían infectado con una cepa de Agrobacterium que 
albergaba un gen quimérico de fusión del promotor CaMV35::Gus. Obsérvese que la región codificante GUS usada 
contenía una secuencia intrónica para evitar la expresión accidental de GUS en las agrobacterias infectantes. Los 45
resultados se resumen en la tabla 1.

Tabla 1: análisis histoquímico de Gus en los óvulos de algodón cultivados y transfectados

7 DPA 14 DPA 21 DPA 28 DPA 35 DPA
CaMV35S-gus + + + + +
Glucl-SGA-gus - - - - +
Glucl-SGD-gus - + + + -

50
Estos datos corroboran los perfiles de expresión deducidos para los promotores de los diferentes alelos 
subgenómicos para GhGluc1 a partir de los datos del ejemplo 2.

LISTADO DE SECUENCIAS
55

<110> Bayer CropScience NV Engelen, Steven Arioli, Tony

<120> Expresión diferencial de alelos específicos de subgenoma en algodón y usos de los mismos.

<130> BCS 07-200160

<150> EP07000550.9

E08701076
30-09-2015ES 2 548 763 T3

 



14

<151> 11-01-2007

<150> US60/884.564
<151> 11-01-2007

5
<160> 12

<170> Patentln versión 3.5

<210> 110
<211> 689
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<400> 115

<210> 2
<211> 68920
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<400> 2
25
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<210> 3
<211> 655
<212> ADN
<213> Gossypium arboreum

5
<400> 3

<210> 410
<211> 656
<212> ADN
<213> Gossypium raimondii

<400> 415

<210> 520
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>25
<223> cebador oligonucleótido para la amplificación de fragmentos genómicos de endoglucanasas

<400> 5
ggccgaagcc gatcttatct agg 23

30
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<210> 6
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

5
<220>
<223> cebador oligonucleótido para la amplificación de fragmentos genómicos de endoglucanasas

<400> 6
cggcaacaat cttccatctc cag 2310

<210> 7
<211> 229
<212> PRT
<213> Gossypium hirsutum15

<400> 7
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<210> 8
<211> 229
<212> PRT5
<213> Gossypium hirsutum

<400> 8

10
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<210> 9
<211> 6009
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<220>
<221> misc_feature
<222> (2278)..(2281)10
<223> caja TATA

<220>
<221> misc_feature
<222> (2308)..(2308)15
<223> sitio de inicio de la transcripción

<220>
<221> misc_feature
<222> (2308)..(2409)20
<223> secuencia líder no traducida 5'

<220>
<221> misc_feature
<222> (2410)..(2412)25
<223> codón de inicio de la traducción (AGT.)

<220>
<221> misc_feature
<222> (2410)... (2443)30
<223> secuencia codificante parte I

<220>
<221> misc_feature
<222> (2444)... (2555)35
<223> secuencia intrónica

<220>
<221> misc_feature
<222> (2556)..(3499)40
<223> secuencia codificante parte II

<220>
<221> misc_feature
<222> (3497)..(3499)45
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<223> codón de terminación de la traducción

<220>
<221> misc_feature
<222> (3624)..(3624)5
<223> sitio de poliadenilación

<400> 9

10
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<210> 10
<211> 6877
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

5
<220>
<221> misc_feature
<222> (3242)..(3245)
<223> caja TATA

10
<220>
<221> misc_feature
<222> (3270)..(3270)
<223> sitio de inicio de la transcripción

15
<220>
<221> misc_feature
<222> (3270)..(3372)
<223> secuencia líder no traducida 5'

20
<220>
<221> misc_feature
<222> (3373)..(3375)
<223> codón de inicio de la traducción (AGT.)

25
<220>
<221> misc_feature
<222> (3373)..(3406)
<223> secuencia codificante parte I

30
<220>
<221> misc_feature
<222> (3407)..(3500)
<223> secuencia intrónica

35
<220>
<221> misc_feature
<222> (3501)..(4444)
<223> secuencia codificante parte II

40
<220>
<221> misc_feature
<222> (4442)..(4444)
<223> codón de terminación

45
<220>
<221> misc_feature
<222> (4566)..(4566)
<223> sitio de poliadenilación

50
<400> 10
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<210> 11
<211> 325
<212> PRT5
<213> Gossypium hirsutum

<400> 11

10
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<210> 12
<211> 325
<212> PRT5
<213> Gossypium hirsutum

<400> 12

10
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REIVINDICACIONES

1. Un promotor preferente de células fibrosas que comprende una secuencia de nucleótidos seleccionada del 
siguiente grupo de secuencias de nucleótidos:

5
a) una secuencia de nucleótidos que comprende la secuencia de nucleótidos de SEC ID NO 9 desde el 
nucleótido de la posición 465 hasta el nucleótido de la posición 2307;
b) una secuencia de nucleótidos que comprende la secuencia de nucleótidos que tiene una identidad de 
secuencia de al menos el 95 % con dicha secuencia de nucleótidos mencionada en a), en la que dicho promotor 
preferente de células fibrosas que comprende dicha secuencia de nucleótidos dirige la expresión génica más allá 10
de 30 DPA en Gossypium hirsutum.

2. El promotor preferente de células fibrosas según la reivindicación 1, que comprende la secuencia de nucleótidos 
de SEC ID NO 9 desde la posición 1374 hasta la posición 2307.

15
3. Un gen quimérico que comprende las siguientes regiones de ADN enlazadas de forma funcional

a) un promotor preferente de células fibrosas según una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2;
b) una región heteróloga de ADN que codifica un ARN biológicamente activo de interés; y
c) una señal de terminación de la transcripción y de poliadenilación.20

4. El gen quimérico según la reivindicación 3, en el que dicha región de ADN heterólogo codifica una molécula 
seleccionada de entre una N-acetilglucosamina transferasa, preferentemente una N-acetilglucosamina transferasa 
de tipo NodC, una celulosa sintasa, una sacarosa sintasa, preferentemente una sacarosa sintasa de tipo C; una 
sacarosa fosfato sintasa; una β-1,3-endoglucanasa, csIF, csID y una 1,3-1,4 glucano sintasa cslC.25

5. El gen quimérico según la reivindicación 3, en el que dicho ARN biológicamente activo es una ribozima, un 
microARN, una horquilla de ARN bicatenario.

6. Una célula vegetal que comprende un gen quimérico según una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5.30

7. Una planta que comprende en sus células un gen quimérico según una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5.

8. La planta según la reivindicación 7, que es una planta de algodón.
35

9. Una semilla de una planta que comprende en sus células un gen quimérico según una cualquiera de las 
reivindicaciones 3 a 5.

10. Un procedimiento para expresar un ARN biológicamente activo de forma preferente en una célula fibrosa de una 
planta productora de fibras, tal como una planta de algodón, procedimiento que comprende40

a) dotar a las células de dichas plantas de un gen quimérico según una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5; y
b) cultivar dichas plantas.

11. Uso de un promotor preferente de células fibrosas según una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2 para la 45
expresión preferente de un ARN biológicamente activo en células fibrosas de una planta productora de fibras.
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