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DESCRIPCIÓN

Plantas que tienen características de crecimiento mejoradas y un procedimiento de producción de las mismas

El aumento constante de la población mundial y la cantidad menguante de tierra arable para la agricultura potencia la 
investigación hacia el aumento de la eficacia de la agricultura. Los medios convencionales para las mejoras de cultivos 
y hortícolas utilizan técnicas de cultivo selectivo para identificar plantas que tengan características deseables. Sin 5
embargo, dichas técnicas de cultivo selectivo tienen varios inconvenientes, a saber, estas técnicas son típicamente 
muy laboriosas y dan como resultado plantas que a menudo contienen componentes genéticos heterogéneos que no 
siempre dan como resultado que el rasgo deseable se transmita desde las plantas progenitoras. Los avances en 
biología molecular han permitido a la humanidad modificar el germoplasma de animales y plantas. La modificación por 
ingeniería genética de plantas implica el aislamiento y la manipulación del material genético (típicamente en forma de 10
ADN o ARN) y la posterior introducción de ese material genético en una planta. Dicha tecnología tiene la capacidad de 
proporcionar cultivos o plantas que tengan diversos rasgos económicos, agronómicos y hortícolas mejorados.

Un rasgo de particular interés económico es el rendimiento. El rendimiento se define normalmente como el producto 
medible de valor económico de un cultivo. Este puede definirse en términos de cantidad y/o de calidad. El rendimiento 
depende directamente de varios factores, por ejemplo, el número y tamaño de los órganos, la arquitectura de la planta 15
(por ejemplo, el número de ramas), la producción de semillas, la senescencia de la hoja y más. El desarrollo de la raíz, 
la captación de nutrientes y la tolerancia al estrés y el vigor temprano también pueden ser factores importantes para 
determinar el rendimiento. La optimización de uno de los factores anteriormente mencionados puede, por lo tanto, 
contribuir a aumentar el rendimiento del cultivo.

El rendimiento de la semilla es un rasgo particularmente importante ya que las semillas de muchas plantas son 20
importantes para la nutrición humana y animal. Los cultivos tales como maíz, arroz, trigo, canola y soja suponen más 
de la mitad de la ingesta calórica humana, ya sea mediante consumo directo de las semillas en sí o mediante el 
consumo de productos cárnicos criados con semillas procesadas. También son una fuente de azúcares, aceites y 
muchos tipos de metabolitos usados en procedimientos industriales. Las semillas contienen un embrión (la fuente de 
nuevos brotes y raíces) y un endospermo (la fuente de nutrientes para el crecimiento del embrión durante la 25
germinación y durante el crecimiento temprano de las plántulas). El desarrollo de una semilla implica muchos genes, y 
requiere de la transferencia de metabolitos desde las raíces, hojas y tallos a la semilla en crecimiento. El endospermo, 
en particular, asimila los precursores metabólicos de los hidratos de carbono, aceites y proteínas y los sintetiza en 
macromoléculas de almacenamiento para rellenar el grano.

Otro rasgo de particular interés económico es el de tolerancia al estrés abiótico mejorada. El estrés abiótico es una 30
causa principal de pérdida de cultivos en todo el mundo, reduciendo los rendimientos medios de la mayoría de plantas 
de cultivo en más de un 50 % (Wang y col., Planta (2003) 218: 1-14). El estrés abiótico puede estar causado por 
sequía, salinidad, extremos de temperatura, toxicidad química y estrés oxidativo. La capacidad para mejorar la 
tolerancia de las plantas al estrés abiótico podría ser una ventaja económica para los granjeros en todo el mundo y 
podría permitir cultivar cultivos durante condiciones adversas y en territorios donde el cultivo de cultivos no sería 35
posible de otro modo.

La capacidad para aumentar el rendimiento de las plantas tendría muchas aplicaciones en áreas tales como la 
agricultura, incluyendo la producción de plantas ornamentales, arboricultura, horticultura y silvicultura. El aumento del 
rendimiento también podría ser útil en la producción de algas para su uso en biorreactores (para la producción 
biotecnológica de sustancias tales como agentes farmacéuticos, anticuerpos o vacunas, y para la bioconversión de 40
residuos orgánicos) y otras áreas similares.

Antecedentes

Proteínas de homeodominio de cremallera de leucina (HDZip)

Las proteínas de homeodominio de cremallera de leucina (HDZip por sus siglas en inglés, homeodomain leucine 
zipper) constituyen una familia de factores de transcripción caracterizada por la presencia de un dominio de unión a 45
ADN (HD) y un motivo de cremallera de leucina (Zip) adyacente. El homeodominio consiste normalmente en 60 restos 
de aminoácidos conservados que forman un hélice1-bucle-hélice2-giro-hélice3 que se une a ADN. Este sitio de unión 
a ADN es normalmente seudopalindrómico. La cremallera de leucina, adyacente al extremo C-terminal del 
homeodominio, consiste en varias repeticiones de héptada (al menos cuatro) en las que normalmente aparece una 
leucina (en ocasiones una valina o una isoleucina) cada siete aminoácidos. La cremallera de leucina es importante 50
para la dimerización de proteínas. Esta dimerización es un requisito previo para la unión a ADN (Sessa y col., (1993) 
EMBO J 12(9): 3507-3517), y puede aparecer entre dos proteínas HDZip idénticas (homodímero) o entre dos proteínas 
HDZip diferentes (heterodímero).

Los genes del homeodominio están presentes en todos los eucariotas, y constituyen una familia de al menos 89 
miembros en Arabidopsis thaliana. La cremallera de leucina también se encuentra por sí sola en eucariotas distintos de 55
plantas. Sin embargo, la presencia tanto de un homeodominio como de una cremallera de leucina, es específica de 
plantas (encontrada en al menos 47 de las 89 proteínas en Arabidopsis), y se ha encontrado en musgos además de en 
plantas vasculares (Sakakibara y col., (2001) Mol Biol Evol 18(4): 491-502). Por lo tanto, la cremallera de leucina se 
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encuentra en el extremo C-terminal del homeodominio, solapándose estas dos características por tres aminoácidos.

Los genes de HDZip de Arabidopsis se han clasificado en cuatro clases diferentes, HDZip I a IV, basándose en 
criterios de similitud de secuencia (Sessa y col., (1994) en Plant Molec Biol, págs. 412-426). Al igual que las proteínas 
HDZip de las otras tres clases, las proteínas HDZip de clase I son bastante divergentes en cuanto a su estructura de 
amino primaria fuera del homeodominio y de la cremallera de leucina. Dentro tanto del homeodominio como de la 5
cremallera de leucina, las proteínas HDZip de clase I se caracterizan adicionalmente por dos características 
específicas:

1) en el homeodominio, además de los aminoácidos invariantes Leu16Trp48Phe49Asn51Arg53, la posición 46 está 
ocupada por una Ala (A) y la posición 56 por una Try (W) (u ocasionalmente por una Phe (F)) (Sessa y col., (1997) 
J Mol Biol 274(3):303-309; véase la figura 1), citado como un homeodominio de clase I, y10

2) la cremallera de leucina comprende seis héptadas, salvo para el helecho Ceratopteris richardii que presenta 
siete héptadas (dentro de cada héptada, las posiciones se denominan a, b, c, d, e, f y g, encontrándose la leucina 
conservada en la posición d; Sakakibara y col., (2001) Mol Biol Evol 18(4): 491-502; véase la figura 2). HDZip II, III 
y IV presentan una cremallera de leucina con solo cinco héptadas.

En referencia a sus propiedades de unión a ADN, las proteínas HDZip de clase I se unen preferentemente a semisitios 15
de 5 pb que se solapan en una posición central, CAA(A/T)ATTG (Sessa y col., (1993) EMBO J 12(9): 3507-3517).

Se ha demostrado que diferentes proteínas HDZip activan o bien reprimen la transcripción. En Arabidopsis, se 
demostró que ATHB1, -5, -6 y -16 de HDZip de clase I actúan como activadores transcripcionales en ensayos de 
expresión transitoria en hojas de Arabidopsis usando un gen indicador (luciferasa; Henriksson y col., (2005) Plant Phys 
139: 509-518). Dos proteínas HDZip de clase I de arroz, Oshox4 y Oshox5, actuaron como activadores en ensayos de 20
expresión transitoria en cultivos en suspensión de células de arroz usando otro gen indicador (glucuronidasa; Meijer y 
col., (2000) Mol Gen Genet 263:12-21). Por el contrario, dos proteínas HDZip de clase II de arroz, Oshox1 y Oshox3, 
actuaron como represores transcripcionales en los mismos experimentos (Meijer y col., (1997) Plant J 11: 263-276; 
Meijer y col., (2000) anteriormente citado).

Se ha demostrado que varias proteínas HDZip de clase I están implicadas en la respuesta a la luz y en la respuesta 25
relacionada con el déficit de ácido abscísico (ABA)/agua (Hjellström y col., (2003) Plant Cell Environ 26: 1127-1136). 
Las Arabidopsis transgénicas que sobreexpresan ATHB1, -3, -13, -20 y -23 de HDZip de clase I sugieren que estos 
genes están implicados en la regulación del desarrollo del cotiledón y de la hoja (Aoyama y col., (1995) Plant Cell 7: 
1773-1785; Hanson (2000) en Comprehensive summaries of Uppsala Dissertations from the Faculty of Science and 
Technology, Uppsala). Los genes ATHB3, -13, -20 y -23 son similares y forman una subclase distinta dentro de HDZip 30
de clase I. Ya que estos genes provocan alteraciones similares en la forma del cotiledón cuando se expresan de 
manera constitutiva, se citan como los genes de HDZip de cotiledón puntiagudo (POC). Hanson llega a la conclusión 
de que las proteínas HDZip de clase I que están estrechamente relacionadas filogenéticamente también están 
relacionadas funcionalmente, en la mayoría de los casos.

El documento WO 2004/099365 desvela una secuencia de HDZip de girasol denominada Hahb-4, construcciones, 35
vectores y plantas transgénicas que comprenden esta secuencia o variantes de la misma.

El documento WO 03/007699 desvela factores de transcripción potencialmente relacionados con el estrés en el arroz 
que se identificaron basándose en su identidad de secuencia con las secuencias de HDZip de Arabidopsis.

Deng Xin y col., (Plant Mol Biol vol. 49, n.º 6, agosto de 2002, páginas 601-610) re refiere al aislamiento de genes de 
HDZip de la planta de la resurrección, Craterostigma.40

El n.º de referencia de la base de datos Uniprot Q6ZA74 desvela la secuencia de la proteína de la caja 
homeostática-cremallera de leucina HOX5 del arroz.

Se ha descubierto que la modulación de la expresión en una planta de un ácido nucleico que codifica un polipéptido de 
Hox5 de HDZip de clase I que tiene una secuencia tal como se muestra en SEC ID Nº: 2 proporciona plantas que 
tienen características de crecimiento mejoradas en relación a las plantas de tipo silvestre correspondientes u otras 45
plantas de control.

La presente invención se refiere, por lo tanto, a un procedimiento para aumentar el rendimiento de plantas en plantas 
que crecen en condiciones sin estrés en relación a las plantas de tipo silvestre correspondientes, que comprende 
introducir y sobreexpresar en una planta un ácido nucleico de hox5 de HDZip de clase I que codifica un polipéptido de 
hox5 de cremallera de leucina de homeodominio (HDZip) de SEC ID Nº: 2, y seleccionar plantas que tienen 50
rendimiento aumentado, en el que dicho rendimiento aumentado se selecciona entre uno o más de: número 
aumentado de semillas cargadas, número total de semillas aumentado, rendimiento total de semillas aumentado, 
aumento de la tasa de carga de semillas, aumento del índice de cosecha (IC), aumento del peso de mil granos (PMG), 
aumento de la biomasa de la raíz, cada uno en relación a las plantas de tipo silvestre correspondientes.

55
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La presente invención se refiere además a un procedimiento para aumentar el rendimiento de plantas cultivadas en 
condiciones de estrés abiótico, comprendiendo dicho procedimiento introducir y sobreexpresar en una planta un ácido 
nucleico de hox5 de HDZip de clase I que codifica un polipéptido de hox5 de cremallera de leucina de homeodominio 
(HDZip) de SEC ID Nº: 2, y seleccionar plantas que tienen rendimiento aumentado, en el que dicho rendimiento 
aumentado se selecciona entre uno o más de: número aumentado de semillas cargadas, número total de semillas 5
aumentado, rendimiento total de semillas aumentado, aumento de la tasa de carga de semillas, aumento del índice de 
cosecha (IC), aumento del peso de mil granos (PMG), aumento de la biomasa de la raíz, cada uno en relación a las 
plantas de tipo silvestre correspondientes.

Además, la presente invención se refiere al uso de una construcción que comprende

(i) un ácido nucleico de hox5 de HDZip de clase I que codifica un polipéptido de hox5 de cremallera de leucina de 10
homeodominio (HDZip) de clase I de SEC ID Nº: 2;
(ii) un promotor de GOS2 capaz de dirigir la expresión de la secuencia de ácido nucleico de (i), y
(iii) una secuencia de terminación de la transcripción,

en el aumento del rendimiento de las plantas cultivadas en condiciones sin estrés en relación a las plantas de tipo 
silvestre correspondientes, en el que dicho rendimiento aumentado se selecciona entre uno o más de: número 15
aumentado de semillas cargadas, rendimiento total de semillas aumentado, aumento de la tasa de carga de semillas, 
IC aumentado, PMG aumentado.

La presente invención también abarca el uso de un ácido nucleico de hox5 de HDZip de clase I que codifica un 
polipéptido de hox5 de cremallera de leucina de homeodominio (HDZip) de SEC ID Nº: 2, o el uso del polipéptido hox5 
de HDZip de clase I de SEC ID Nº: 2, en el aumento del rendimiento de las plantas cultivadas en condiciones sin estrés 20
en relación a las plantas de tipo silvestre correspondientes,
en el que dicho ácido nucleico de hox5 de HDZip de clase I se sobreexpresa en una planta, y
en el que dicho rendimiento aumentado se selecciona entre uno o más de: número aumentado de semillas cargadas, 
rendimiento total de semillas aumentado, aumento de la tasa de carga de semillas, IC aumentado, PMG aumentado, 
cada uno en relación a las plantas de tipo silvestre correspondientes.25

La presente invención también prevé el uso de un ácido nucleico de hox5 de HDZip de clase I que codifica un 
polipéptido de hox5 de cremallera de leucina de homeodominio (HDZip) de SEC ID Nº: 2, o el uso del polipéptido hox5 
de HDZip de clase I de SEC ID Nº: 2, en el aumento del rendimiento de plantas en plantas cultivadas en condiciones de 
estrés abiótico, en el que dicho ácido nucleico de hox5 de HDZip de clase I se sobreexpresa en una planta, en el que 
dicho rendimiento aumentado se selecciona entre uno o más de: número aumentado de semillas cargadas, 30
rendimiento total de semillas aumentado, aumento de la tasa de carga de semillas, aumento del índice de cosecha 
(IC), aumento del peso de mil granos (PMG), aumento de la biomasa de la raíz, cada uno en relación a las plantas de 
tipo silvestre correspondientes.

Por lo tanto, la presente invención proporciona un procedimiento para mejorar características de crecimiento de 
plantas que comprende modular la expresión en una planta de un ácido nucleico que codifica un polipéptido de hox5 35
de HDZip de clase I o un homólogo del mismo.

La selección de las plantas de control adecuadas es una parte rutinaria de una configuración experimental y puede 
incluir plantas de tipo silvestre correspondientes o plantas sin el gen de interés. La planta de control es típicamente de 
la misma especie de planta o incluso de la misma variedad que la planta que se va a evaluar. La planta de control 
también puede ser un nulicigoto de la planta que se va a evaluar. Una "planta de control", tal como se usa en el 40
presente documento no solo se refiere a plantas completas, sino también a partes de planta, incluyendo semillas y 
partes de semilla.

Ventajosamente, la ejecución de los procedimientos de acuerdo con la presente invención da como resultado plantas 
que tienen características de crecimiento mejoradas, en particular uno o más de rendimiento aumentado, crecimiento 
mejorado, biomasa mejorada, arquitectura mejorada, división celular mejorada y tolerancia mejorada al estrés abiótico 45
en relación a las plantas de tipo silvestre correspondiente o a otras plantas de control.

La expresión "rendimiento aumentado" se entiende como un aumento en uno o más de los siguientes, cada uno en 
relación a las plantas de tipo silvestre correspondientes u otras plantas de control: (i) biomasa aumentada (peso) de 
una o más partes de una planta, particularmente de partes por encima del suelo (cosechables), o aumento de la 
biomasa de la raíz, aumento del volumen de la raíz, aumento del número de raíces, aumento del diámetro de la raíz o 50
aumento de la longitud de la raíz (de raíces gruesas o finas), o biomasa aumentada de cualquier otra parte cosechable; 
(ii) rendimiento total de semillas aumentado, lo que incluye un aumento en la biomasa de la semilla (peso de la semilla) 
y que puede ser un aumento en el peso de la semilla por planta basándose en semillas individuales y/o por hectárea o 
acre; (iii) número aumentado de flores (floretes) por panícula, que se expresa como una proporción del número de 
semillas cargadas dividido entre el número de panículas primarias; (iv) aumento de la tasa de carga de semillas 55
(expresado en términos de porcentaje como la proporción del número de semillas cargadas entre el número de 
floretes); (v) número aumentado de semillas (cargadas); (vi) tamaño aumentado de la semilla, que también puede 
influenciar a la composición de las semillas; (vii) volumen aumentado de la semilla, que también puede influenciar a la 
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composición de las semillas (incluyendo el contenido total y composición de aceites, proteínas e hidratos de carbono); 
(viii) área de la semilla aumentada (individual o media); (ix) longitud de la semilla aumentada (individual o media); (x) 
anchura de la semilla aumentada (individual o media); (xi) perímetro de la semilla aumentado (individual o medio); (xii) 
aumento del índice de cosecha (IC), que se expresa como una proporción del rendimiento de partes cosechables, tales 
como semillas, entre la biomasa total; y (xiii) aumento del peso de mil granos (PMG), que se extrapola a partir del 5
número de semillas cargadas contadas y de su peso total. Un PMG aumentado puede ser el resultado de un tamaño 
de semilla y/o de un peso de semilla aumentados. Un PMG aumentado puede ser el resultado de un aumento en el 
tamaño del embrión y/o del tamaño del endospermo.

Tomando al maíz como ejemplo, un aumento del rendimiento puede manifestarse como uno o más de los siguientes: 
aumento en el número de plantas establecidas por hectárea o acre, un aumento en el número de espigas por planta, 10
un aumento en el número de filas, número de granos por fila, peso del grano, peso de mil granos, longitud/diámetro de 
la espiga, aumento en la tasa de carga de semillas (que es el número de semillas llenas dividido entre el número total 
de semillas y multiplicado por 100), entre otros. Tomando al arroz como ejemplo, un aumento en el rendimiento puede 
manifestarse en sí mismo como un aumento en uno o más de los siguientes: número de plantas por hectárea o acre, 
número de panículas por planta, número de espiguillas por panícula, número de flores (floretes) por panícula (que se 15
expresa como una proporción del número de semillas llenas dividido entre el número de panículas primarias), aumento 
en la tasa de carga de semillas (que es el número de semillas llenas dividido entre el número total de semillas y 
multiplicado por 100), aumento en el peso de mil granos, entre otros.

Ya que las plantas transgénicas de acuerdo con la presente invención tienen rendimiento aumentado, es probable que 
estas plantas muestren una tasa de crecimiento aumentada (durante al menos parte de su ciclo vital), en relación a la 20
velocidad de crecimiento de las plantas de control en un estado correspondiente de su ciclo vital. La velocidad de 
crecimiento aumentada puede ser específica para una o más partes de una planta (incluyendo las semillas), o puede 
ser sustancialmente a lo largo de la planta completa. Las plantas que tienen una velocidad de crecimiento aumentada 
pueden tener un ciclo vital más corto. El ciclo vital de una planta puede entenderse como el tiempo necesario para 
crecer desde una semilla madura seca hasta el estado en el que la planta ha producido semillas maduras secas, 25
similares al material de partida. Este ciclo vital puede estar influenciado por factores tales como el vigor temprano, la 
velocidad de crecimiento, en índice de verdor, el tiempo de floración y la velocidad de maduración de la semilla. El 
aumento en la velocidad de crecimiento puede tener lugar en uno o más estados en el ciclo vital de una planta o 
durante sustancialmente todo el ciclo vital de la planta. La velocidad de crecimiento aumentada durante las etapas 
tempranas del ciclo vital de una planta puede reflejar un vigor potenciado. El aumento en la velocidad de crecimiento 30
puede alterar el ciclo de cosecha de una planta permitiendo que se siembren las plantas más tarde y/o se cosechen 
más pronto de lo que sería posible de otro modo (puede obtenerse un efecto similar con el tiempo de floración 
temprana). Si la velocidad de crecimiento aumenta lo suficiente, también puede permitir la siembra adicional de 
semillas de la misma especie de planta (por ejemplo, siembra y cosecha de plantas de arroz seguida de siembra y 
cosecha de plantas de arroz adicional todas dentro de un periodo de crecimiento convencional). De igual forma, si la 35
velocidad de crecimiento aumenta lo suficiente, puede permitir la siembra adicional de semillas de diferentes especies 
de plantas (por ejemplo, la siembra y cosecha de plantas de arroz seguida de, por ejemplo, la siembra y opcional 
cosecha de soja, patata o cualquier otra planta adecuada). También puede ser posible cosechar un número de veces 
adicionales el mismo rizoma en el caso de algunas plantas de cultivo. Alterar el ciclo de cosecha de una planta puede 
dar lugar a un aumento en la producción de biomasa anual por metro cuadrado (debido a un aumento en el número de 40
veces (por ejemplo, un año) que se puede cultivar y cosechar cualquier planta particular). Un aumento en la velocidad 
de crecimiento también puede permitir el cultivo de plantas transgénicas en un área geográfica mayor que la de sus 
homólogos de tipo silvestre, debido a que las limitaciones territoriales para cosechar un cultivo se determinan a 
menudo por condiciones ambientales adversas bien en el momento de plantar (estación temprana) o bien en el 
momento de cosechar (estación tardía). Dichas condiciones adversas pueden evitarse si se acorta el ciclo de la 45
cosecha. La velocidad de crecimiento puede determinarse derivando diversos parámetros de curvas de crecimiento, 
pudiendo ser dichos parámetros: T-Medio (el tiempo que tardan las planta en alcanzar el 50 % de su tamaño máximo) 
y T-90 (el tiempo que tardan las plantas en alcanzar el 90 % de su tamaño máximo), entre otros.

El rendimiento de los procedimientos de la divulgación proporciona plantas que tienen una velocidad de crecimiento 
aumentada. Por lo tanto, de acuerdo con la presente divulgación, se proporciona un procedimiento para aumentar la 50
velocidad de crecimiento de plantas, comprendiendo dicho procedimiento modular la expresión en una planta de un 
ácido nucleico que codifica un polipéptido de hox5 de HDZip de clase I o de un homólogo del mismo.

Un aumento en el rendimiento y/o velocidad de crecimiento se produce cuando la planta está en condiciones sin estrés 
o cuando la planta está expuesta a diversos tipos de estrés en comparación con las plantas de control. Típicamente, 
las plantas responden a la exposición frente al estrés creciendo más lentamente. En condiciones de estrés intenso, la 55
planta puede incluso detener por completo su crecimiento. Por otro lado, el estrés leve se define en el presente 
documento como cualquier estrés al que se expone una planta que no da como resultado el cese total del crecimiento 
sin la capacidad de reanudar el crecimiento. El estrés leve, en el sentido de la invención, da lugar a una reducción en el 
crecimiento de las plantas estresadas de menos del 40 %, 35% o 30%, preferentemente menos del 25 %, 20 % o 
15 %, más preferentemente menos del 14 %, 13 % 12 % 11 % o 10 % o menos en comparación con la planta de 60
control en condiciones sin estrés. Debido a los avances en las prácticas agrícolas (riego, fertilización, tratamiento con 
pesticidas) las formas de estrés intenso no se encuentran frecuentemente en las plantas cultivadas. Como 
consecuencia, el crecimiento comprometido inducido por estrés leve es a menudo una característica no deseable para 
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la agricultura. Las formas de estrés leve son formas de estrés biótico y/o abiótico (ambiental) comunes a las que está 
expuesta la planta. Las formas de estrés abiótico pueden deberse a sequía o a exceso de agua, a estrés anaeróbico, a 
estrés salino, toxicidad química, estrés oxidativo y temperaturas cálidas, frías o de congelación. El estrés abiótico 
puede ser un estrés osmótico causado por un estrés hídrico (particularmente debido a sequía), a estrés salino, estrés 
oxidativo o un estrés iónico. Las formas de estrés biótico son típicamente aquellas causadas por patógenos, tales 5
como bacterias, virus, hongos e insectos.

La ejecución de los procedimientos de acuerdo con la presente invención da como resultado plantas que tienen 
tolerancia aumentada al estrés abiótico. Tal como se describe en Wang y col., (Planta (2003) 218: 1-14), el estrés 
abiótico da lugar a una serie de cambios morfológicos, fisiológicos, bioquímicos y moleculares que afectan 
adversamente al crecimiento y productividad de la planta. Se sabe que la sequía, las temperaturas extremas y el estrés10
oxidativo están interconectados y pueden inducir daño celular y al crecimiento mediante mecanismos similares. Por 
ejemplo, la sequía y/o la salinización se manifiestan principalmente como estrés osmótico, dando como resultado la 
interrupción de la homeostasis y de la distribución de iones en la célula. El estrés oxidativo, que frecuentemente viene 
acompañado de estrés por altas o bajas temperaturas, salinidad o sequía puede causar la desnaturalización de 
proteínas funcionales y estructurales. Como consecuencia, estas diversas formas de estrés ambiental activan a 15
menudo rutas de señalización celular y respuestas celulares similares, tales como la producción de proteínas de 
estrés, regulación positiva de antioxidantes, acumulación de solutos compatibles y detención del crecimiento.

Ya que diversas formas de estrés ambientales activan rutas similares, la ejemplificación de la presente invención con 
estrés por sequía (en la medida en que la invención se refiere al uso de polipéptidos de hox4 de HDZip de clase I tal 
como se definen en la reivindicación 1 y de sus ácidos nucleicos codificantes) no debe entenderse como una limitación 20
al estrés por sequía, sino más como una exploración para indicar la implicación de polipéptidos de hox5 de HDZip de 
clase I o de homólogos de los mismos en las formas de estrés abiótico en general. Además, los procedimientos de la 
presente invención pueden llevarse a cabo en condiciones sin estrés o en condiciones de sequía leve para 
proporcionar plantas que tengan características de crecimiento mejoradas (en particular rendimiento aumentado) en 
relación a las plantas de tipo silvestre correspondientes u otras plantas de control. La expresión condiciones "sin 25
estrés", tal como se usa en el presente documento, se refiere preferentemente a aquellas condiciones ambientales que 
no sobrepasan de manera significativa las condiciones climáticas diarias y otras condiciones abióticas que puedan 
encontrarse las plantas, más preferentemente aquellas condiciones que permitan el crecimiento óptimo de las plantas. 
Los expertos en la materia son conscientes de las condiciones normales del suelo y de las condiciones climáticas para 
una localización dada.30

Se ha comunicado un grado particularmente alto de "intercomunicación" entre el estrés por sequía y el estrés por alta 
salinidad (Rabbani y col., (2003) Plant Physiol 133: 1755-1767). Por lo tanto, será evidente que un polipéptido de hox5 
de HDZip de clase I o un homólogo del mismo podría, junto con su utilidad para conferir tolerancia a la sequía en 
plantas, ser de utilidad para proteger a la planta contra otras diversas formas de estrés abiótico. De igual forma, será 
evidente que una cinasa similar a shaggy de grupo I (tal como se define en el presente documento) podría, junto con su 35
utilidad para conferir tolerancia a la sal en plantas, se de utilidad para proteger a la planta contra otras diversas formas 
de estrés abiótico. Además, Rabbani y col., (2003, Plant Physiol 133: 1755-1767) comunican que existen mecanismos 
moleculares similares de tolerancia y respuestas al estrés entre dicotiledóneas y monocotiledóneas. Por lo tanto, los 
procedimientos de la invención pueden aplicarse de manera ventajosa a cualquier planta.

La expresión "estrés abiótico", tal como se define en el presente documento, se entiende como uno cualquiera o más 40
de: estrés hídrico (debido a sequía o exceso de agua), a estrés anaeróbico, a estrés salino, estrés por temperatura 
(debido a temperaturas cálidas, frías o de congelación), estrés por toxicidad química y estrés oxidativo. De acuerdo 
con un aspecto de la invención, el estrés abiótico es un estrés osmótico, seleccionado entre estrés hídrico, estrés 
salino, estrés oxidativo y estrés iónico. Preferentemente, el estrés hídrico es estrés por sequía. La expresión estrés 
hídrico no está restringida a la sal común (NaCl), sino que puede ser una cualquiera o más de: NaCl, KCI, LiCl, MgCl2, 45
CaCl2, entre otras.

La tolerancia aumentada al estrés abiótico se manifiesta por un rendimiento aumentado de la planta en condiciones de 
estrés abiótico. Particularmente en la medida en que la invención se refiere al uso de polipéptidos de hox5 de HDZip de 
clase I y de sus ácidos nucleicos codificantes, dicho rendimiento aumentado puede incluir uno o más de los siguientes: 
número aumentado de semillas cargadas, rendimiento total de semillas aumentado, número aumentado de flores por 50
panícula, aumento de la tasa de carga de semillas, IC aumentado, PMG aumentado, diámetro de las raíces 
aumentado, cada uno en relación a las plantas de tipo silvestre correspondientes.

La ejecución de los procedimientos de la invención proporciona plantas que tienen tolerancia aumentada al estrés 
abiótico. La ejecución de los procedimientos de la invención proporciona plantas cultivadas en condiciones sin estrés o 
en condiciones de sequía leve con características de crecimiento mejoradas (particularmente rendimiento aumentado) 55
en relación a las plantas de tipo silvestre correspondientes u otras plantas cultivadas en condiciones comparables.

De acuerdo con la presente divulgación, se proporciona un procedimiento para aumentar la tolerancia al estrés 
abiótico en plantas, comprendiendo dicho procedimiento modular la expresión en una planta de un ácido nucleico que 
codifica un polipéptido de hox5 de HDZip de clase I o de un homólogo del mismo. De acuerdo con un aspecto de la 
divulgación, el estrés abiótico es un estrés osmótico, seleccionado entre uno o más de los siguientes: estrés hídrico, a 60
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estrés salino, estrés oxidativo y estrés iónico. Preferentemente, el estrés hídrico es estrés por sequía.

Particularmente en la medida en que la divulgación se refiere al uso de polipéptidos de hox5 de HDZip de clase I y de 
sus ácidos nucleicos codificantes, la ejecución de los procedimientos de la divulgación proporciona un índice de verdor 
aumentado en relación a plantas de tipo silvestre correspondientes. El índice de verdor, tal como se define en el 
presente documento, es la proporción (expresada como %) de píxeles amarillos en imágenes de plantas registradas 5
por una cámara digital. Un índice de verdor aumentado puede indicar una senescencia reducida o retrasada que a su 
vez permite prolongar la actividad fotosintética de una planta, lo que a su vez da lugar a diversos efectos beneficiosos 
bien conocidos en la técnica.

Por lo tanto, la divulgación proporciona un procedimiento para aumentar el índice de verdor en plantas, comprendiendo 
dicho procedimiento modular la expresión en una planta de un ácido nucleico que codifica un polipéptido de hox5 de 10
HDZip de clase I o un homólogo del mismo. Preferentemente, el índice de verdor aumenta en condiciones de estrés 
abiótico, más preferentemente en condiciones de estrés hídrico, aún más preferentemente en condiciones de estrés 
por sequía.

Preferentemente, en los casos donde el procedimiento de la invención comprenda modular la expresión en una planta 
de un ácido nucleico que codifica un polipéptido de hox5 de HDZip de clase I o un homólogo del mismo, el rendimiento 15
aumentado incluye uno o más de los siguientes: número aumentado de semillas cargadas, rendimiento total de 
semillas aumentado, número aumentado de flores por panícula, aumento de la tasa de carga de semillas, IC 
aumentado, PMG aumentado, longitud de las raíces aumentada, cada uno en relación a las plantas de tipo silvestre 
correspondientes u otras plantas de control.

De acuerdo con una característica preferida de la presente divulgación, se proporciona un procedimiento para 20
aumentar el rendimiento de una planta en relación a plantas de tipo silvestre correspondientes u otras plantas de 
control, comprendiendo dicho procedimiento modular la expresión en una planta de un ácido nucleico que codifica un 
polipéptido de hox5 de HDZip de clase I o un homólogo del mismo.

Por lo tanto, los procedimientos de la invención pueden aplicarse de manera ventajosa a cualquier planta.

El término "planta", tal como se usa en el presente documento, abarca plantas completas, ancestros y descendencia 25
de plantas y partes de plantas, incluyendo semillas, brotes, tallos, hojas, raíces (incluyendo tubérculos), flores, y tejidos
y órganos, en la que cada uno de los anteriormente mencionados comprende el gen/ácido nucleico de interés. El 
término "planta" también abarca células de planta, cultivos en suspensión, tejido calloso, embriones, regiones 
meristemáticas, gametofitos, esporofitos, polen y microesporas, de nuevo en la que cada uno de los anteriormente 
mencionados comprende el gen/ácido nucleico de interés.30

Las plantas que son particularmente útiles en los procedimientos de la invención incluyen todas las plantas que 
pertenecen a la superfamilia Viridiplantae, en particular a plantas monocotiledóneas y dicotiledóneas, incluyendo 
forraje y leguminosas de forraje, plantas ornamentales, cultivos alimenticios, árboles o arbustos seleccionados entre la 
lista que comprende Acacia spp., Acer spp., Actinidia spp., Aesculus spp., Agathis australis, Albizia amara, Alsophila 
tricolor, Andropogon spp., Arachis spp, Areca catechu, Astelia fragrans, Astragalus cicer, Baikiaea plurijuga, Betula 35
spp., Brassica spp., Bruguiera gymnorrhiza, Burkea africana, Butea frondosa, Cadaba farinosa, Calliandra spp, 
Camellia sinensis, Canna indica, Capsicum spp., Cassia spp., Centroema pubescens, Chaenomeles spp., 
Cinnamomum cassia, Coffea arabica, Colophospermum mopane, Coronillia varia, Cotoneaster serotina, Crataegus 
spp., Cucumis spp., Cupressus spp., Cyathea dealbata, Cydonia oblonga, Cryptomeria japonica, Cymbopogon spp., 
Cynthea dealbata, Cydonia oblonga, Dalbergia monetaria, Davallia divaricata, Desmodium spp., Dicksonia squarosa, 40
Diheteropogon amplectens, Dioclea spp, Dolichos spp., Dorycnium rectum, Echinochloa pyramidalis, Ehrartia spp., 
Eleusine coracana, Eragrestis spp., Erythrina spp., Eucalyptus spp., Euclea schimperi, Eulalia villosa, Fagopyrum spp., 
Feijoa sellowiana, Fragaria spp., Flemingia spp, Freycinetia banksii, Geranium thunbergii, Ginkgo biloba, Glycine 
javanica, Gliricidia spp, Gossypium hirsutum, Grevillea spp., Guibourtia coleosperma, Hedysarum spp., Hemarthia 
altissima, Heteropogon contortus, Hordeum vulgare, Hyparrhenia rufa, Hypericum erectum, Hyperthelia dissoluta, 45
Indigo incarnata, Iris spp., Leptarrhena pyrolifolia, Lespediza spp., Lettuca spp., Leucaena leucocephala, Loudetia 
simplex, Lotonus bainesii, Lotus spp., Macrotyloma axillare, Malus spp., Manihot esculenta, Medicago sativa, 
Metasequoia glyptostroboides, Musa sapientum, Nicotianum spp., Onobrychis spp., Ornithopus spp., Oryza spp., 
Peltophorum africanum, Pennisetum spp., Persea gratissima, Petunia spp., Phaseolus spp., Phoenix canariensis, 
Phormium cookianum, Photinia spp., Picea glauca, Pinus spp., Pisum sativum, Podocarpus totara, Pogonarthria fleckii, 50
Pogonarthria squarrosa, Populus spp., Prosopis cineraria, Pseudotsuga menziesii, Pterolobium stellatum, Pyrus 
communis, Quercus spp., Rhaphiolepsis umbellata, Rhopalostylis sapida, Rhus natalensis, Ribes grossularia, Ribes
spp., Robinia pseudoacacia, Rosa spp., Rubus spp., Salix spp., Schyzachyrium sanguineum, Sciadopitys verticillata, 
Sequoia sempervirens, Sequoiadendron giganteum, Sorghum bicolor, Spinacia spp., Sporobolus fimbriatus, Stiburus 
alopecuroides, Stylosanthos humilis, Tadehagi spp, Taxodium distichum, Themeda triandra, Trifolium spp., Triticum55
spp., Tsuga heterophylla, Vaccinium spp., Vicia spp., Vitis vinifera, Watsonia pyramidata, Zantedeschia aethiopica, 
Zea mays, amaranto, alcachofa, espárrago, brécol, coles de Bruselas, repollo, canola, zanahoria, coliflor, apio, berza, 
lino, col rizada, lenteja, colza, okra, cebolla, patata, arroz, soja, fresa, remolacha azucarera, caña de azúcar, girasol, 
tomate, calabaza, té y algas, entre otros.
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De acuerdo con una realización preferida de la presente invención, la planta es una planta de cultivo, tal como soja, 
girasol, canola, alfalfa, colza, algodón, tomate, patata o tabaco. De manera preferentemente adicional, la planta es una 
planta monocotiledónea, tal como caña de azúcar. Más preferentemente la planta es un cereal, tal como arroz, maíz, 
trigo, cebada, mijo, centeno, sorgo o avena.

Polipéptidos de hox5 de HDZip de clase I y homólogos de los mismos, y ácidos nucleicos/genes de hox5 de 5
HDZip de clase I útiles en los procedimientos de la invención

La expresión "polipéptido de hox5 de HDZip de clase I u homólogo del mismo", tal como se define en el presente 
documento, se refiere a un polipéptido que comprende de N-terminal a C-terminal: (i) una caja ácida; y (ii) un 
homeodominio de clase I; y (iii) una cremallera de leucina con más de 5 héptadas.

Además, el polipéptido de hox5 de HDZip de clase I o un homólogo del mismo puede comprender uno cualquiera o 10
ambos de los siguientes: (a) una cola de Trp; y (b) el motivo de aminoácidos RPFF, donde R es Arg, P es Pro y F es 
Phe. Dentro de este motivo, se permiten uno o más cambios conservativos en cualquier posición, y uno o dos cambios 
no conservativos en cualquier posición. El motivo de (b) precede a la caja ácida, cuando se examina la proteína desde 
N-terminal hasta C-terminal.

Un ejemplo de un polipéptido de hox5 de HDZip de clase I, tal como se define anteriormente, que comprende de 15
N-terminal a C-terminal: (i) una caja ácida; y (ii) un homeodominio de clase I; y (iii) una cremallera de leucina con más 
de 5 héptadas; y que comprende además: (a) una cola de Trp; y (b) el motivo de aminoácidos RPFF, donde R es Arg, 
P es Pro y F es Phe, se representa como SEC ID Nº: 2. Además, dichos ejemplos se proporcionan en la tabla A del 
ejemplo 1 en el presente documento.

Un polipéptido de hox5 de HDZip de clase I o un homólogo del mismo está codificado por un ácido nucleico/gen de 20
hox5 de HDZip de clase I. Por lo tanto, la expresión "ácido nucleico/gen de hox5 de HDZip de clase I", tal como se 
define en el presente documento, es cualquier ácido nucleico/gen que codifica un polipéptido de hox5 de HDZip de 
clase I o un homólogo del mismo tal como se define anteriormente en el presente documento.

Los polipéptidos de hox5 de HDZip de clase I u homólogos de los mismos pueden identificarse fácilmente usando 
técnicas rutinarias bien conocidas en la materia, tal como mediante alineamiento de secuencias. Los procedimientos 25
para el alineamiento de secuencias para comparación se conocen bien en la técnica, incluyendo dichos métodos GAP, 
BESTFIT, BLAST, FASTA y TFASTA. GAP usa el algoritmo de Needleman y Wunsch ((1970) J Mol Biol 48: 443-453) 
para hallar el alineamiento de dos secuencias completas que maximiza el número de coincidencias y minimiza el 
número de huecos. El algoritmo BLAST (Altschul y col., (1990) J Mol Biol 215: 403-10) calcula el porcentaje de 
identidad de secuencia y efectúa un análisis estadístico de la similitud entre las dos secuencias. El programa 30
informático para efectuar un análisis BLAST está disponible públicamente a través del National Centre for 
Biotechnology Information. Los homólogos de hox5 de HDZip de clase I que comprenden un homeodominio de clase I 
y una cremallera de leucina con más de 5 héptadas pueden identificarse fácilmente usando, por ejemplo, el algoritmo 
de alineamiento de múltiples secuencias ClustalW (versión 1.83) disponible en 
http://clustalw.genome.jp/sit-bin/nph-ClustalW, con los parámetros de alineamiento por pares por defecto, y un 35
procedimiento de puntuación en porcentaje. Puede efectuarse una edición manual menor para optimizar el 
alineamiento entre motivos conservados, tal como será evidente para un experto en la materia.

Los diversos dominios estructurales en una proteína hox5 de HDZip de clase I, tales como el homeodominio y la 
cremallera de leucina, pueden identificarse usando bases de datos especializadas, por ejemplo, SMART (Schultz y 
col., (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 5857-5864; Letunic y col. (2002) Nucleic Acids Res 30, 242-244; 40
http://smart.embl-heidelberg.de/), InterPro (Mulder y col., (2003) Nucl. Acids. Res. 31, 315-318; 
http://www.ebi.ac.uk/interpro/), Prosite (Bucher y Bairoch (1994), A generalized profile syntax for biomolecular 
sequences motifs and its function in automatic sequence interpretation. (In) ISMB- 94; Proceedings 2nd International 
Conference on Intelligent Systems for Molecular Biology. Altman R., Brutlag D., Karp P., Lathrop R., Searls D., Eds., 
págs 53-61, AAAIPress, Menlo Park; Hulo y col., Nucl. Acids. Res. 32:D134-D137, (2004), 45
http://www.expasy.org/prosite/) o Pfam (Bateman y col., Nucleic Acids Research 30(1):276-280 (2002), 
http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/). La predicción de la cremallera de leucina y la identificación de la héptada 
puede efectuarse usando programas informáticos especializados, tales como 2ZIP, que combina un algoritmo 
convencional de predicción hélices superenrolladas con una búsqueda aproximada para la repetición de leucina 
característica (Bornberg-Bauter y col., (1998) Computational Approaches to Identify Leucine Zippers, Nucleic Acids 50
Res., 26(11): 2740-2746, http://2zip.molgen.mpg.de).

Además, también puede identificarse fácilmente la presencia de una caja ácida. Puede calcularse la composición 
primaria de aminoácidos (en %) para determinar si un dominio de polipéptido es rico en aminoácidos específicos 
usando programas informáticos del servidor ExPASy, en particular la herramienta ProtParam (Gasteiger E y col., 
(2003) ExPASy: the proteomics server for in- depth protein knowledge and analysis. Nucleic Acids Res 31:3784-3788). 55
Entonces puede compararse la composición de la proteína de interés con la composición media de aminoácidos (en 
%) en el banco de datos de secuencias de proteínas Swiss-Prot. En este banco de datos, el contenido medio de Asp 
(D) y de Glu (E) son del 5,3 % y del 6,6 %, respectivamente, siendo la media combinada del 11,9 %. Como ejemplo, la 
caja ácida de SEC ID Nº: 2 contiene un 9,1 % de D y un 54,5 % de E, siendo la media combinada del 63,6 %. Tal como 
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se define en el presente documento, una caja rica en ácido tiene un contenido combinado de Asp (D) y de Glu (E) (en 
términos de %) por encima del encontrado en la composición de aminoácidos media (en términos de %) de las 
proteínas en la base de datos de secuencias de proteínas Swiss-Prot. Una caja ácida puede ser parte de un dominio 
de activación de la transcripción. Los dominios de activación de la transcripción de eucariotas se han clasificado de 
acuerdo con su contenido de aminoácidos, y las categorías principales incluyen dominios de activación ácidos, ricos 5
en glutamina y ricos en prolina (Rutherford y col., (2005) Plant J. 43(5):769-88, y las referencias citadas en el mismo).

Un número seleccionado de proteínas entre los polipéptidos de hox5 de HDZip de clase I u homólogos de los mismos 
comprenden además el motivo de aminoácidos RPFF, donde R es Arg, P es Pro y F es Phe. Dentro de este motivo, se 
permiten uno o más cambios conservativos en cualquier posición, y uno o dos cambios no conservativos en cualquier 
posición. Este motivo precede a la caja ácida, cuando se examina la proteína desde N-terminal hasta C-terminal 10
(véase la figura 2). La presencia del RPFF puede identificarse usando procedimientos para el alineamiento de 
secuencias para comparación tal como se ha descrito anteriormente en el presente documento. En algunos casos, 
pueden ajustarse los parámetros por defecto para modificar la rigurosidad de la búsqueda. Por ejemplo, usando 
BLAST, puede aumentarse el umbral de significación estadística (denominado valor de "expectativa") para comunicar 
coincidencias contra secuencias de la base de datos para mostrar coincidencias menos rigurosas. De este modo, 15
pueden identificarse coincidencias cortas prácticamente exactas.

Un número seleccionado de proteínas entre los polipéptidos de hox5 de HDZip de clase I u homólogos de los mismos 
pueden comprender además una cola de Trp. Una cola de Trp, tal como se define en el presente documento es los 
últimos 10 aminoácidos del extremo C-terminal de la proteína que comprende al menos un resto de Trp (véase la figura 
2).20

Los ejemplos de polipéptidos de hox5 de HDZip de clase I u homólogos de los mismos (codificados por el número de 
referencia de secuencia entre paréntesis) se proporcionan en la tabla A. Las SEC ID Nº: 3 a 32, 34 a 51 se muestran 
con fines ilustrativos.

Debe entenderse que las secuencias que se encuentran dentro de la definición de "polipéptido de hox5 de HDZip de 
clase I u homólogo del mismo" no deben limitarse a las secuencias proporcionadas en la tabla A, sino que cualquier 25
polipéptido que comprende desde N-terminal hasta C-terminal: (i) una caja ácida; y (ii) un homeodominio de clase I; y 
(iii) una cremallera de leucina con más de 5 héptadas, puede ser adecuado para su uso en la ejecución de los 
procedimientos de la divulgación.

Los polipéptidos de hox5 de HDZip de clase I u homólogos de los mismos tienen actividad de unión a ADN, 
preferentemente a semisitios de 5 pb que se solapan en una posición central, CAA(A/T)ATTG, tal como se detecta en 30
ensayos de un híbrido de levadura (Meijer y col., (2000) Mol Gen Genet 263:12-21). En ensayos transitorios en 
suspensiones de células de arroz, el bombardeo conjunto de un polipéptido de hox5 de HDZip de clase I con el gen 
indicador GUS dio como resultado un aumento en el número de puntos teñidos, que también tenían un color más 
intenso (Meijer y col., anteriormente citado). Este ensayo es útil para demostrar la función activadora de los 
polipéptidos u homólogos de hox5 de HDZip de clase I.35

Las secuencias útiles en los procedimientos de la divulgación no están limitadas a los ácidos nucleicos y polipéptidos 
de hox5 de homeodominio de cremallera de leucina (HDZip) de clase I anteriormente mencionados. Los 
procedimientos de acuerdo con la presente divulgación también pueden llevarse a cabo usando variantes de ácidos 
nucleicos que codifican polipéptidos de hox5 de homeodominio de cremallera de leucina (HDZip) de clase I u 
homólogos de los mismos.40

Los ejemplos de dichas variantes incluyen porciones, secuencias hibridantes, variantes alélicas, variantes de corte y 
empalme y variantes obtenidas mediante reordenamiento génico.

Puede prepararse una porción, por ejemplo, produciendo una o más eliminaciones en un ácido nucleico. Las porciones 
pueden usarse en forma aislada o pueden fusionarse a otras secuencias codificantes (o no codificantes) para, por 
ejemplo, producir una proteína que combine varias actividades. Cuando se fusionan a otras secuencias codificantes, el 45
polipéptido resultante producido tras la traducción puede ser mayor que aquel predicho para la porción.

En los casos donde la secuencia útil en los procedimientos de la divulgación sea un hox5 de HDZip de clase I, la 
porción codifica un polipéptido que comprende desde N-terminal hasta C-terminal: (i) una caja ácida; y (ii) un 
homeodominio de clase I; y (iii) una cremallera de leucina con más de 5 héptadas. Preferentemente, la porción es una 
porción de uno de los ácidos nucleicos proporcionados en la tabla A. Más preferentemente, la porción es una porción 50
de un ácido nucleico tal como se representa por la SEC ID Nº: 1.

Por lo tanto, la divulgación proporciona un procedimiento para mejorar características de crecimiento de plantas que 
comprende modular la expresión en una planta o una parte de un ácido nucleico que codifica un polipéptido de hox5 de 
homeodominio de cremallera de leucina (HDZip) de clase I o un homólogo del mismo.

Otra variante de ácido nucleico es un ácido nucleico capaz de hibridar en condiciones de rigurosidad reducida, 55
preferentemente en condiciones rigurosas, con un ácido nucleico que codifica un ácido nucleico/gen de hox5 de HDZip 
de clase I u homólogo del mismo.
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El término "hibridación", tal como se define en el presente documento, es un procedimiento en el que las secuencias
nucleotídicas complementarias sustancialmente homólogas hibridan entre sí. El procedimiento de hibridación puede 
suceder completamente en solución, es decir, ambos ácidos nucleicos complementarios se encuentran en solución. El 
procedimiento de hibridación también puede suceder con uno de los ácidos nucleicos complementarios inmovilizados 
a una matriz, tal como perlas magnéticas, perlas de sefarosa o cualquier otra resina. El procedimiento de hibridación 5
puede suceder además con uno de los ácidos nucleicos complementarios inmovilizados a un soporte sólido, tal como 
una membrana de nitrocelulosa o de nylon o inmovilizados mediante por ejemplo fotolitografía a, por ejemplo, un 
soporte de vidrio silícico (este último conocido como matrices o micromatrices de ácidos nucleicos o como placas de 
ácidos nucleicos). Para permitir que tenga lugar la hibridación, las moléculas de ácido nucleico se desnaturalizan 
generalmente de manera térmica o química para separar una doble hebra en dos hebras individuales y/o para eliminar 10
horquillas u otras estructuras secundarias de los ácidos nucleicos monocatenarios. La rigurosidad de la hibridación 
está influenciada por condiciones tales como la temperatura, la concentración de sal, la fuerza iónica y la composición 
del tampón de hibridación.

Las "condiciones de hibridación rigurosas" y las "condiciones de lavado de hibridación rigurosas" en el contexto de los 
experimentos de hibridación de ácidos nucleicos, tales como hibridaciones de Southern y de Northern son 15
dependientes de la secuencia y son diferentes con parámetros ambientales diferentes. El experto en la materia será 
consciente de diversos parámetros que pueden alterarse durante la hibridación y el lavado y que bien mantendrán o 
cambiarán las condiciones de rigurosidad.

La Tf es la temperatura a una fuerza iónica y pH definidos, a la cual el 50 % de la secuencia diana hibrida con una 
sonda perfectamente emparejada. La Tf depende de las condiciones de solución y de la composición base y longitud 20
de la sonda. Por ejemplo, las secuencias más largas hibridan específicamente a temperaturas mayores. La velocidad 
máxima de hibridación se obtiene desde aproximadamente 16 °C hasta 32 °C por debajo de la Tf. La presencia de 
cationes monovalentes en la solución de hibridación reduce la repulsión electrostática entre las dos hebras de ácido 
nucleico, promoviendo de este modo la formación de híbridos; este efecto es visible para concentraciones de sodio de 
hasta 0,4 M. La formamida reduce la temperatura de fusión de los dúplex de ADN-ADN y ADN-ARN en 0,6 a 0,7 °C 25
para cada porcentaje de formamida, y la adición de formamida al 50 % permite que se efectúe la hibridación a 30 a 
45 °C, aunque disminuirá la velocidad de hibridación. Los emparejamientos erróneos de pares de bases reducen la 
velocidad de hibridación y la estabilidad térmica de los dúplex. De media y para todas las sondas, la Tf disminuye 
aproximadamente 1 °C por % de emparejamiento erróneo de bases. La Tf puede calcularse usando las siguientes 
ecuaciones, dependiendo de los tipos de híbridos:30

1. híbridos de ADN-ADN (Meinkoth y Wahl, Anal. Biochem., 138: 267-284, 1984):

Tf 81,5 °C + 16,6 x log[Na+]a + 0,41 x %[G/Cb] - 500 x [Lc]-1 - 0,61,x,% de formamida

2. Híbridos de ADN-ARN o de ARN-ARN:

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

3. Híbridos de oligo-ADN u oligo-ARNd:35

Para < 20 nucleótidos: Tf 2 (In)
Para 20-35 nucleótidos: Tf= 22 + 1,46 (In)

a o para otro catión monovalente, pero solo preciso en el intervalo de 0,01-0,4 M.
b solo preciso para %GC en el intervalo del 30 % al 75 %.
c L = Longitud del dúplex en pares de bases.40
d Oligo, oligonucleótido; In, longitud eficaz del cebador = 2 x (n.º de G/C) + (n.º de A/T).
Nota: para cada 1 % de formamida, la Tf se reduce en aproximadamente 0,6 a 0,7 °C, mientras que la presencia de 
urea 6 M reduce la Tf en aproximadamente 30 °C.

La especificidad de la hibridación es típicamente la función de los lavados post-hibridación. Para eliminar el fondo 
resultante de la unión no específica, las muestras se lavan con soluciones salinas diluidas. Los factores críticos de 45
dichos lavados incluyen la fuerza iónica y la temperatura de la solución de lavado final: cuanto más baja sea la 
concentración de sal y mayor sea la temperatura de lavado, mayor será la rigurosidad del lavado. Las condiciones de 
lavado se llevan a cabo típicamente a, o por debajo de, la rigurosidad de la hibridación. En general, las condiciones 
rigurosas adecuadas para ensayos de hibridación de ácido nucleico o procedimientos de detección de la amplificación 
génica son tal como se han expuesto anteriormente. También pueden seleccionarse condiciones de mayor o menor 50
rigurosidad. En general, las condiciones de rigurosidad baja se seleccionan para que sean aproximadamente 50 °C 
menores que el punto de fusión térmico (Tf) para la secuencia específica a una fuerza iónica y pH definidos. Las 
condiciones de rigurosidad media se producen cuando la temperatura es 20 °C menor que la Tf, y las condiciones de 
rigurosidad alta se producen cuando la temperatura es 10 °C menor que la Tf. Por ejemplo, son condiciones rigurosas 
aquellas que son al menos tan rigurosas como, por ejemplo, las condiciones A-L; y las condiciones de rigurosidad 55
reducida son al menos tan rigurosas como, por ejemplo, las condiciones M-R. La unión no específica puede 
controlarse usando una cualquiera o una serie de técnicas conocidas tales como, por ejemplo, bloqueo de la 
membrana con soluciones que contienen proteína, adiciones de ARN, ADN heterólogo y SDS al tampón de 
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hibridación, y tratamiento con RNasa. Los ejemplos de condiciones de lavado e hibridación se enumeran en la tabla 2 
a continuación.

Tabla 2: Ejemplos de condiciones de hibridación y lavado

Condición de 
rigurosidad

Híbrido de 
polinucleótido±

Longitud de 
híbrido 
(pb)‡

Temperatura y tampón de hibridación† Temperatura y tampón 
de lavado†

A ADN:ADN > o igual a 
50

65 °C SSC 1X; o 42 °C, SSC 1X y 
formamida al 50 %

65 °C; SSC 0,3X

B ADN:ADN <50 Tb*; SSC 1X Tb*; SSC 1X

C ADN:ARN > o igual a 
50

67 °C 1XSSC; o 45 °C, SSC 1X y 
formamida al 50 %

67 °C; 0,3XSSC

D ADN:ARN <50 Td*; SSC 1X Td*; SSC 1X

E ARN:ARN > o igual a 
50

70 °C 1XSSC; o 50 °C, SSC 1X y 
formamida al 50 %

70 °C; 0,3XSSC

F ARN:ARN <50 Tf*; SSC 1X Tf*; SSC 1X

G ADN:ADN > o igual a 
50

65 °C 4XSSC; o 45 °C, SSC 4X y 
formamida al 50 %

65 °C; SSC 1X

H ADN:ADN <50 Th*; SSC 4X Th*; SSC 4X

I ADN:ARN > o igual a 
50

67 °C 4XSSC; o 45 °C, SSC 4X y 
formamida al 50 %

67 °C; SSC 1X

J ADN:ARN <50 Tj*; SSC 4X Tj*; SSC 4X

K ARN:ARN > o igual a 
50

70 °C 4XSSC; o 40 °C, SSC 6X y 
formamida al 50 %

67 °C; SSC 1X

L ARN:ARN <50 T1, SSC 2X T1, SSC 2X

M ADN:ADN > o igual a 
50

50 °C 4XSSC; o 40 °C, SSC 6X y 
formamida al 50 %

50 °C; SSC 2X

N ADN:ADN <50 Tn*; SSC 6X Tn*; SSC 6X

O ADN:ARN > o igual a 
50

55 °C 4XSSC; o 42 °C, SSC 6X y 
formamida al 50 %

55 °C; SSC 2X

P ADN:ARN <50 Tp*; SSC 6X Tp*; SSC 6X

Q ARN:ARN > o igual a 
50

60 °C 4XSSC; o 45 °C, SSC 6X y 
formamida al 50 %

60 °C.; SSC 2X

R ARN:ARN <50 Tr*; SSC 4X Tr*; SSC 4X

‡
La "longitud del híbrido" es la longitud anticipada para el ácido nucleico hibridante. Cuando se hibridan ácidos 

nucleicos de secuencia conocida, la longitud del híbrido puede determinarse alineando las secuencias e identificando 
las regiones conservadas descritas en el presente documento.
† SSPE (SSPE 1X es NaCl 0,15 M, NaH2PO4 10 mM, y EDTA 1,25 mM, pH 7,4) puede sustituirse con SSC (SSC 1x es 
NaCl 0,15 M y citrato de sodio 15 mM) en los tampones de hibridación y lavado; los lavados se llevan a cabo 15 
minutos después de completar la hibridación. Las hibridaciones y lavados pueden incluir adicionalmente reactivo de 
Denhardt 5X, SDS al 0,5 - 1,0 %, 100 μg/ml de ADN de esperma de salmón fragmentado desnaturalizado, pirofosfato 
de sodio al 0,5 %, y formamida hasta el 50 %.
* Tb-Tr: La temperatura de hibridación para los híbridos que se anticipa que tienen menos de 50 pares de bases de 
longitud debe ser 5-10 °C menos que la temperatura de fusión Tf de los híbridos; la Tf se determina de acuerdo con las 
ecuaciones anteriormente mencionadas. ± La presente invención abarca la sustitución de uno cualquiera o más de los
compañeros híbridos de ADN o ARN con bien un APN o un ácido nucleico modificado.
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Con el fin de definir el nivel de rigurosidad, puede hacerse referencia a Sambrook y col., (2001) Molecular Cloning: a 
laboratory manual, 3ª edición, Cold Spring Harbor Laboratory Press, CSH, Nueva York o a Current Protocols in 
Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989).

En los casos donde la secuencia útil en los procedimientos de la divulgación sea un hox5 de HDZip de clase I, la 
secuencia hibridante codifica un polipéptido que comprende desde N-terminal hasta C-terminal: (i) una caja ácida; y (ii) 5
un homeodominio de clase I; y (iii) una cremallera de leucina con más de 5 héptadas. Preferentemente, la secuencia 
hibridante es capaz de hibridar en condiciones de rigurosidad reducida, preferentemente en condiciones rigurosas, con 
uno de los ácidos nucleicos proporcionados en la tabla A o una parte de los mismos tal como se define en el presente 
documento. Más preferentemente, la porción es una porción de un ácido nucleico representado por SEC ID Nº: 1.

Por lo tanto, la divulgación proporciona un procedimiento para mejorar las características de crecimiento de plantas 10
que comprende modular la expresión en una planta de un ácido nucleico capaz de hibridar en condiciones de 
rigurosidad reducida, preferentemente en condiciones rigurosas, a un ácido nucleico que codifica un polipéptido de 
hox5 de cremallera de leucina de homeodominio (HDZip) de clase I o un homólogo del mismo; o que comprende 
modular la expresión en una planta de un ácido nucleico capaz de hibridar a rigurosidad reducida.

Los ácidos nucleicos o variantes de los mismos pueden proceder de cualquier fuente natural o artificial. El ácido 15
nucleico/gen o variante del mismo puede aislarse a partir de una fuente microbiana, tal como una levadura u hongo, o 
de una fuente de planta, de alga o de animal (incluyendo seres humanos). Este ácido nucleico puede modificarse a 
partir de su forma nativa en cuanto a su composición y/o ambiente genómico mediante manipulación humana 
deliberada. El ácido nucleico es preferentemente de origen vegetal, ya sea de la misma especie de planta (por 
ejemplo, de aquella en la que se va a introducir) o sea de una especie de planta diferente. El ácido nucleico puede 20
aislarse a partir de una especie de monocotiledónea, preferentemente de la familia Poaceae, más preferentemente del 
género Oryza, lo más preferentemente de Oryza sativa. El ácido nucleico puede aislarse a partir de una especie de 
dicotiledónea, preferentemente de la familia Brassicaceae, más preferentemente de Arabidopsis thaliana.

La expresión de un ácido nucleico puede modularse introduciendo una modificación genética (preferentemente en el 
locus del gen en cuestión). Tal como se define en el presente documento, el locus de un gen se entiende como una 25
región genómica, que incluye el gen de interés y 10 kb cadena arriba o cadena abajo de la región codificante.

Puede introducirse la modificación genética, por ejemplo, mediante uno cualquiera (o más) de los siguientes 
procedimientos: activación de ADN-T, TILLING, mutagénesis de sitio dirigido, evolución dirigida y recombinación de 
homólogos o introduciendo y expresando en una planta un ácido nucleico que codifica un polipéptido de hox5 de 
HDZip de clase I o un homólogo del mismo. Después de la introducción de la modificación genética, sigue una etapa 30
de selección para la expresión modulada del ácido nucleico, dando dicha modulación de la expresión plantas que 
tienen características de crecimiento mejoradas, en particular, rendimiento aumentado.

El marcado de activación de ADN-T (Hayashi y col., Science (1992) 1350-1353) implica la inserción de ADN-T, que 
normalmente contiene un promotor (también puede ser un potenciador de la traducción o un intrón), en la región 
genómica del gen de interés o 10 kb cadena arriba o cadena abajo de la región codificante de un gen en una 35
configuración tal que el promotor dirige la expresión del gen diana. Normalmente, la regulación de la expresión del gen 
diana por su promotor natural se altera y el gen queda bajo el control del nuevo promotor introducido. El promotor se 
incluye típicamente en un ADN-T. Este ADN-T se inserta al azar en el genoma de la planta, por ejemplo, mediante 
infección con Agrobacterium y da lugar a la sobreexpresión de genes próximos al ADN-T insertado. Las plantas 
transgénicas resultantes muestran fenotipos dominantes debido a la sobreexpresión de genes próximos al promotor 40
introducido. El promotor que va a introducirse puede ser cualquier promotor capaz de dirigir la expresión de un gen en 
el organismo deseado, en este caso, una planta. Por ejemplo, los promotores constitutivos, preferidos de tejido y 
preferidos de tipo de célula e inducibles son todos adecuados para su uso en la activación de ADN-T.

También puede introducirse una modificación genética en el locus del gen en cuestión usando la técnica del TILLING 
(Targeted Induced Local Lesions in Genomes, por sus siglas en inglés, Inducción Dirigida de Lesiones Locales en el 45
Genoma). Esta es una tecnología de mutagénesis útil para generar y/o identificar y aislar variantes mutadas. El 
TILLING también permite la selección de plantas que portan dichas variantes mutantes. Estas variantes mutantes 
pueden incluso mostrar mayor actividad que la mostrada por el gen en su forma natural. El TILLING combina 
mutagénesis de alta densidad con procedimientos de exploración de alto rendimiento. Las etapas seguidas 
típicamente en el TILLING son: (a) mutagénesis EMS (Redei GP y Koncz C (1992) en Methods in Arabidopsis 50
Research, Koncz C, Chua NH, Schell J, Eds. Singapur, World Scientific Publishing Co, págs. 16-82; Feldmann y col., 
(1994) en Meyerowitz EM, Somerville CR, eds, Arabidopsis. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 
NY, págs. 137-172; Lightner J y Caspar T (1998) en J Martinez-Zapater, J Salinas, eds, Methods on Molecular Biology, 
Vol. 82. Humana Press, Totowa, NJ, págs. 91-104); (b) preparación de ADN y agrupamiento de individuos; (c) 
Amplificación por PCR de una región de interés; (d) desnaturalización e hibridación para permitir la formación de 55
heterodúplex; (e) DHPLC, donde se detecta la presencia de un heterodúplex en un grupo como un pico adicional en el 
cromatograma; (f) identificación del individuo mutante; y (g) secuenciación del producto de PCR mutante. Los 
procedimientos para el TILLING se conocen bien en la técnica (McCallum y col., (2000) Nat Biotechnol 18: 455-457; 
revisado por Stemple (2004) Nat Rev Genet 5(2): 145-50).
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Puede usarse la mutagénesis de sitio dirigido para generar ácidos nucleicos variantes. Hay disponibles varios 
procedimientos para lograr la mutagénesis de sitio dirigido, siendo los más comunes los procedimientos basados en la 
PCR (Current Protocols in Molecular Biology, Wiley Eds http://www.4ulr.com/products/currentprotocols/index.html).

También puede usarse evolución dirigida o reordenamiento génico para generar variantes de ácido nucleico. Esto 
consiste en iteraciones de reordenamiento de ADN seguidas de la exploración y/o selección adecuada para generar 5
variantes que tienen una actividad biológica modificada (Castle y col., (2004) Science 304(5674): 1151-4; Patentes de 
Estados Unidos Nº 5.811.238 y 6.395.547).

La activación de ADN-T, el TILLING, la mutagénesis de sitio dirigido y la evolución dirigida son ejemplos de tecnologías 
que permiten la generación de nuevos alelos y variantes.

La recombinación de homólogos permite la introducción en un genoma de un ácido nucleico seleccionado en una 10
posición seleccionada definida. La recombinación de homólogos es una tecnología convencional usada de manera 
rutinaria en las ciencias biológicas para organismos inferiores, tales como levaduras o el musgo Physcomitrella. Los 
procedimientos para llevar a cabo la recombinación de homólogos en plantas se han descrito no solo para plantas 
modelo (Offringa y col., (1990) EMBO J 9(10): 3077-84) sino también para plantas de cultivo, por ejemplo, arroz 
(Terada y col., (2002) Nat Biotech 20(10): 1030-4; Iida y Terada (2004) Curr Opin Biotech 15(2): 132-8). El ácido 15
nucleico que se va a dirigir no necesita dirigirse al locus del gen en cuestión, sino que puede introducirse en, por 
ejemplo, regiones de alta expresión. El ácido nucleico que se va a dirigir puede ser un alelo mejorado usando para 
reemplazar al gen endógeno o puede introducirse además del gen endógeno.

Un procedimiento preferido para introducir una modificación genética es introducir y expresar en una planta un ácido 
nucleico que codifica un polipéptido de hox5 de HDZip de clase I o un homólogo del mismo. El ácido nucleico que se va 20
a introducir en una planta puede ser un ácido nucleico de longitud completa o puede ser una porción o una secuencia 
hibridante, tal como se ha definido anteriormente en el presente documento.

Los "homólogos" de una proteína abarcan péptidos, oligopéptidos, polipéptidos, proteínas y enzimas que tienen 
sustituciones, eliminaciones y/o inserciones de aminoácidos en relación a la proteína en cuestión sin modificar y que 
tienen actividad biológica y funcional similar a la de la proteína no modificada de la que proceden. Para producir dichos 25
homólogos, pueden reemplazarse los aminoácidos de la proteína por otros aminoácidos que tengan propiedades 
similares (tales como una similar hidrofobicidad, hidrofilidad, antigenicidad, propensión a formar o romper estructuras 
α-helicoidales o estructuras β-laminares). Las tablas de sustituciones conservativas se conocen bien en la técnica 
(véase, por ejemplo, Creighton (1984) Proteins. W.H. Freeman and Company y la tabla 4 a continuación). Los 
homólogos útiles en los procedimientos de acuerdo con la divulgación son preferentemente polipéptidos que tienen en 30
orden creciente de preferencia al menos un 30 %, 40 % 50 % 60 % 70 % 80 % 85 % 90 % 95 % 96 % 97 % 98 % o 
99 % de identidad o similitud de secuencia (identidad funcional) con las secuencias mencionadas en el presente 
documento como útiles en los procedimientos de la divulgación, por ejemplo, las secuencias proporcionadas en la 
tabla A en el presente documento.

También se encuentran abarcadas por el término "homólogos" dos formas especiales de homología que incluyen 35
secuencias ortólogas y secuencias parálogas, que abarcan conceptos evolutivos usados para describir relaciones 
ancestrales de genes. El término "parálogo" se refiere a duplicaciones génicas en el genoma de una especie que dan 
lugar a genes parálogos. El término "ortólogo" se refiere a genes homólogos en diferentes organismos debido a la 
especiación.

Los ortólogos en, por ejemplo, especies de plantas monocotiledóneas pueden encontrarse fácilmente efectuando una 40
búsqueda blast denominada recíproca. Tomando el ejemplo de hallar un ortólogo o parálogo de un ácido nucleico de 
hox5 de HDZip de clase I o de un polipéptido de hox5 de HDZip de clase I, esto puede efectuarse mediante un primer 
BLAST que implica efectuar una búsqueda BLAST de la secuencia en cuestión (por ejemplo, SEC ID Nº: 1 o SEC ID 
Nº: 2) contra cualquier base de datos de secuencias, tal como la base de datos pública del NCBI que puede 
encontrarse en http://www.ncbi.nlm.nih.gov. Pueden usarse BLASTN o TBLASTX cuando se parte de una secuencia 45
nucleotídica, o BLASTP o TBLASTN cuando se parte de la proteína, con valores por defecto convencionales. Los 
resultados del BLAST pueden filtrarse. Las secuencias de longitud completa de los resultados filtrados o de los 
resultados no filtrados vuelven a usarse para un BLAST (segundo BLAST) contra las secuencias del organismo del 
que procede la secuencia en cuestión. Los resultados del primer y del segundo BLAST se comparan entonces. 
Cuando los resultados del segundo BLAST proporcionan como coincidencias con la máxima similitud un ácido 50
nucleico de hox5 de HDZip de clase I o un polipéptido de hox5 de HDZip de clase I, se ha hallado un parálogo, si tiene 
su origen en el mismo organismo que para la secuencia usada en el primer BLAST. En el caso de que tenga su origen 
en un organismo distinto al de la secuencia usada en el primer BLAST, se ha hallado un ortólogo. En el caso de 
grandes familias, puede usarse ClustalW, seguido de un árbol de unión del vecino más próximo, para ayudar a 
visualizar el agrupamiento.55

Un homólogo puede estar en forma de una "variante sustitucional" de una proteína, es decir, donde al menos un resto 
en una secuencia de aminoácidos se ha eliminado y se ha insertado un resto diferente en su lugar. Las sustituciones 
de aminoácidos son típicamente de restos individuales, pero pueden agruparse dependiendo de las restricciones 
funcionales dispuestas sobre el polipéptido; las inserciones estarán en el orden de aproximadamente 1 a 10 restos de 
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aminoácidos. Preferentemente, las sustituciones de aminoácidos comprenden sustituciones conservativas de 
aminoácidos. Las tablas de sustituciones conservativas están fácilmente disponibles en la técnica. La tabla a 
continuación proporciona ejemplos de sustituciones de aminoácidos conservadas.

Tabla 4: Ejemplos de sustituciones de aminoácidos conservados

Resto Sustituciones conservativas Resto Sustituciones conservativas

Ala Ser Leu Ile; Val

Arg Lys Lys Arg; Gln

Asn Gln; His Met Leu; Ile

Asp Glu Phe Met; Leu; Tyr

Gln Asn Ser Thr; Gly

Cys Ser Thr Ser; Val

Glu Asp Trp Tyr

Gly Pro Tyr Trp; Phe

His Asn; Gln Val Ile; Leu

Ile Leu, Val

5

Un homólogo también puede estar en forma de una "variante insercional" de una proteína, es decir, donde se 
introducen uno o más restos de aminoácidos en un sitio predeterminado en una proteína. Las inserciones pueden 
comprender fusiones en N-terminal y/o C-terminal así como inserciones intrasecuencia de aminoácidos individuales o 
múltiples. En general, las inserciones dentro de la secuencia de aminoácidos serán menores que las fusiones en N- o 
C-terminal, del orden de aproximadamente 1 a 10 restos. Los ejemplos de proteínas de fusión en N- o C-terminal de 10
péptidos incluyen el dominio de unión o el dominio de activación de un activación transcripcional tal como se usa en el 
sistema de dos híbridos de levadura, proteínas de envuelta de fago, marcador 6-(histidina), marcador de glutatión 
S-transferasa, proteína A, proteína de unión a maltosa, dihidrofolato reductasa, epítopo Tag 100, epítopo c-myc, 
epítopo FLAG®, lacZ, CMP (péptido de unión a calmodulina), epítopo HA, epítopo de proteína C y epítopo de VSV.

Los homólogos en forma de "variantes de eliminación" de una proteína se caracterizan por la eliminación de uno o más 15
aminoácidos de una proteína.

Las variantes de aminoácidos de una proteína pueden producirse fácilmente usando técnicas de síntesis peptídica 
bien conocidas en la técnica, tales como la síntesis peptídica en fase sólida y similares, o mediante manipulaciones de 
ADN recombinante. Los procedimientos para la manipulación de secuencias de ADN para producir variantes de 
sustitución, inserción o eliminación de una proteína se conocen bien en la técnica. Por ejemplo, las técnicas para 20
producir mutaciones por sustitución en sitios predeterminados en el ADN se conocen bien por los expertos en la 
materia e incluyen mutagénesis M13, mutagénesis in vitro T7-Gen (USB, Cleveland, OH), mutagénesis de sitio dirigido 
QuickChange (Stratagene, San Diego, CA), mutagénesis de sitio dirigido mediada por la PCR u otros protocolos de 
mutagénesis de sitio dirigido.

El polipéptido de hox5 de HDZip de clase I o el homólogo del mismo pueden ser un derivado. Los "derivados" incluyen 25
péptidos, oligopéptidos, polipéptidos, proteínas y enzimas que pueden comprender sustituciones, eliminaciones o 
adicionales de restos de aminoácidos de origen natural y no natural en comparación con la secuencia de aminoácidos 
de una forma de origen natural de la proteína. Los derivados pueden comprender restos de aminoácidos de origen 
natural alterados, glucosilados, acilados, prenilados o de origen no natural en comparación con la secuencia de 
aminoácidos de una forma de origen natural del polipéptido. Un derivado también puede comprender uno o más 30
sustituyentes no aminoacídicos en comparación con la secuencia de aminoácidos de la que procede, por ejemplo, una 
molécula indicadora u otro ligando, unido de manera covalente o no covalente a la secuencia de aminoácidos, tal como 
una molécula indicadora que está unida para facilitar su detección, y restos de aminoácido de origen no natural en 
relación a la secuencia aminoacídica de la proteína de origen natural.

El polipéptido de hox5 de HDZip de clase I o el homólogo del mismo pueden estar codificados por una variante de corte 35
y empalme alternativo.

En los casos donde la secuencia útil en los procedimientos de la divulgación sea un ácido nucleico que codifica a un 
polipéptido de hox5 de HDZip de clase I o un homólogo del mismo, la variante de corte y empalme codifica un 
polipéptido que comprende desde N-terminal hasta C-terminal: (i) una caja ácida; y (ii) un homeodominio de clase I; y 
(iii) una cremallera de leucina con más de 5 héptadas. Además, el polipéptido de hox5 de HDZip de clase I o un 40
homólogo del mismo puede comprender cualquiera o ambos de los siguientes: (a) una cola de Trp; y (b) el motivo de 

E06819308
07-12-2015ES 2 555 659 T3

 



15

aminoácidos RPFF, donde R es Arg, P es Pro y F es Phe. Dentro de este motivo, se permiten uno o más cambios 
conservativos en cualquier posición, y uno o dos cambios no conservativos en cualquier posición. El motivo de (b) 
precede a la caja ácida, cuando se examina la proteína desde N-terminal hasta C-terminal. Además se prefieren 
variantes de corte y empalme de secuencias de ácido nucleico proporcionadas en la tabla A. Lo más preferido es una 
variante de corte y empalme de una secuencia de ácido nucleico como la representada por la SEC ID Nº: 1.5

Por lo tanto, la presente divulgación proporciona un procedimiento para mejorar las características de crecimiento de 
plantas que comprende modular la expresión en una planta de una variante de corte y empalme alternativo de un ácido 
nucleico que codifica un polipéptido de hox5 de cremallera de leucina de homeodominio (HDZip) o un homólogo del 
mismo.

La expresión "variante de corte y empalme alternativo", tal como se usa en el presente documento, abarca variantes de 10
una secuencia de ácido nucleico en la que se han cortado, reemplazado o añadido intrones y/o exones seleccionados, 
o en la que se han acortado o alargado intrones. Dichas variantes serán aquellas en las que se mantenga la actividad 
biológica de la proteína, lo que puede lograrse manteniendo de manera selectiva segmentos funcionales de la 
proteína. Dichas variantes de corte y empalme pueden encontrarse en la naturaleza o pueden producirse por el 
hombre. Los procedimientos para producir dichas variantes de corte y empalme se conocen bien en la técnica.15

El homólogo también puede estar codificado por una variante alélica de un ácido nucleico que codifica un polipéptido 
de hox5 de HDZip de clase I o un homólogo del mismo.

En los casos donde la secuencia útil en los procedimientos de la divulgación sea un ácido nucleico que codifica a un 
polipéptido de hox5 de HDZip de clase I o un homólogo del mismo, la variante alélica codifica un polipéptido que 
comprende desde el N-terminal hasta el C-terminal: (i) una caja ácida; y (ii) un homeodominio de clase I; y (iii) una 20
cremallera de leucina con más de 5 héptadas. Además, el polipéptido de hox5 de HDZip de clase I, o un homólogo del 
mismo, puede comprender cualquiera o ambos de los siguientes: (a) una cola de Trp; y (b) el motivo de aminoácidos 
RPFF, donde R es Arg, P es Pro y F es Phe. Dentro de este motivo, se permiten uno o más cambios conservativos en 
cualquier posición, y uno o dos cambios no conservativos en cualquier posición. El motivo de (b) precede a la caja 
ácida, cuando se examina la proteína desde el N-terminal hasta el C-terminal. Además se prefieren variantes alélicas 25
de secuencias de ácido nucleico proporcionadas en la tabla A. Lo más preferido es una variante alélica de una 
secuencia de ácido nucleico como la representada por la SEC ID Nº: 1.

Por lo tanto, la presente divulgación proporciona un procedimiento para mejorar características de crecimiento de 
plantas que comprende modular la expresión en una planta o una variante alélica de un ácido nucleico que codifica un 
polipéptido de hox5 de homeodominio de cremallera de leucina (HDZip) de clase I o un homólogo del mismo.30

Las variantes alélicas existen en la naturaleza, y el uso de estos alelos naturales está abarcado en los procedimientos 
de la presente divulgación. Las variantes alélicas abarcan polimorfismos de nucleótidos individuales (SNP), así como 
polimorfismos de inserción/eliminación pequeña (INDEL). El tamaño de los INDEL es normalmente menor de 100 pb. 
Los SNP y los INDEL forman el mayor conjunto de variantes de secuencias en cepas polimórficas de origen natural de 
la mayoría de organismos.35

De acuerdo con la presente divulgación, se contempla la expresión modulada del ácido nucleico o variante del mismo. 
En la técnica se documentan bien procedimientos para aumentar la expresión de genes o productos génicos e 
incluyen,  por ejemplo, la sobreexpresión conducida por promotores apropiados, el uso de potenciadores de la 
transcripción o potenciadores de la traducción. Los ácidos nucleicos aislados que sirven como promotores o elementos 
potenciadores pueden introducirse en una posición apropiada (típicamente cadena arriba) de una forma no heteróloga 40
de un polinucleótido para regular positivamente la expresión del ácido nucleico o variante del mismo. Por ejemplo, 
pueden alterarse promotores in vivo por mutación, deleción, y/o sustitución (véase,  Kmiec, la Patente de Estados 
Unidos No. 5,565,350; Zarling y col., PCT/US93/03868), o pueden introducirse promotores aislados en una célula de 
planta en la orientación y distancia apropiada de un gen de la presente divulgación para controlar la expresión del gen.

En la técnica se documentan bien procedimientos para reducir la expresión de genes o productos génicos.45

Si se desea la expresión del polipéptido, generalmente es deseable incluir una región de poliadenilación en el extremo 
3’ de una región codificante polinucleotídica. La región de poliadenilación puede derivar del gen natural, de una 
variedad de otros genes de plantas, o de ADN-T. La secuencia de extremo 3’ a añadir puede proceder, por ejemplo, de 
los genes de nopalina sintasa u octopina sintasa, o como alternativa de otro gen de planta, o de cualquier otro gen 
eucariota.50

También puede añadirse una secuencia intrónica a la región no traducida (UTR, untranslated region) 5’ o la secuencia 
codificante de la secuencia codificante parcial para aumentar la cantidad del mensaje maduro que se acumula en el 
citosol. Se ha observado que la inclusión de un intrón de corte y empalme en la unidad de transcripción en 
construcciones de expresión tanto de plantas como de animales aumenta la expresión génica tanto a nivel de proteína 
como de ARNm hasta 1000 veces (Buchman y Berg (1988) Mol.  Cell Biol. 8: 4395-4405; Callis y col., (1987) Genes 55
Dev 1:1183-1200). Dicha potenciación intrónica de la expresión génica es típicamente mayor cuando se pone cerca 
del extremo 5’ de la unidad de transcripción. En la técnica se conoce el uso de los intrones de maíz, el intrón Adh1-S, 
1, 2 y 6, el intrón Bronze-1. Para una información general véase: The Maize Handbook, Capítulo 116, Freeling y 
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Walbot, Eds., Springer, N. Y. (1994).

La divulgación también proporciona construcciones génicas y vectores para facilitar la introducción y/o expresión de 
las secuencias de nucleótidos útiles en los procedimientos de acuerdo con la divulgación.

Por lo tanto,  se desvela una construcción génica que comprende:

(i) un ácido nucleico de hox5 de HDZip de clase I o una variante del mismo;5
(ii) una o más secuencias de control capaces de dirigir la expresión de la secuencia de ácido nucleico de (i); y 
opcionalmente,
(iii) una secuencia de terminación de la transcripción.

Usando tecnología de ADN recombinante, bien conocida por los expertos en la técnica, pueden construirse 
construcciones útiles en los procedimientos de acuerdo con la presente invención. Las construcciones génicas pueden 10
insertarse en vectores, que se encuentran disponibles en el comercio, adecuados para la transformación en plantas y 
adecuados para la expresión del gen de interés en las células transformadas. Por lo tanto, la invención proporciona el 
uso de una construcción génica, como se define anteriormente en el presente documento, en los procedimientos de la 
invención.

Las plantas se transforman con un vector que comprende la secuencia de interés. La secuencia de interés está unida 15
operativamente a una o más secuencias de control (al menos a un promotor). Las expresiones “elemento regulador”, 
secuencia de control” y “promotor” se usan todas indistintamente en el presente documento y se toman en un contexto 
amplio para referirse a secuencias de ácido nucleico reguladoras capaces de efectuar la expresión de las secuencias 
a las que se unen. En los términos anteriormente mencionados se incluyen las secuencias reguladoras 
transcripcionales procedentes de un gen genómico eucariota clásico (incluyendo la caja TATA que es necesaria para 20
el inicio de la transcripción adecuado, con o sin secuencia de caja CCAAT) y elementos reguladores adicionales (es 
decir, secuencias activadoras cadena arriba, potenciadores y silenciadores) que alteran la expresión génica en 
respuesta al desarrollo y/o estímulo externo, o de una manera específica de tejido. También se incluye en el término 
una secuencia reguladora transcripcional de un gen procariota clásico, en cuyo caso puede incluir una secuencia de 
caja -35 y/o secuencias reguladores transcripcionales de caja -10. La expresión “elemento regulador” también incluye 25
una molécula de fusión sintética o un derivado que confiere, activa o potencia la expresión de una molécula de ácido 
nucleico en una célula, tejido u órgano. La expresión “unido operativamente” como se usa en el presente documento 
se refiere a un enlace funcional entre la secuencia promotora y el gen de interés, de tal manera que la secuencia 
promotora puede iniciar la transcripción del gen de interés.

Ventajosamente, para dirigir la expresión de la secuencia del ácido nucleico puede usarse cualquier tipo de promotor. 30
El promotor puede ser un promotor inducible, es decir, que tiene un inicio de la transcripción inducido o aumentado en 
respuesta a un estímulo evolutivo, químico, ambiental o físico. Siendo un ejemplo de un promotor inducible un 
promotor inducible por estrés,  es decir, un promotor activado cuando una planta se expone a diversas condiciones de 
estrés. Además, o como alternativa, el promotor, que puede ser un promotor preferido de tejido, es uno que puede 
iniciar preferentemente la transcripción en determinados tejidos,  tales como hojas, raíces, tejido de semillas, etc. En el 35
presente documento, los promotores capaces de iniciar la transcripción solo en determinados tejidos reciben el 
nombre de "específicos de tejido".

Preferentemente, el ácido nucleico de hox5 de HDZip de clase I o variante del mismo, está unido operativamente a un 
promotor constitutivo. Un promotor constitutivo es transcripcionalmente activo durante la mayor parte de, pero no 
necesariamente en todas, las fases del crecimiento y desarrollo y se expresa sustancialmente de manera ubicua. El 40
promotor constitutivo es preferentemente un promotor de GOS2, más preferentemente el promotor constitutivo es un 
promotor de GOS2 de arroz, adicionalmente de manera preferida el promotor constitutivo está representado por una 
secuencia de ácido nucleico sustancialmente similar a la SEC ID Nº: 33, más preferentemente el promotor constitutivo 
es como se representa en la SEC ID Nº: 33. Debe aclararse que la aplicabilidad de la presente invención no está 
limitada al ácido nucleico de hox5 de HDZip de clase I o a una variante del mismo. En la Tabla 5, más adelante, se 45
muestran ejemplos de otros promotores constitutivos que también pueden usarse para realizar los procedimientos de 
la invención.

Tabla 5: Ejemplos de promotores constitutivos:

Fuente del Gen Referencia

Actina McElroy y col, Plant Cell, 2: 163-171, 1990

CAMV 35S Odell y col., Nature, 313: 810-812, 1985

CaMV 19S Nilsson y col., Physiol. Plant. 100:456-462, 1997

GOS2 de Pater y col, Plant J Nov;2(6):837-44, 1992, WO 2004/065596,

Ubiquitina Christensen y col, Plant Mol. Biol. 18: 675-689, 1992
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(continuación)

Fuente del Gen Referencia

Ciclofilina de arroz Buchholz y col., Plant Mol Biol. 25(5): 837-43, 1994

Histona H3 de maíz Lepetit y col, Mol. Gen. Genet. 231:276-285, 1992

Histona H3 de alfalfa Wu y col. Plant Mol. Biol. 11:641-649, 1988

Actina 2 An y col. Plant J. 10:9411; 107-121, 1996

34S FMV Sanger y col., Plant. Mol. Biol., 14, 1990: 433-443

Subunidad pequeña 
Rubisco

US 4.962.028;

OCS Leisner (1988) Proc Natl Acad Sci USA 85(5): 2553

SAD1 Jain y col., Crop Science, 39 (6), 1999: 1696

SAD2 Jain y col., Crop Science, 39 (6), 1999: 1696

Nos Shaw y col. (1984) Nucleic Acids Res. 12(20):7831-7846

V-ATPasa WO 01/14572,

Súper promotor WO 95/14098,

Proteínas de la caja G WO 94/12015

Un promotor específico de semilla es uno que es transcripcionalmente activo predominantemente en tejidos de 
semilla. Un promotor específico de semilla también puede tener alguna actividad residual en otras partes. 
Preferentemente, el promotor específico de semilla es un promotor específico de endospermo y/o de aleurona, lo que 
significa que el promotor es transcripcionalmente activo predominantemente en tejido de endospermo y/o en las capas 5
de aleurona de una semilla, aunque puede haber alguna actividad residual o expresión débil en alguna otra parte.

Tabla 6: Ejemplos de promotores específicos de semilla

Fuente del Gen
Patrón de 
expresión

Referencia

genes específicos 
de semilla

semilla
Simon, y col., Plant Mol. Biol. 5: 191, 1985; Scofield, y col., J. Biol. Chem. 262: 
12202, 1987.; Baszczynski, y col., Plant Mol. Biol. 14: 633, 1990.

albúmina de Nuez 
del Brasil

semilla Pearson, y col., Plant Mol. Biol. 18: 235-245, 1992.

Legumina semilla Ellis, y col., Plant Mol. Biol. 10: 203-214, 1988.

Glutelina (arroz) semilla
Takaiwa, y col., Mol. Gen. Genet. 208: 15-22, 1986; Takaiwa, y col., FEBS 
Lett. 221: 43-47, 1987.

Zeína semilla Matzke y col Plant Mol Biol, 14(3):323-32 (1990)

napA semilla Stalberg, y col, Planta 199: 515-519, 1996.

Gluteína-1 de 
BPM y APM de 
trigo

endospermo Mol Gen Genet 216:81-90, 1989; NAR 17:461-2, 1989

SPA de trigo semilla Albani y col, Plant Cell, 9: 171-184, 1997

α, β, γ gliadinas de 
trigo

endospermo EMBO 3:1409-15, 1984

Promotor Itr1 de 
cebada

endospermo

Hordeína B1, C, D 
de cebada

endospermo
Theor Appl Gen 98:1253-62, 1999; Plant J 4:343-55, 1993; Mol Gen Genet 
250:750-60, 1996

DOF de cebada endospermo Mena y col, The Plant Journal, 116(1): 53-62, 1998
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(continuación)

Fuente del Gen
Patrón de 
expresión

Referencia

promotor sintético endospermo Vicente-Carbajosa y col., Plant J. 13: 629-640, 1998.

Prolamina NRP33 
de arroz 

endospermo Wu y col., Plant Cell Physiology 39(8) 885-889, 1998

� globulina Glb-1 
de arroz 

endospermo Wu y col., Plant Cell Physiology

39(8) 885-889, 1998

OSH1 de arroz embrión Sato y col, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93: 8117-8122, 1996

D globulina 
REB/OHP-1 de 
arroz

endospermo Nakase y col. Plant Mol. Biol. 33: 513-522, 1997

ADP-glucosa PP 
de arroz

endospermo Trans Res 6:157-68, 1997

familia del gen 
ESR de maíz

endospermo Plant J 12:235-46, 1997

�-kafirina de 
sorgo

endospermo PMB 32:1029-35,1996

KNOX embrión Postma-Haarsma y col, Plant Mol. Biol. 39:257-71, 1999

Oleosina de arroz
embrión y 
aleurona

Wu y col, J. Biochem, 123:386, 1998

Oleosina de 
girasol

semilla
(embrión y 
semilla seca)

Cummins, y col., Plant Mol. Biol. 19: 873-876, 1992

Supuesta proteína 
ribosomal 40S de 
arroz 

débil en 
endospermo

alfa-globulina de 
arroz

fuerte en 
endospermo

alanina 
aminotransferasa 
de arroz

débil en 
endospermo

inhibidor de 
tripsina ITR1 
(cebada)

débil en 
endospermo

WSI18 de arroz
embrión + 
estrés

RAB21 de arroz
embrión + 
estrés

Oleosina de arroz 
de 18kd

aleurona + 
embrión

Para la identificación de promotores funcionalmente equivalentes, la fuerza del promotor y/o el patrón de expresión de 
un promotor candidato pueden analizarse, por ejemplo, uniendo operativamente el promotor a un gen indicador y 
evaluando el nivel de expresión y el patrón del gen indicador en diversos tejidos de la planta. Los genes indicadores 
bien conocidos adecuados incluyen, por ejemplo, beta-glucuronidasa o beta-galactosidasa. La actividad del promotor 5
se evalúa midiendo la actividad enzimática de la beta-glucuronidasa o beta-galactosidasa. La fuerza del promotor y/o 
el patrón de expresión pueden después compararse con la de un promotor de referencia (tal como el que se usa en los 
procedimientos de la presente invención). Como alternativa, la fuerza del promotor puede evaluarse cuantificando 
niveles de ARNm o comparando niveles de ARNm del ácido nucleico usado en los procedimientos de la presente 
invención,  con niveles de ARNm de genes constitutivos tal como ARNr 18S,  usando procedimientos bien conocidos 10
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en la técnica,  tales como transferencia de Northern con análisis densitométrico de autorradiogramas, PCR cuantitativa 
en tiempo real o RT-PCR (Heid y col., 1996 Genome Methods 6: 986-994). Generalmente por “promotor débil” se 
entiende un promotor que dirige la expresión de una secuencia codificante a un nivel bajo. Por “nivel bajo” se entiende 
niveles de aproximadamente 1/10.000 transcritos a aproximadamente 1/100.000 transcritos, a aproximadamente 
1/5000000 transcritos por célula. Por el contrario, un “promotor fuerte” dirige la expresión de una secuencia codificante 5
a alto nivel, o a aproximadamente 1/10 transcritos a aproximadamente 1/100 transcritos a aproximadamente 1/1000 
transcritos por célula.

Opcionalmente, en la construcción introducida en una planta, también pueden usarse unas o más secuencias 
terminadoras. El término “terminador” incluye una secuencia de control que es una secuencia de ADN en el extremo de 
una unidad transcripcional que señaliza el procesamiento y la poliadenilación en dirección 3’ de un transcrito primario y 10
la terminación de la transcripción. Otros elementos reguladores pueden incluir potenciadores transcripcionales así 
como traduccionales. Los expertos en la técnica conocerán secuencias terminadoras y potenciadoras que pueden ser 
adecuadas para su uso a la hora de realizar la presente invención. Un experto en la materia conocerá o sabrá cómo 
obtener dichas secuencias.

Las construcciones genéticas de la divulgación pueden incluir adicionalmente un origen de secuencia de replicación 15
que es necesario para la conservación y/o replicación en un tipo de célula específico. Un ejemplo es cuando en una 
célula bacteriana se requiere conservar una construcción genética como un elemento genético episomal (por ejemplo, 
una molécula de plásmido o de cósmido). Como orígenes de replicación preferidos se incluyen, pero sin limitación, 
f1-ori y colE1.

La construcción genética puede comprender opcionalmente un gen marcador de selección. Tal como se usa en el 20
presente documento, la expresión "gen marcador de selección" incluye cualquier gen que confiere un fenotipo en una 
célula en la que se exprese para facilitar la identificación y/o selección de células que se transfectan o transforman con 
una construcción de ácido nucleico de la divulgación.

Para la detección de la transferencia satisfactoria de las secuencias de ácidos nucleicos como se usa en los 
procedimientos de la invención y/o selección de plantas transgénicas que comprenden estos ácidos nucleicos, es 25
ventajoso usar genes marcadores (o genes indicadores). Por lo tanto, la construcción genética puede comprender 
opcionalmente un gen marcador de selección. Tal como se usa en el presente documento, las expresiones "marcador 
de selección", "gen marcador de selección" o "gen indicador" incluyen cualquier gen que confiera un fenotipo en una 
célula en la que se exprese para facilitar la identificación y/o selección de células que se transfectan o transforman con 
una construcción de ácido nucleico de la divulgación. Estos genes marcadores permiten la identificación de una 30
transferencia satisfactoria de las moléculas de ácido nucleico mediante una serie de principios diferentes. Los 
marcadores adecuados pueden seleccionarse de marcadores que confieren resistencia a antibióticos o a herbicidas, 
que introducen un nuevo rasgo metabólico o que permiten selección visual. Los ejemplos de genes marcadores de 
selección incluyen genes que confieren resistencia a antibióticos (tales como nptll que fosforila neomicina y 
kanamicina, o hpt, que fosforila higromicina, o genes que confieren resistencia a, por ejemplo, bleomicina, 35
estreptomicina, tetraciclina, cloranfenicol, ampicilina, gentamicina, geneticina (G418), espectinomicina o blasticidina), 
a herbicidas (por ejemplo bar que proporciona resistencia a Basta®; aroA o gox que proporciona resistencia contra 
glifosato, o los genes que confieren resistencia a, por ejemplo, imidazolinona, fosfinotricina o sulfonilurea), o genes que 
proporcionan un rasgo metabólico (tal como manA que permite a las plantas usar manosa como única fuente de 
carbono o xilosa isomerasa para la utilización de xilosa, o marcadores antinutritivos tales como la resistencia a 40
2-desoxiglucosa). La expresión de genes marcadores visuales da como resultado la formación de color (por ejemplo 
�-glucuronidasa, GUS o �-galactosidasa con sus sustratos de color, por ejemplo X Gal), luminiscencia (tal como el 
sistema luciferina/luciferasa) o fluorescencia (Proteína Fluorescente Verde, GFP y derivados de los mismos). Esta lista 
solo representa una pequeña cantidad de marcadores posibles. El experto está familiarizado con dichos marcadores. 
Se prefieren diferentes marcadores dependiendo del organismo y del procedimiento de selección.45

Se sabe que, después de la integración estable o transitoria de los ácidos nucleicos en células de plantas, solo una 
minoría de las células capta el ADN exógeno y, si se desea, lo integra en su genoma, dependiendo del vector de 
expresión usado y de la técnica de transfección usada. Para identificar y seleccionar estos integrantes, normalmente 
se introduce un gen que codifica un marcador de selección (tal como los descritos anteriormente) en las células 
huésped junto con el gen de interés. Estos marcadores pueden usarse, por ejemplo, en mutantes en los que estos 50
genes no son funcionales mediante, por ejemplo, deleción por procedimientos convencionales. Además, las moléculas 
de ácido nucleico que codifican un marcador de selección pueden introducirse en una célula huésped en el mismo 
vector que comprende la secuencia que codifica los polipéptidos de la invención o usarse en los procedimientos de la 
invención, o incluso en un vector distinto. Las células que se han transfectado de manera estable con el ácido nucleico 
introducido pueden identificarse, por ejemplo, células que tienen integrado el marcador de selección sobreviven 55
mientras que las otras mueren).

Dado que los genes marcadores, particularmente genes para resistencia a antibióticos y herbicidas, ya no se requieren 
o no se desean en la célula huésped transgénica una vez que se han introducido satisfactoriamente los ácidos 
nucleicos, el proceso de acuerdo con la invención para introducir los ácidos nucleicos emplea ventajosamente técnicas 
que permiten la retirada o escisión de estos genes marcadores. Un procedimiento de este tipo es lo que se conoce 60
como co-transformación. El procedimiento de co-transformación emplea dos vectores simultáneamente para la 
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transformación, un vector que lleva el ácido nucleico de acuerdo con la invención y un segundo que lleva el gen (o 
genes) marcador. Una proporción grande de transformantes recibe o, en el caso de plantas, comprende (hasta el 40 % 
o más de los transformantes), ambos vectores. En el caso de transformación con Agrobacteria, los transformantes 
normalmente solo reciben una parte del vector, es decir, la secuencia flanqueada por el ADN-T, que normalmente 
representa el casete de expresión. Posteriormente los genes marcadores pueden retirarse de la planta transformada 5
realizando cruzamientos. En otro procedimiento, se usan genes marcadores integrados en un transposón para la 
transformación junto con el ácido nucleico deseado (conocido como tecnología Ac/Ds). Los transformantes pueden 
cruzarse con una fuente transposasa o los transformantes se transforman con una construcción de ácido nucleico que 
confiere expresión de una transposasa, de manera transitoria o estable. En algunos casos (aprox. 10 %), el transposón 
salta del genoma de la célula huésped una vez que se ha producido la transformación satisfactoriamente y se pierde.  10
En una serie de casos adicionales, el transposón salta a una localización diferente. En estos casos, el gen marcador 
debe eliminarse realizando cruzamientos. En microbiología, se desarrollan técnicas que hacen posible, o facilitan, la 
detección de dichos acontecimientos. Un procedimiento ventajoso adicional se basa en lo que se conoce como 
sistemas de recombinación; cuya ventaja es que la eliminación puede dispensarse por cruzamiento. El sistema mejor 
conocido de este tipo es lo que se conoce como sistema Cre/lox. Cre1 es una recombinasa que retira las secuencias 15
localizadas entre las secuencias loxP. Si el gen marcador se integra entre las secuencias loxP, éste se elimina una vez 
se haya producido la transformación satisfactoriamente, por expresión de la recombinasa. Otros sistemas de 
recombinación son el sistema HIN/HIX, FLP/FRT y REP/STB (Tribble y col., J. Biol. Chem., 275, 2000: 22255-22267; 
Velmurugan y col., J. Cell Biol., 149, 2000: 553-566). De acuerdo con la invención, es posible una integración 
específica de sitio en el genoma de la planta de la secuencia de ácidos nucleicos. Naturalmente, estos procedimientos 20
también pueden aplicarse a microorganismos tales como levaduras, hongos o bacterias.

La divulgación se refiere a una construcción génica que comprende:

(i) un ácido nucleico de hox5 de HDZip de clase I o una variante del mismo;
(ii) un promotor constitutivo capaz de dirigir la expresión de la secuencia de ácido nucleico de (i), y opcionalmente,
(iii) una secuencia de terminación de la transcripción.25

El promotor constitutivo es preferentemente un promotor de GOS2, más preferentemente el promotor constitutivo es el 
promotor de GOS2 de arroz, adicionalmente de manera preferida el promotor constitutivo está representado por una 
secuencia de ácido nucleico sustancialmente similar a la SEC ID Nº: 33, más preferentemente el promotor constitutivo 
es como se representa en la SEC ID Nº: 33. Adicionalmente la invención proporciona el uso de una construcción como 
se define en la reivindicación 7 en el aumento del rendimiento de una planta en plantas que crecen en condiciones sin 30
estrés en comparación con las plantas de tipo silvestre correspondientes, en el que dicho rendimiento aumentado se 
selecciona entre uno o más de: número aumentado de semillas cargadas, rendimiento total de semillas aumentado, 
aumento de la tasa de carga de semillas, IC aumentado, PMG aumentado.

La presente divulgación también incluye plantas obtenibles por los procedimientos de acuerdo con la presente 
invención. Por lo tanto, la presente divulgación proporciona plantas, partes de plantas (incluyendo células de plantas) 35
obtenibles por los procedimientos de acuerdo con la presente divulgación, cuyas plantas o partes (incluyendo células) 
comprenden un transgén de ácido nucleico de hox5 de HDZip de clase I.

La invención también proporciona un procedimiento para la producción de plantas transgénicas que tienen 
características de crecimiento mejoradas, en particular, rendimiento aumentado, cada uno en relación a las plantas de 
tipo silvestre correspondientes u otras plantas de control, que comprende la introducción y expresión en una planta de 40
cualquier ácido nucleico descrito en el presente documento que sea útil en los procedimientos de la divulgación.

Para los fines de la invención, “transgénico”, “transgén” o “recombinante” significa con respecto a, por ejemplo, una 
secuencia de ácido nucleico, un casete de expresión, una construcción génica o un vector que comprende la 
secuencia de ácido nucleico o un organismo transformado con las secuencias de ácido nucleico, casetes o vectores de 
expresión, todas estas construcciones realizadas por procedimientos recombinantes en los que 45

a) las secuencias de ácido nucleico que codifican las proteínas útiles en los procedimientos de la invención, o
b) la secuencia (o secuencias) de control genético que se une operativamente con la secuencia de ácido nucleico 
de acuerdo con la divulgación,  por ejemplo un promotor, o
c) a) y b) no se localizan en su ambiente genético natural o se han modificado por procedimientos recombinantes,  
siendo posible que se produzca la modificación de,  por ejemplo, una sustitución, adición, deleción, inversión o 50
inserción de uno o más restos de nucleótido. Se entiende que, ambiente genético natural, significa el locus 
genómico o cromosómico natural en la planta original o la presencia en una genoteca. En el caso de una genoteca, 
el ambiente genético natural de la secuencia de ácidos nucleicos se conserva preferentemente,  al menos en parte. 
El ambiente flanquea la secuencia de ácidos nucleicos al menos en un lado y tiene una longitud de secuencia de al 
menos 50 pb,  preferentemente de al menos 500 pb, en especial, preferentemente de al menos 1000 pb, más 55
preferentemente de al menos 5000 pb. Un casete de expresión de origen natural - por ejemplo la combinación de 
origen natural del promotor natural de las secuencias de ácidos nucleicos con la secuencia de ácidos nucleicos 
correspondiente que codifica un polipéptido útil en los procedimientos de la presente invención,  como se ha 
definido anteriormente - llega a ser un casete de expresión transgénica cuando esta casete de expresión se 
modifica mediante procedimientos sintéticos no naturales (“artificiales”) tal como, por ejemplo, tratamiento 60
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mutagénico. Se describen procedimientos adecuados, por ejemplo, en los documentos US 5.565.350 o WO 
00/15815.

Más específicamente, la presente divulgación proporciona un procedimiento para la producción de plantas 
transgénicas que tienen características de crecimiento mejoradas (particularmente rendimiento aumentado) cuyo 
procedimiento comprende:5

(i) introducir y expresar en una planta, en una parte de la planta o en una célula de planta, un ácido nucleico de 
hox5 de HDZip de clase I o una variante del mismo; y
(ii) cultivar la célula de planta en condiciones que promuevan el crecimiento y desarrollo de la planta.

El ácido nucleico puede introducirse directamente en una célula de planta o en la propia planta (incluyendo la 
introducción en un tejido, órgano o en cualquier otra parte de una planta).  De acuerdo con una característica preferida 10
de la presente divulgación, el ácido nucleico se introduce preferentemente en una planta por transformación.

El término “transformación” como se denomina en el presente documento incluye la transferencia de un polinucleótido 
exógeno en un célula hospedadora, independientemente del procedimiento usado para la transferencia.  El tejido de 
planta capaz de propagación clonal posterior, mediante organogénesis o embriogénesis, puede transformarse con una 
construcción genética y a partir de la misma regenerarse una planta completa. El tejido particular seleccionado variará 15
dependiendo de los sistemas de propagación clonales disponibles para, y mejor adaptados a, la especie particular que 
se va a transformar. Las dianas tisulares ejemplares incluyen discos foliares, polen, embriones, cotiledones, 
hipocotiledones, megagametofitos, tejido de callo, tejido meristemático existente (por ejemplo,  meristemo apical, 
brotes axilares, y meristemos radiculares), e inducen tejido meristemático (por ejemplo,  meristemo de cotiledón y 
meristemo de hipocotiledón). El polinucleótido puede introducirse de manera estable o transitoria en una célula 20
huésped y puede mantenerse no integrado, por ejemplo, como un plásmido. Como alternativa, éste puede integrarse 
en el genoma huésped. La célula de la planta transformada resultante puede después usarse para regenerar una 
planta transformada de una manera conocida por los expertos en la técnica.

La transformación de especies plantas es actualmente una técnica muy habitual. Ventajosamente, cualquiera de los 
diversos procedimientos de trasformación puede usarse para introducir el gen de interés en una célula antecesora 25
adecuada. Los métodos de transformación también incluyen el uso de liposomas,  electroporación, productos químicos 
que aumentan la captación de ADN libre,  inyección del ADN directamente en la planta,  pistola de bombardeo de 
partículas,  transformación usando virus o polen y microproyección. Pueden seleccionarse procedimientos entre el 
procedimiento de calcio/polietilenglicol para protoplastos (Krens, F.A. y col. (1982) Nature 296, 72-74; Negrutiu I y col. 
(1987) Plant Mol Biol 8: 363-373); electroporación de protoplastos (Shillito R. D. y col. (1985) Bio/Technol 3, 30
1099-1102); microinyección en el material de planta (Crossway A y col. (1986) Mol. Gen Genet 202: 179-185); 
bombardeo de partículas revestido con ADN o ARN (Klein TM y col., (1987) Nature 327: 70) infección con virus (no 
integrantes) y similares. Las plantas transgénicas de arroz, se producen preferentemente mediante transformación 
mediada por Agrobacterium usando cualquiera de los procedimientos bien conocidos para la transformación del arroz, 
tales como los descritos en cualquiera de las siguientes referencias: solicitud de patente europea publicada EP 35
1198985 A1, Aldemita y Hodges (Planta 199: 612-617, 1996); Chan y col. (Plant Mol Biol 22 (3): 491-506, 1993), Hiei y 
col. (Plant J 6 (2): 271-282, 1994. En el caso de la transformación del maíz, el procedimiento preferido es como se 
describe en Ishida y col. (Nat. Biotechnol 14(6): 745-50, 1996) o en Frame y col. (Plant Physiol 129(1): 13-22, 2002.

Generalmente, después de la transformación, las células o grupos de células de planta se seleccionan para detectar la 
presencia de uno o más marcadores que están codificados por genes que pueden expresarse en plantas 40
co-transferidos con el gen de interés, después de lo cual el material transformado se regenera en una planta completa. 

Después de la transferencia y regeneración de ADN,  las plantas supuestamente transformadas pueden evaluarse, 
usando, por ejemplo, análisis de Southern,  para determinar la presencia del gen de interés, número de copias y/u 
organización genómica. Como alternativa o adicionalmente, los niveles de expresión del ADN recién introducido 
pueden supervisarse usando análisis de Northern y/o Western, o PCR cuantitativa; siendo todas estas técnicas bien 45
conocidas por los expertos habituales en la materia. 

Las plantas transformadas generadas pueden propagarse mediante diversos medios, tales como mediante técnicas 
clásicas de propagación clonal o de reproducción. Por ejemplo, una primera generación (o T1) de plantas 
transformadas puede reproducirse asexualmente para dar transformantes de segunda generación (o T2) homocigotos 
y después las plantas T2 pueden propagarse adicionalmente a través de técnicas de reproducción clásicas.50

Los organismos transformados generados pueden adoptar diversas formas. Por ejemplo, pueden ser quimeras de 
células transformadas y de células no trasformadas; transformantes clonales (por ejemplo,  todas las células 
transformadas que contengan el casete de expresión); injertos de tejidos transformados y no transformados (por 
ejemplo,  en plantas,  una planta madre transformada injertada a un vástago no transformado).

La presente divulgación se amplía claramente a cualquier célula de planta o planta producida mediante cualquiera de 55
los procedimientos descritos en el presente documento, y a todas las partes de la planta y propágulos de la misma.  La 
presente invención se amplía adicionalmente para incluir la progenie de una célula, tejido u órgano primario 
transformado o transfectado o la planta completa que se ha producido mediante cualquiera de los procedimientos 
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anteriormente mencionados, siendo el único requisito que la progenie presente la misma característica, o 
características, genotípicas y/o fenotípicas que las producidas por el precursor en los procedimientos de acuerdo con 
la divulgación.

La divulgación también incluye células huésped que comprenden un ácido nucleico de hox5 de HDZip de clase I 
aislado o una variante del mismo.5

La divulgación también se amplía a partes cosechables de una planta, tales como, pero sin limitación, semillas, hojas, 
frutos, flores, tallos, rizomas, tubérculos y bulbos. Adicionalmente la divulgación se refiere a productos derivados de 
una parte cosechable de dicha planta, tales como gránulos deshidratados o polvos,  aceite, grasa y ácidos grasos,  
almidón o proteínas.

La presente invención también incluye el uso de ácidos nucleicos de hox5 de HDZip de clase I y variantes de los 10
mismos y el uso de polipéptidos de hox5 de HDZip de clase I como se expone en las reivindicaciones 8 y 9. Dichos 
usos se refieren a mejorar cualquiera de las características del crecimiento de las plantas como se expone en las 
reivindicaciones 8 y 9.

Los ácidos nucleicos de hox5 de HDZip de clase I o variantes de los mismos, o los polipéptidos de hox5 de HDZip de 
clase I u homólogos de los mismos pueden encontrar uso en programas de reproducción en los que se identifica un 15
marcador de ADN, que puede estar unido genéticamente a uno de los ácidos nucleicos o variantes mencionados 
anteriormente. Los ácidos nucleicos o variantes, o polipéptidos u homólogos de los mismos pueden usarse para definir 
un marcador molecular. Este marcador de ADN o de proteína puede después usarse en programas de reproducción 
para seleccionar plantas que tengan rasgos potenciados relacionados con el rendimiento (tales como rendimiento 
aumentado). Los ácidos nucleicos o variantes son como se definen anteriormente.20

Las variantes alélicas de un ácido nucleico/gen que codifica a hox5 de HDZip de clase I pueden encontrar uso en 
programas de reproducción asistida mediante marcador. Dichos programas de reproducción a veces requieren la 
introducción de variación alélicas por tratamiento mutagénico de las plantas, usando, por ejemplo, mutagénesis con 
EMS; como alternativa, el programa puede comenzar con una colección de variantes alélicas de origen denominado 
“natural” producida involuntariamente. Después, se realiza la identificación de variantes alélicas, por ejemplo, por 25
PCR. A esto le sigue una etapa de selección de variantes alélicas superiores de la secuencia en cuestión y que dará 
características de crecimiento mejoradas,  tal como rendimiento aumentado. La selección se realiza típicamente 
supervisando el rendimiento del crecimiento de las plantas que contienen diferentes variantes alélicas de la secuencia 
en cuestión, por ejemplo, diferentes variantes alélicas de cualquiera de los ácidos nucleicos /genes descritos en el 
presente documento que sean útiles en los procedimientos de la invención. El rendimiento de crecimiento puede 30
supervisarse en un invernadero o en el campo.  Etapas opcionales adicionales incluyen cruzamiento de plantas en el
que se identificó la variante alélica superior con otra planta. Esto podría usarse,  por ejemplo, para realizar una 
combinación de características fenotípicas interesantes.

Los ácidos nucleicos y variantes mencionados anteriormente también pueden usarse como sondas para mapear 
genética y físicamente, genes que forman parte de,  y como marcadores para rasgos ligados a estos genes. Dicha 35
información puede ser útil en reproducción de plantas para desarrollar líneas con fenotipos deseados. Dicho uso de los 
ácidos nucleicos o variantes requiere solo una secuencia de ácido nucleico de al menos 15 nucleótidos de longitud. 
Los ácidos nucleicos o variantes pueden usarse como marcadores de polimorfismos de longitud de fragmentos de 
restricción (PLFR). Con los ácidos nucleicos o variantes pueden explorarse transferencias de Southern (Sambrook J, 
Fritsch EF y Maniatis T (1989) Molecular Cloning, A Laboratory Manual) de ADN genómico de planta digerido por 40
enzimas de restricción. Los patrones de banda resultantes pueden después someterse a análisis genético usando 
programas informáticos tales como MapMaker (Lander y col. (1987) Genomics 1: 174-181) para construir un mapa 
genético.  Además, los ácidos nucleicos pueden usarse para explorar transferencias de Southern que contienen ADN 
genómicos tratados con endonucleasas de restricción de un conjunto de individuos que representan a los padres y a la 
progenie de un cruce genético definido. La segregación de polimorfismos de ADN se observa y se usa para calcular la 45
posición del ácido nucleico que codifica el polipéptido JMJC en el mapa genético previamente obtenido usando esta 
población (Botstein y col. (1980) Am. J. Hum. Genet. 32:314-331).

La producción y uso de sondas derivadas de genes de plantas para su uso en mapeo genético se describe en 
Bernatzky y Tanksley (1986) Plant Mol. Biol. Reporter 4: 37-41.  Numerosas publicaciones describen el mapeo 
genético de clones de ADNc específicos utilizando la metodología indicada anteriormente o variaciones de la misma.  50
Por ejemplo, para el mapeo pueden utilizarse poblaciones de intercruzamiento F2, poblaciones de retrocruzamiento, 
poblaciones apareadas al azar, líneas isogénicas cercanas y otros grupos de individuos.  Dichas metodologías son 
bien conocidas por los expertos en la técnica.

Las sondas de ácido nucleico también pueden usarse para mapeo físico (es decir, colocación de secuencias en mapas 
físicos; véase Hoheisel y col. In: Non-mammalian Genomic Analysis: A Practical Guide, Academic press 1996, páginas 55
319-346, y referencias citadas en su interior).

En otra realización, pueden usarse las sondas de ácidos nucleicos en mapeo directo de hibridación in situ con 
fluorescencia (HISF, Fluorescent In Situ Hybridization) (Trask (1991) Trends Genet. 7: 149-154).  Aunque los 
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procedimientos actuales del mapeo HISF favorecen el uso de clones grandes (de varios kb a varios cientos de kb; 
véase Laan y col. (1995) Genome Res. 5: 13-20), mejoras en sensibilidad pueden permitir la realización de mapeo 
HISF usando sondas más cortas.

Usando los ácidos nucleicos pueden realizarse diversos procedimientos basados en amplificación de ácidos nucleicos 
para el mapeo genético y físico.  Como ejemplos se incluyen la amplificación específica de alelo (Kazazian (1989) J. 5
Lab. Clin. Med 11: 95-96), el polimorfismo de fragmentos amplificados por PCR (CAPS; Sheffield y col. (1993) 
Genomics 16: 325-332), el ligamiento específico de alelo (Landegren y col. (1988) Science 241: 1077-1080), las 
reacciones de extensión de nucleótidos (Sokolov (1990) Nucleic Acid Res. 18: 3671), el Mapeo Híbrido por Radiación 
(Walter y col. (1997) Nat. Genet. 7: 22-28) y el Mapeo Happy (por las siglas en inglés mapping based on the analysis of 
approximately HAPloid DNA samples using the PolYmerase chain reaction) (Dear y Cook (1989) Nucleic Acid Res. 17: 10
6795-6807).  Para estos procedimientos, se utiliza la secuencia de un ácido nucleico para diseñar y producir pares de 
cebadores para su uso en la reacción de amplificación o en reacciones de extensión con cebador.  El diseño de dichos 
cebadores es muy conocido por los expertos en la técnica.  En los procedimientos que emplean mapeo genético 
basado en PCR,  puede ser necesario identificar diferencias de secuencias de ADN entre los padres del cruce del 
mapeo en la región correspondiente a la secuencia de ácido nucleico instantánea.  Sin embargo, generalmente esto no 15
es necesario para procedimientos de mapeo.

Los procedimientos de acuerdo con la presente invención dan como resultado plantas que tienen características de 
crecimiento mejoradas, como se expone en las reivindicaciones. Estas características de crecimiento mejoradas 
también pueden combinarse con otros rasgos ventajosos desde el punto de vista económico, tales como rasgos que 
potencian adicionalmente el rendimiento, la tolerancia a diversos estreses abióticos y bióticos, rasgos que modifican 20
diversas características arquitectónicas y/o características bioquímicas y/o fisiológicas.

Descripción de las figuras

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

La Fig.1 muestra un alineamiento múltiple de homeodominios HDZip de clase I de diferentes fuentes de plantas, 
usando un programa de alineamiento múltiple VNTI AlignX, basado en un algoritmo ClustalW modificado (InforMax, 25
Bethesda, MD, http://www.infor- maxinc.com), con parámetros determinados de penalización por apertura de 
hueco de 10 y una extensión de hueco de 0,05. Los aminoácidos invariantes L16, W48, F49, N51 y R53, del 
homeodominio, se indican en un cuadro vertical. Los aminoácidos preferidos A46 y W56 de HDZip de Clase I 
también se indican en un cuadro vertical. Las tres hélices necesarias para la unión al ADN se marcan como cajas 
negras encima del alineamiento. Las seis héptadas se separan con una línea vertical. Las siete posiciones dentro 30
de cada héptada se denominan a, b, c, d, e, f y g. La Leu ocupa la posición d dentro de cada héptada, y se indica en 
un cuadro vertical.

La Fig. 2 muestra un alineamiento múltiple de polipéptidos de hox5 de HDZip de clase I de diversas plantas, usando 
un programa de alineamiento múltiple VNTI AlignX, basado en un algoritmo ClustalW modificado (InforMax, 
Bethesda, MD, http://www.informaxinc.com), con parámetros determinados de penalización por apertura de hueco 35
de 10 y una extensión de hueco de 0,05). Los tres dominios principales caracterizados, desde el extremo N al 
extremo C,  están fuertemente empaquetados y se identifican como la caja ácida, el homeodominio de clase I y la 
cremallera de leucina de seis héptadas. Además, la cola de Trp y el motivo de aminoácidos RPFF están 
ligeramente empaquetados.

La figura 3 muestra un vector binario para la expresión en Oryza sativa de un hox5 de HDZip de clase I de Oryza 40
sativa bajo el control de un promotor de GOS2.

La figura 4 detalla ejemplos de secuencias de hox5 de cremallera de leucina de homeodominio de clase I (HDZip). 
Se obtienen como resultado varias secuencias a partir de ensamblajes EST públicos (véase la tabla A), con una 
menor calidad de secuenciación. Como consecuencia, pueden esperarse algunas sustituciones de ácidos 
nucleicos. Los codones de inicio (ATG) y de parada delimitan las secuencias de ácido nucleico.45

Ejemplos

A menos que se afirme lo contrario, las técnicas de ADN recombinante se llevaron a cabo de acuerdo con protocolos 
convencionales descritos en (Sambrook (2001) Molecular Cloning: a laboratory manual, 3ª edición, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, CSH, New York) o en los volúmenes 1 y 2 de Ausubel y col. (1994), Current Protocols in Molecular 
Biology, Current Protocols. Los materiales y procedimientos convencionales para el trabajo molecular con plantas se 50
describen en Plan Molecular Biology Labfase (1993) por R.D.D. Croy, publicado por BIOS Scientific Publications Ltd 
(R.U.) y Blackwell Scientific Publications (R.U.).

EJEMPLOS - Polipéptidos de hox5 de HDZip de clase I y secuencias codificantes

Ejemplo 1: Identificación de secuencias relacionadas con la SEC ID Nº: 1 y la SEC ID Nº: 2

55
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Las secuencias (ADNc de longitud completa, EST o genómico) se identificaron de entre aquellas mantenidas en la 
base de datos Entrez Nucleotides en el National Center for Biotechnology Information (NCBI) usando herramientas de 
búsqueda de secuencias en bases de datos, tales como la Basic Local Alignment Tool (BLAST) (Altschul y col., (1990) 
J. Mol. Biol. 215:403-410; y Altschul y col. (1997) Nucleic Acids Res. 25:3389-3402). El programa se usó para 
encontrar regiones de similitud local entre secuencias comparando secuencias de ácido nucleico o polipeptídicas con 5
bases de datos de secuencias y calculando la significación estadística de las coincidencias. Por ejemplo, el polipéptido 
codificado por el ácido nucleico de la SEC ID Nº: 1 se usó para el algoritmo TBLASTN, con configuraciones por defecto 
y el filtro para ignorar el conjunto de secuencias de baja complejidad. La salida del análisis se visualizó mediante 
comparación por pares, y se clasificó de acuerdo con la puntuación de probabilidad (valor de E), donde la puntuación 
refleja la probabilidad de que suceda un alineamiento particular por casualidad (cuanto más bajo sea el valor de E, más 10
significativa será la coincidencia). Además de los valores de E, las comparaciones también se puntuaron por el 
porcentaje de identidad. El porcentaje de identidad se refiere al número de nucleótidos idénticos (o de aminoácidos) 
entre las dos secuencias de ácido nucleico (o polipeptídicas) comparadas sobre una longitud concreta. En algunos 
casos, pueden ajustarse los parámetros por defecto para modificar la rigurosidad de la búsqueda. Por ejemplo, el valor 
de E puede aumentarse para mostrar coincidencias menos rigurosas. De este modo, pueden identificarse 15
coincidencias cortas prácticamente exactas.

A continuación, en la tabla A se proporciona una lista de secuencias de ácidos nucleicos relacionadas con la secuencia 
de ácidos nucleicos de la SEC ID Nº: 1.

Tabla A: Ejemplos de secuencias relacionadas con la secuencia de ácidos nucleicos de SEC ID Nº: 1

Nombre Número de 
referencia del NCBI 
del nucleótido

SEC ID Nº 
del 
nucleótido

SEC ID Nº del 
polipéptido traducido

Fuente

Orysa_hox5 XM_482406 1 2 Oryza sativa

Orysa_hox16 XM_467603 3 4 Oryza sativa

Zeama_hox5*
CO458693
DV024016

5 6 Zea mays

Zeama_hox16 AY105265 7 8 Zea mays

Sacof_hox5*
CA088615
CA115362
CA142506

9 10 Saccharum officinarum

Sorbi_hox5*
BE363386
CD432381

11 12 Sorghum bicolor

Triae_hox16*
DR735359
DR741379
CD916488

13 14 Triticum aestivum

Arath_ATHB1 X58821 15 16 Arabidopsis thaliana

Dauca_CHB3** D26575 17 18 Daucus carota

Glyma_HD157** AF184278 19 20 Glycine max

CrapI_CPHB-5 AF443621 21 22
Craterostigma 
plantagineum

Goshi_hox5*
DT465649
CD486134

23 24 Gossypium hirsutum

Lyces_hox5 BT014213.1 25 26
Lycopersicon 
esculentum

Lyces_VaHOX1 X94947 27 28
Lycopersicon 
esculentum

Medsa_hox16*
CB892061
CA858059

29 30 Medicago sativa

Aqufo_hox5 DT758247 31 32
Aquilegia formosa x 
Aquilegia pubescens

Poptr_hox16_1 scaff_XV.439 40 41 Populus tremuloides

Poptr_hox16_2 scaff_XII.649 42 43 Populus tremuloides

Poptr_hox16_3 lcl|scaff_VI II.1839 44 45 Populus tremuloides

Medtr_hox16_1 CR954197.2 46 47 Medicago truncatula

Phavu_hox16 AF402605 48 49 Phaseolus vulgaris

Lotco_hox16 AP006364 50 51 Lotus corniculatus
*Cóntigo compilado a partir de varias referencias de EST (se muestran las principales); Siendo la calidad de 
secuenciación EST normalmente menor, pueden esperarse algunas sustituciones de ácidos nucleicos.
**Las secuencias de Daucus carota y de Glycine max se han corregido en comparación con su número de 
referencia.
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Ejemplo 2: Alineamiento de secuencias polipeptídicas de hox5 de HDZip de clase I

Se usó AlignX a partir del vector NTI (Invitrogen) basado en el popular algoritmo Clustal de alineamiento progresivo 
(Thompson y col. (1997) Nucleic Acids Res 25:4876-4882; Chenna y col. (2003). Nucleic Acids Res 31:3497-3500). 
Puede construirse un árbol filogenético usando un algoritmo de agrupamiento del vecino más próximo. Los valores por 
defecto son para la penalización por hueco abierto de 10, para la penalización por extensión de hueco de 0,1 y la 5
matriz de ponderación seleccionada es Blosum 62 (en caso de alinear polipéptidos).

El resultado de los múltiples alineamientos de secuencia se muestra en la figura 2. Los tres dominios principales 
caracterizados, desde el extremo N al extremo C, están fuertemente empaquetados y se identifican como la caja ácida, 
el homeodominio de clase I y la cremallera de leucina de seis héptadas. El "dominio conservado" comprende estos tres 
dominios. Además, la cola de Trp y el motivo de aminoácidos RPFF están ligeramente empaquetados.10

Ejemplo 3: Cálculo del porcentaje de identidad global entre secuencias polipeptídicas de hox5 de HDZip de 
clase I

Los porcentajes de similitud e identidad globales entre las secuencias polipeptídicas de hox5 de HDZip de clase I se 
determinaron usando el programa informático Matrix Global Alignment Tool (MatGAT) (BMC Bioinformatics. 2003 4:29. 
MatGAT: an application that generates similarity/identity matrices using protein or DNA sequences. Campanella JJ, 15
Bitincka L, Smalley J; programa alojado por Ledion Bitincka). El programa MatGAT genera matrices de 
similitud/identidad para secuencias de ADN o proteína sin la necesidad del alineamiento previo de los datos. El 
programa efectúa una serie de alineamientos por parejas usando el algoritmo de alineamiento global de Myers y Miller 
(con una penalización por hueco abierto de 12, y una penalización por extensión de hueco de 2), calcula la similitud y 
la identidad usando, por ejemplo Blosum 62 (para polipéptidos), y después sitúa los resultados en una matriz de 20
distancia. La similitud de secuencia se muestra en la mitad inferior de la línea divisoria y la identidad de secuencia se 
muestra en la mitad superior de la línea divisoria diagonal.

Los parámetros usados en la comparación fueron:
Matriz de puntuación: Blosum62
Primer hueco: 1225
Hueco extendido: 2

Los resultados del análisis del programa informático se muestran en la tabla B 1 para la similitud e identidad global 
sobre la longitud completa de las secuencias polipeptídicas (excluyendo las secuencias de polipéptidos parciales). El 
porcentaje de identidad se proporciona sobre la diagonal y el porcentaje de similitud se proporciona por debajo de la 
diagonal.30

El porcentaje de identidad entre las secuencias polipeptídicas mostradas puede ser tan bajo como el 29 % de identidad 
de aminoácidos en comparación con SEC ID Nº: 2.
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Tabla B 1: Resultados de MatGAT para la similitud e identidad global sobre la longitud completa de las 
secuencias polipeptídicas.

El "dominio conservado" de las secuencias polipeptídicas de hox5 de HDZip de clase I comprende desde el extremo N 
al extremo C, una caja ácida, un homeodominio de clase II y la cremallera de leucina de seis héptadas (véase la figura 5
2), tal como se ha definido anteriormente en el presente documento. Cuando se efectúa el análisis del porcentaje de 
identidad en los dominios conservados en lugar de en las secuencias polipeptídicas de longitud completa, se observa 
un aumento en el porcentaje de identidad, tal como se muestra en la tabla B 2. Los valores inferiores son ahora por 
encima del 50 % de identidad de aminoácidos en comparación con la SEC ID Nº: 2.

10
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Tabla B 2: Resultados de MatGAT para la similitud e identidad global sobre el "dominio conservado" de las 
secuencias polipeptídicas.

Ejemplo 4: Identificación de dominios comprendidos en las secuencias polipeptídicas de hox5 de HDZip de 
clase I5

La base de datos Integrated Resource of Protein Families, Domains and Sites (InterPro) es una interfaz integrada para 
las bases de firma usadas de manera común para búsquedas basadas en texto y secuencias. La base de datos 
combina estas bases de datos, que usan metodologías diferentes y diferentes grados de información biológica acerca 
de proteínas bien caracterizadas para derivar firmas de proteínas. Las bases de datos colaboradoras incluyen 
SWISS-PROT, PROSITE, TrEMBL, PRINTS, ProDom y Pfam, Smart y TIGRFAMs. InterPro está alojada en el 10
European Bioinformatics Institute en el Reino Unido.

Los resultados del barrido InterPro de la secuencia polipeptídica representada por la SEC ID Nº: 2 se presentan en la 
tabla C.

Tabla C: Resultados del barrido InterPro de la secuencia polipeptídica representada por la SEC ID Nº: 2

InterPro IPR000047
Motivo hélice-giro-hélice, represor de tipo 
lambda

PRINTS PR00031 HTHREPRESSR

InterPro IPR001356 Caja homeostática

PRODOM PD000010 Caja homeostática

PRINTS PR00024 HOMEOBOX

PFAM PF00046 Caja homeostática

SMART SM00389 HOX

PROFILE PS00027 HOMEOBOX_1

PROFILE PS50071 HOMEOBOX_2
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(continuación)

InterPro IPR003106
Cremallera de leucina, asociada a caja 
homeostática

PFAM PF02183 HALZ

InterPro IPR009057 Similar a homeodominio

SUPERFAMILY SSF46689
Similar a 
homeodominio

InterPro IPR012287 Relacionado con homeodominio

GENE3D G3DSA:1.10.10.60
Rel. con 
homeodominio

Puede calcularse la composición primaria de aminoácidos (en %) para determinar si un dominio de polipéptido es rico 
en aminoácidos específicos (por ejemplo, en una caja ácida) usando programas informáticos del servidor ExPASy, en 
particular la herramienta ProtParam (Gasteiger E y col., (2003) ExPASy: the proteomics server for in- depth protein 5
knowledge and analysis. Nucleic Acids Res 31:3784-3788). Entonces puede compararse la composición de la 
secuencia polipeptídica de interés con la composición media de aminoácidos (en %) en el banco de datos de 
secuencias de proteínas Swiss-Prot.

En la tabla a continuación (tabla D), se comparan el % de Asp (D), % de Glu (E) y su contenido combinado en la caja 
ácida de SEC ID Nº: 2 con la media en el banco de datos de secuencias de proteínas Swiss-Prot.10

Tabla D

% de Asp 
(D)

% de Glu 
(E)

% de Asp (D) + % de 
Glu (E)

Media en el banco de datos de secuencias de 
proteínas Swiss-Prot

5,3 % 6,6 % 11,9 %

Caja ácida de SEC ID Nº: 2 9,1 % 54,5 % 63,6 %

Una caja ácida puede ser parte de un dominio de activación de la transcripción. Los dominios de activación de la 
transcripción de eucariotas se han clasificado de acuerdo con su contenido de aminoácidos, y las categorías 
principales incluyen dominios de activación ácidos, ricos en glutamina y ricos en prolina (Rutherford y col., (2005) Plant 15
J. 43(5):769-88, y las referencias citadas en el mismo),

El consorcio Genome Ontology (GO) es una colaboración internacional entre científicos en varias bases de datos 
biológicas, con una oficina editorial radicada en el European Bioinformatics Institute. El objetivo de GO es proporcionar 
vocabularios controlados par la descripción de funciones moleculares, procesos biológicos y componentes celulares 
de productos génicos. Cuando se efectúa un barrido de InterPro tal como se describe anteriormente, también se 20
efectúa una búsqueda en la base de datos de GO. Las secuencias polipeptídicas de hox5 de HDZip de clase I tienen 
como función molecular la de factor de transcripción y actividad de unión a ADN específica de secuencia, y localizada 
en el núcleo de células vegetales (véase la tabla a continuación (tabla E)).

Tabla E

Entrada de Gene Ontology

Homeodominio Función molecular: actividad de factor de transcripción 
(GO:0003700)
Componente celular: núcleo (GO:0005634)
Función molecular: unión a ADN específica de secuencia 
(GO:0043565)

Cremallera de leucina, asociada a caja 
homeostática

Función molecular: Unión a ADN (GO:0003677) Componente 
celular: núcleo (GO:0005634)

Ejemplo 5: Predicción de la topología de secuencias polipeptídicas de hox5 de HDZip de clase I25

La predicción de la cremallera de leucina y la identificación de la héptada se llevó a cabo usando programas 
informáticos especializados, tales como 2ZIP, que combina un algoritmo convencional de predicción hélices 
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superenrolladas con una búsqueda aproximada para la repetición de leucina característica (Bornberg-Bauter y col., 
(1998) Nucleic Acids Res 26(11): 2740-2746; alojado en el Instituto Max Planck, Golm en Alemania). Una potencial 
cremallera de leucina, una repetición de leucinas o una hélice superenrrollada pueden identificarse usando este 
programa informático. 

Las secuencias polipeptídicas de hox5 de HDZip de clase I comprenden una predicción de cremallera de leucina con al 5
menos 5, preferentemente 6 héptadas. Cuando el polipéptido de SEC ID Nº: 2 se somete a este algoritmo, se 
encuentra una cremallera de leucina entre las posiciones 143 y 178, tal como se muestra en el resultado a 
continuación (los números reflejan la posición del aminoácido, C la región de hélice superenrrollada y L la leucina 
dentro de la héptada):

10

Ejemplo 6: Ensayo para secuencias polipeptídicas de hox5 de HDZip de clase I

Los polipéptidos de hox5 de HDZip de clase I u homólogos de los mismos tienen actividad de unión a ADN, 
preferentemente a semisitios de 5 pb que se solapan en una posición central, CAA(A/T)ATTG, tal como se detecta en 
ensayos de un híbrido de levadura (Meijer y col., (2000) Mol Gen Genet 263:12-21). En ensayos transitorios en 
suspensiones de células de arroz, se ha comunicado que el bombardeo conjunto de un polipéptido de hox5 de HDZip 15
de clase I con el gen indicador GUS dio como resultado un aumento en el número de puntos teñidos, que también 
tenían un color más intenso (Meijer y col., anteriormente citado). Este ensayo es útil para demostrar la función 
activadora de los polipéptidos u homólogos de hox5 de HDZip de clase I.

Ejemplo 7: Clonación se secuencia de ácido nucleico de hox5 de HDZip de clase I de Oryza sativa

Se amplificó la secuencia de ácidos nucleicos de hox5 de HDZip de clase I de Oryza sativa mediante PCR usando 20
como molde una biblioteca de ADNc de plántula de Oryza sativa (Invitrogen, Paisley, R.U.). Después de la 
retrotranscripción del ARN extraído de las plántulas, se clonaron los ADNc en pCMV Sport 6.0. En tamaño promedio 
del inserto del banco fue de 1,6 kb el número original de clones era del orden de 1,67 x 107 ufc. Se determinó que el 
título original era de 3,34 x106 ufc/ml después de la amplificación de 6x1010 ufc/ml. Después de la extracción del 
plásmido, se usaron 200 ng de molde en una mezcla de PCR de 50 μl. Los cebadores prm06000 (SEC ID Nº: 34; 25
sentido, codón de inicio en negrita, sitio de AttB1 en cursiva: 
5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAAACAATGGATCCCG- GCCG 3') y prm06001 (SEC ID Nº: 35; 
inverso, complementario, sitio de AttB2 en cursiva: 5'
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGATCAGCTCCAGAACCAGG 3'), que incluye los sitios de Attb para la 
recombinación Gateway, se usaron para la amplificación por PCR. La PCR se llevó a cabo usando ADN polimerasa 30
Hifi Taq en condiciones convencionales. Un fragmento de PCR de 1116 pb (que incluyen sitios de attB; a partir de 1050 
pb) se amplificó y purificó usando procedimientos convencionales. La primera etapa del procedimiento Gateway, la 
reacción BP, se llevó a cabo en ese momento, durante el cual el fragmento de PCR se recombina in vivo con el 
plásmido para producir, de acuerdo con la terminología de Gateway, un "clon de entrada". El plásmido pDONR201 se 
compró a través de Invitrogen, como parte de la tecnología Gateway®.35
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Ejemplo 8: Construcción del vector

Posteriormente se usó el clon de entrada que comprendía las secuencias de ácido nucleico en una reacción LR con un 
vector de "destino" usado para la transformación de Oryza sativa. Este vector contenía como elementos funcionales 
entre los límites del ADN-T: un marcador de selección en plantas; un casete de expresión marcador explorable; y un 
casete Gateway previsto para la recombinación de LR in vivo con la secuencia de interés ya clonada en el clon de 5
entrada. Se colocó un promotor de GOS2 de ratón (SEC ID Nº: 33) para la expresión constitutiva cadena arriba de este 
casete de Gateway.

Después de la etapa de recombinación de LR, el vector de expresión resultante (figura 3) se transformó en la cepa 
LBA4044 de Agrobacterium de acuerdo con procedimientos bien conocidos en la técnica.

Ejemplo 9: Transformación de plantas10

Transformación de arroz

El Agrobacterium que contenía el vector de expresión se usó para transformar plantas de Oryza sativa. Se 
descascarillaron las semillas secas maduras de arroz Japonica de la variedad Nipponbare. Se llevó a cabo la 
esterilización incubando durante un minuto en etanol al 70 %, seguido de 30 minutos de HgCL2 al 0,2 %, seguido de 
lavados 6 veces 15 minutos con agua destilada estéril. Las semillas estériles germinaron después en un medio que 15
contenía 2,4-D (medio de inducción de callos). Después de incubar en la oscuridad durante cuatro semanas, los callos 
embriogénicos derivados de escutelo se cortaron y se propagaron en el mismo medio. Después de dos semanas, los 
callos se multiplicaron o se propagaron mediante subcultivo en el mismo medio durante otras 2 semanas. Los trozos 
de callo embriogénico se subcultivaron en medio reciente 3 días antes del cultivo conjunto (para potenciar la actividad 
de la división celular).20

Se usó la cepa LBA4404 de Agrobacterium que contenía el vector de expresión para el cultivo conjunto. Se inoculó 
Agrobacterium en medio AB con los antibióticos adecuados y se cultivaron durante 3 días a 28 °C. Después, las 
bacterias se recogieron y se suspendieron en medio de cultivo conjunto líquido a una densidad (DO600) de 
aproximadamente 1. Después se transfirió la suspensión a una placa de Petri y se los callos se sumergieron en la 
suspensión durante 15 minutos. Los tejidos de callos se transfirieron secos sobre un papel de filtro y se transfirieron a 25
un medio sólido de cultivo conjunto y se incubaron durante 3 días en la oscuridad a 25 °C. Los callos cultivados 
conjuntamente crecieron en medio que contenía 2,4-D durante 4 semanas en la oscuridad a 28 °C en presencia de un 
agente de selección. Durante este periodo, se desarrollaron islas de callos resistentes de crecimiento rápido. Después 
de transferir este material al medio de regeneración y de incubación con luz, se liberó el potencial embriogénico y se 
desarrollaron brotes en las siguientes cuatro a cinco semanas. Se cortaron los brotes de los callos y se incubaron 30
durante 2 a 3 semanas en un medio que contenía auxina desde el cual se transfirieron al suelo. Los brotes endurecidos 
se cultivaron con alta humedad y días cortos en un invernadero.

Se generaron aproximadamente 35 transformantes de arroz de T0 para una construcción. Los transformantes 
primarios se transfirieron de una cámara de cultivo tisular a un invernadero. Después de un análisis PCR cuantitativo 
para verificar el número de copias del inserto de ADN-T, solo las plantas transgénicas de una sola copia que 35
mostraban tolerancia al agente de selección, se mantuvieron para la cosecha de las semillas de T1. Después, las 
semillas se recogieron al cabo de tres a cinco meses de su trasplante. El procedimiento produjo transformantes de un 
solo locus a una tasa de más del 50 % (Aldemita y Hodges, 1996, Chan y col. 1993, Hiei y col. 1994).

Ejemplo 10: Procedimiento de evaluación fenotípica

10.1 Configuración de la evaluación40

Se generaron aproximadamente 35 transformantes de arroz de T0. Los transformantes primarios se transfirieron de 
una cámara de cultivo tisular a un invernadero para el crecimiento y la cosecha de la simiente de T1. Se retuvieron 
siete eventos, de los cuales la progenie de T1 segregó 3:1 respecto de la presencia/ausencia del transgén. Para cada 
uno de estos eventos, se seleccionaron aproximadamente 10 plántulas de T1 que contenían el transgén (hetero y 
homocigotos) y aproximadamente 10 plántulas de T1 que carecían del transgén (nulicigotos) controlando la expresión 45
de marcadores visuales. Las plantas transgénicas y los correspondientes nulicigotos se cultivaron unos al lado de 
otros en posiciones aleatorias. Las condiciones del invernadero fueron de días cortos (12 horas de luz), 28 °C en la luz 
y 22 °C en la oscuridad, y con una humedad relativa del 70 %.

Todos los eventos de T1 se evaluaron adicionalmente en la generación de T2 siguiendo el mismo procedimiento de 
evaluación que para la generación de T1. Desde el estado de la siembra hasta el estado de madurez las plantas se 50
pasaron varias veces a través de una cabina de obtención de imágenes digitales. En cada instante, se tomaron 
imágenes digitales (2048 x 1536 píxeles, 16 millones de colores) de cada planta desde al menos 6 ángulos distintos.

Exploración de estrés salino

Se cultivaron plantas de 4 eventos (semillas de T2) en un sustrato compuesto de fibras de coco y argex (proporción de 
3 a 1). Se usó una solución de nutrientes normales durante las dos primeras semanas después de trasplantar las 55
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plántulas al invernadero. Después de las dos primeras semanas, se añadió sal (NaCl) 25 mM a la solución de 
nutrientes, hasta que se cosecharon las plantas.

Exploración de sequía

Se cultivaron plantas de cinco eventos (semillas de T2) en suelo de siembra en condiciones normales hasta que 
alcanzaron el estado de emergencia. Después se transfirieron a una sección "seca" donde se contenía la irrigación. Se 5
insertaron sondas de humedad en macetas al azar para controlar el contenido de agua del suelo (CAS). Cuando el 
CAS se encontró por debajo de determinados umbrales, las plantas volvieron a regarse automáticamente de manera 
continua hasta que se alcanzaba de nuevo un nivel normal. Las plantas volvieron a transferirse a condiciones 
normales. El resto del cultivo (maduración de plantas, cosecha de las semillas) fue igual que para plantas no cultivadas 
en condiciones de estrés abiótico. Se efectuó una ronda de confirmación que consistía en repetir la exploración con 10
semillas de T2 no cosechadas de plantas de la primera exploración de sequía, sino de plantas cultivadas en 
condiciones normales.

Exploración de disponibilidad reducida de nutrientes (nitrógeno)

Las plantas de arroz se cultivan en suelo de siembra en condiciones normales salvo para la solución de nutrientes. Las 
macetas se riegan desde el trasplante hasta la maduración con una solución específica que tiene un contenido de 15
nitrógeno (N) reducido, normalmente de 7 a 8 veces menos. El resto del cultivo (maduración de plantas, cosecha de las 
semillas) fue igual que para plantas no cultivadas con estrés abiótico. Entonces se miden los parámetros relacionados 
con la semilla.

10.2 Análisis estadístico: Prueba F

Se usó un ANOVA (análisis de variantes) de dos factores como modelo estadístico para la evaluación general de 20
características fenotípicas de las plantas. Se llevó a cabo una prueba F en todos los parámetros medidos de todas las 
plantas de todos los eventos transformados con el gen de la presente invención. La prueba F se llevó a cabo para 
comprobar un efecto del gen sobre todos los eventos de transformación y para verificar el efecto general del gen, 
también conocido como efecto génico global. El umbral de significación para un efecto génico global auténtico se situó 
en un nivel de probabilidad del 5 % para la prueba F. Un valor de la prueba F significativo indica un efecto génico, lo 25
que significa que no es solo la mera presencia o posición del gen la que está provocando las diferencias en el fenotipo.

10.3 Parámetros medidos

10.3.1 Medición de parámetros relacionados con la biomasa

Desde el estado de la siembra hasta el estado de madurez las plantas se pasaron varias veces a través de una cabina 
de obtención de imágenes digitales. En cada instante, se tomaron imágenes digitales (2048 x 1536 píxeles, 16 30
millones de colores) de cada planta desde al menos 6 ángulos distintos.

El área superficial de la planta (o biomasa foliar) se determinó contando el número total de píxeles en las imágenes 
digitales a partir de partes de planta superficiales discriminadas del fondo. Este valor se promedió para las fotografías 
obtenidas en el mismo instante desde los diferentes ángulos y se convirtió en un valor de superficie física expresado en 
mm cuadrados mediante calibración. Los experimentos muestran que el área superficial de la planta medida de este 35
modo se correlaciona con la biomasa de las partes de planta superficiales. El área superficial es en el instante en el 
que la planta ha alcanzado su biomasa foliar máxima. El vigor temprano es el área superficial de la planta (plántula) 
tres semanas después de la germinación.

Se usó un parámetro adicional para medir la tolerancia al estrés abiótico cuando fue necesario: el índice de verdor tras 
sequía, que da una indicación de la senescencia de la planta. Este es la proporción (expresada como %) de píxeles 40
amarillos en la primera imagen después de la sequía.

Para medir los parámetros relacionados con la raíz, las plantas se cultivaron en macetas especialmente diseñadas con 
fondos transparentes para permitir la visualización de las raíces. Una cámara digital registró imágenes desde el fondo 
de la maceta durante el crecimiento de la planta. Las características radiculares, tales como el área total proyectada 
(que puede correlacionarse con el volumen total de raíces), el diámetro medio y la longitud de las raíces por encima de 45
un determinado nivel de espesor (longitud de las raíces gruesas), se dedujeron a partir de la fotografía usando 
programas informáticos adecuados. El aumento en la biomasa radicular se expresa como un aumento en la biomasa 
radicular total (medida como la biomasa máxima de las raíces observada durante el periodo de vida de la planta); o 
como un aumento en el índice raíz/brote (medido como la proporción entre la masa de la raíz y la masa de brotes en el 
periodo de crecimiento activo de las raíces y brotes).50

10.3.2 Medición de parámetros relacionados con las semillas

Se cosecharon las panículas primarias maduras, se contaron, se embolsaron, se marcaron con un código de barras y 
se secaron durante tres días en un horno a 37 °C. Después se trillaron las panículas y se recogieron y contaron las 
semillas. Las cáscaras rellenas se separaron de las vacías usando un dispositivo soplador. Las cáscaras vacías se 
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desecharon y se volvió a contar la fracción restante. Las cáscaras rellenas se pesaron en una balanza analítica. Se 
determinó el número de semillas cargadas contando el número de cáscaras rellenas que permanecía después de la 
etapa de separación. El rendimiento total de semilla se midió pesando todas las cáscaras rellenas recogidas de una 
planta. El número total de semillas por planta se midió contando el número de cáscaras recogidas de una planta. El 
peso de mil granos (PMG) se extrapola a partir del número de semillas cargadas contadas y de su peso total. El índice 5
de cosecha (IC) en la presente invención se define como la relación entre el rendimiento de semillas total y el área 
superficial (mm2), multiplicado por un factor 106. El número total de flores por panícula, tal como se define en la 
presente invención, es la proporción entre el número total de semillas y el número de panículas primarias maduras. La 
tasa de carga de semillas tal como se define en la presente invención es la proporción (expresada en %) del número de 
semillas cargadas frente al número total de semillas (o floretes).10

Ejemplo 11: Resultados de plantas transgénicas que expresan un ácido nucleico de hox5 de HDZip de clase I 
en condiciones de crecimiento normales

Los resultados de la evaluación de las plantas de arroz transgénicas que expresan el ácido nucleico de hox5 de HDZip 
de clase I en condiciones de crecimiento normales se presentan en la tabla F. Se muestra el porcentaje de diferencia 
entre las plantas transgénicas y los nulicigotos, con un valor de P de la prueba F por debajo de 0,05.15

Tabla F: Resultados de la evaluación de plantas transgénicas que expresan un ácido nucleico de hox5 de HDZip de 
clase I en condiciones de crecimiento normales.

Rasgo % de diferencia en T1 % de diferencia en T2

Diámetro medio de las raíces 2 1

Longitud de raíces gruesas 9 17

Rendimiento total de semillas 17 19

Número de semillas cargadas 15 17

Tasa de carga 7 9

Número total de semillas 6 9

Número de flores por panícula 8 9

TKW 2 2

Índice de cosecha 16 16

Índice de verdor antes de la 
floración

2 4

Ejemplo 12: Resultados de plantas de arroz transgénicas que expresan la secuencia de ácido nucleico útil 
para llevar a cabo los procedimientos de la invención, en condiciones de crecimiento con estrés salino

Los resultados de la evaluación de las plantas de arroz transgénicas que expresan el ácido nucleico que codifica una 20
secuencia polipeptídica de hox5 de HDZip de clase I en condiciones de crecimiento de estrés salino se presentan en la 
tabla G. Se muestra el porcentaje de diferencia entre las plantas transgénicas y los nulicigotos, con un valor de P de la 
prueba F por debajo de 0,05.

Tabla G: Resultados de la evaluación de plantas transgénicas que expresan el ácido nucleico de hox5 de HDZip de 
clase I en condiciones de crecimiento de estrés salino.25

Rasgo % de diferencia en T1

Rendimiento total de semillas 41

Número de semillas cargadas 40

Tasa de carga 30

TKW 1

Índice de cosecha 36

Índice de verdor antes de la floración 7
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Ejemplo 13: Resultados de plantas transgénicas que expresan el ácido nucleico de hox5 de HDZip de clase I 
en condiciones de crecimiento de estrés por sequía

Los resultados de la evaluación de las plantas de arroz transgénicas que expresan la secuencia de ácido nucleico útil 
para llevar a cabo los métodos de la invención en condiciones de crecimiento con estrés por sequía se presentan en la 
tabla H. Se muestra el porcentaje de diferencia entre las plantas transgénicas y los nulicigotos, con un valor de P de la 5
prueba F por debajo de 0,05.

Tabla H: Resultados de la evaluación de plantas de arroz transgénicas que expresan la secuencia de ácido nucleico 
útil para llevar a cabo los procedimientos de la invención, en condiciones de crecimiento con estrés por sequía.

Rasgo % de diferencia en T1 % de diferencia en T2

Diámetro medio de las raíces 2 1

Longitud de raíces gruesas 9 14

Rendimiento total de semillas 18 31

Número de semillas cargadas 21 33

Tasa de carga 15 33

Índice de cosecha 18 34

Índice de verdor tras sequía 2 3

Transformación de maíz, trigo, soja, canola, alfalfa con secuencias útiles en los procedimientos desvelados

Transformación de maíz10

La transformación del maíz (Zea mays) se efectúa con una modificación del procedimiento descrito por Ishida y col., 
(1996) Nature Biotech 14(6): 745-50. La transformación depende del genotipo en el maíz y solo genotipos específicos 
son susceptibles de transformación y regeneración. La línea endogámica A188 (University of Minnesota) o los híbridos 
con A188 como progenitor son buenas fuentes de material donante para transformación, pero también pueden usarse 
otros genotipos de manera satisfactoria. Las mazorcas se recogen de la planta del maíz aproximadamente a los 11 15
días después de la polinización (DDP) cuando la longitud del embrión inmaduro es de aproximadamente 1 a 1,2 mm. 
Los embriones inmaduros se cultivan conjuntamente con Agrobacterium tumefaciens que contiene al vector de 
expresión, y las plantas transgénicas se recuperan mediante organogénesis. Los embriones extraídos se cultivan en 
medio de inducción de callos, después en medio de regeneración de maíz, que contiene el agente de selección (por 
ejemplo, imidazolinona, aunque pueden usarse varios marcadores de selección). Las placas de Petri se incuban con 20
luz a 25 °C durante 2-3 semanas, o hasta que se desarrollan brotes. Los brotes verdes se transfieren desde cada 
embrión a medio de enraizamiento de maíz y se incubaron a 25 °C durante 2-3 semanas, hasta que se desarrollaron 
las raíces. Los brotes enraizados se trasplantan a suelo en el invernadero. Las semillas de T1 se producen a partir de 
plantas que muestran tolerancia al agente de selección y que contienen una sola copia del inserto de ADN-T.

Transformación de trigo25

La transformación del trigo se efectúa con el procedimiento descrito por Ishida y col., (1996) Nature Biotech 14(6): 
745-50. La planta de cultivo Bobwhite (disponible a través de CIMMYT, México) se usa de manera común en 
transformación. Los embriones inmaduros se cultivan conjuntamente con Agrobacterium tumefaciens que contiene el 
vector de expresión, y las plantas transgénicas se recuperan mediante organogénesis. Después de la incubación con 
Agrobacterium, los embriones se cultivan in vitro en medio de inducción de callos, después en medio de regeneración, 30
que contiene el agente de selección (por ejemplo, imidazolinona, aunque pueden usarse varios marcadores de 
selección). Las placas de Petri se incuban con luz a 25 °C durante 2-3 semanas, o hasta que se desarrollan brotes. Los 
brotes verdes se transfieren desde cada embrión a medio de enraizamiento y se incubaron a 25 °C durante 2-3 
semanas, hasta que se desarrollaron las raíces. Los brotes enraizados se trasplantan a suelo en el invernadero. Las 
semillas de T1 se producen a partir de plantas que muestran tolerancia al agente de selección y que contienen una 35
sola copia del inserto de ADN-T.

Transformación de soja

La soja se transforma de acuerdo con una modificación del procedimiento descrito en la Patente US 5.164.310 de 
Texas A&M. Diversas variedades comerciales de soja son susceptibles de transformación mediante este 
procedimiento. La variedad de cultivo Jack (disponible a través de la Illinois Seed Foundation) se usa comúnmente 40
para la transformación. Las semillas de soja se esterilizan para la siembra in vitro. El hipocotilo, la radícula y un 
cotiledón se extraen de las plántulas jóvenes de siete días de edad. El epicotilo y el cotiledón restante se cultivan 
adicionalmente para que desarrollen nódulos axilares. Estos nódulos axilares se extraen y se incuban con 
Agrobacterium tumefaciens que contiene al vector de expresión. Después del tratamiento del cocultivo, los explantes 
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se lavan y transfieren a medio de selección. Los brotes regenerados se extraen y se colocan en un medio de 
elongación de brotes. Los brotes no más largos de 1 cm se colocan en medio de enraizamiento hasta que se 
desarrollan las raíces. Los brotes enraizados se trasplantan a suelo en el invernadero. Las semillas de T1 se producen 
a partir de plantas que muestran tolerancia al agente de selección y que contienen una sola copia del inserto de 
ADN-T.5

Transformación de colza/canola

Se usan los peciolos cotiledonarios y los hipocotilos de plántulas jóvenes de 5-6 días como explantes para el cultivo 
tisular y se transforman de acuerdo con Babic y col., (1998, Plant Cell Rep 17: 183-188). La variedad de cultivo 
comercial Westar (Agriculture Canada) es la variedad convencional usada para la transformación, pero también 
pueden usarse otras variedades. Las semillas de canola se esterilizan superficialmente para su siembra in vitro. Los 10
explantes de peciolo del cotiledón con el cotiledón unido se extraen de las plántulas in vitro, y se inoculan con 
Agrobacterium (que contiene el vector de expresión) sumergiendo el extremo cortado del explante de peciolo en la 
suspensión bacteriana. Los explantes se cultivan entonces durante 2 días en medio MSBAP-3 que contiene 3 mg/l de 
BAP, sacarosa al 3 %, Phytagar al 0,7 % a 23 °C, 16 h de luz. Después de dos días de cultivo conjunto con 
Agrobacterium, los explantes de peciolo se transfieren a medio MSBAP-3 que contiene 3 mg/l de BAP, cefotaxima, 15
carbenicilina, o timentina (300 mg/l) durante 7 días, y después se cultivan en medio MSBAP-3 con cefotaxima, 
carbenicilina, o timentina y agente de selección hasta la regeneración de los brotes. Cuando los brotes tienen 5-10 mm 
de longitud, se cortan y transfieren a medio de elongación de brotes (MSBAP-0.5, que contiene 0,5 mg/l de BAP). Los 
brotes de aproximadamente 2 cm de longitud se transfieren al medio de enraizamiento (MS0) para la inducción de 
raíces. Los brotes enraizados se trasplantan a suelo en el invernadero. Las semillas de T1 se producen a partir de 20
plantas que muestran tolerancia al agente de selección y que contienen una sola copia del inserto de ADN-T.

Transformación de alfalfa

Se transforma un clon de regeneración de alfalfa (Medicago sativa) usando el procedimiento de (McKersie y col, 1999 
Plant Physiol 119: 839-847). La regeneración y transformación de la alfalfa depende del genotipo y por lo tanto se 
requiere una planta regeneradora. Se han descrito procedimientos para obtener plantas regeneradoras. Por ejemplo, 25
estas pueden seleccionarse a partir de la variedad de cultivo Rangelander (Agriculture Canada) o cualquier otra 
variedad de alfalfa comercial, tal como se describe por Brown DCW y A Atanassov (1985, Plant Cell Tissue Organ 
Culture 4: 111-112). Como alternativa, se ha seleccionado la variedad RA3 (University of Wisconsin) para su uso en 
cultivo tisular (Walker y col., 1978 Am J Bot 65:654-659). Los explantes de peciolo se cultivan conjuntamente con un 
cultivo durante toda una noche de Agrobacterium tumefaciens C58C1 pMP90 (Mckersie y col., 1999 Plant Physiol 119: 30
839-847) o LBA4404 que contienen al vector de expresión. Los explantes se cultivan conjuntamente durante 3 d en la 
oscuridad en medio de inducción SH que contiene 288 mg/l de Pro, 53 mg/l de tioprolina, 4,35 g/l de K2SO4, y 100 mm 
acetosiringinona. Los explantes se lavan en medio de Murashige-Skoog de fuerza media (Murashige y Skoog, 1962) y 
se plantan en el mismo medio de inducción SH sin acetosiringinona pero con un agente de selección adecuado y un 
antibiótico adecuado para inhibir el crecimiento de Agrobacterium. Después de varias semanas, los embriones 35
somáticos se transfieren a medio de desarrollo BOi2Y que no contiene reguladores del crecimiento, ni antibióticos, y 
sacarosa a 50 g/l. Los embriones somáticos se germinan posteriormente en medio de Murashige-Skoog de fuerza 
media. Las plántulas enraizadas se trasplantaron a macetas y se cultivaron en un invernadero. Las semillas de T1 se 
producen a partir de plantas que muestran tolerancia al agente de selección y que contienen una sola copia del inserto 
de ADN-T.40

Listado de secuencias

<110> CropDesign N.V.

<120> Plantas que tienen características de crecimiento mejoradas y un procedimiento para producir las mismas

<130> PF57967

<150> EP 05110413.145
<151> 07-11-2005

<150> EP 05110429.7
<151> 07-11-2005

<150> US 60/736.194
<151> 14-11-200550

<150> EP 05110900.7
<151> 17-11-2005

<150> US 60/739.686
<151> 23-11-2005

E06819308
07-12-2015ES 2 555 659 T3

 



35

<150> EP 05111260.5
<151> 24-11-2005

<150> US 60/742.287
<151> 05-12-2005

<160> 515

<170> PatentIn version 3.3

<210> 1
<211> 1050
<212> ADN
<213> Oryza sativa10

<400> 1

<210> 2
<211> 34915
<212> PRT
<213> Oryza sativa
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<210> 3
<211> 1197
<212> ADN
<213> Oryza sativa5

<400> 3
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<210> 4
<211> 343
<212> PRT
<213> Oryza sativa5

<400> 4
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<210> 5
<211> 819
<212> ADN
<213> Zea mays5

<400> 5
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<210> 6
<211> 272
<212> PRT
<213> Zea mays5

<400> 6
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<210> 7
<211> 993
<212> ADN
<213> Zea mays5

<400> 7

<210> 8
<211> 330
<212> PRT10
<213> Zea mays

<400> 8
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<210> 9
<211> 825
<212> ADN
<213> Saccharum officinarum5

<400> 9

<210> 10
<211> 274
<212> PRT10
<213> Saccharum officinarum

<400> 10
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<210> 11
<211> 828
<212> ADN
<213> Sorghum bicolor

<400> 115

<210> 12
<211> 275
<212> PRT10
<213> Sorghum bicolor

<400> 12
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<210> 13
<211> 1023
<212> ADN
<213> Triticum aestivum

<400> 135

<210> 14
<211> 340
<212> PRT10
<213> Triticum aestivum

<400> 14
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<210> 15
<211> 819
<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana5

<400> 15
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<210> 16
<211> 272
<212> PRT
<213> Arabidopsis thaliana

<400> 165
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<210> 17
<211> 969
<212> ADN
<213> Daucus carota5

<400> 17

<210> 18
<211> 322
<212> PRT10
<213> Daucus carota

<400> 18
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<210> 19
<211> 1038
<212> ADN
<213> Glycine max5

<400> 19

<210> 20
<211> 345
<212> PRT10
<213> Glycine max

<400> 20
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<210> 21
<211> 858
<212> ADN
<213> Craterostigma plantagineum5

<400> 21

<210> 22
<211> 285
<212> PRT10
<213> Craterostigma plantagineum

<400> 22

E06819308
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<210> 23
<211> 813
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum5

<220>
<221> Variación
<222> (808)..(808)
<223> /reemplazar="c" /reemplazar="g" /reemplazar="t"

<400> 2310

E06819308
07-12-2015ES 2 555 659 T3
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<210> 24
<211> 270
<212> PRT
<213> Gossypium hirsutum5

<220>
<221> INCIERTO
<222> (270)..(270)
<223> xaa puede ser cualquier aminoácido de origen natural

<400> 2410

E06819308
07-12-2015ES 2 555 659 T3
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<210> 25
<211> 858
<212> ADN
<213> Lycopersicon esculentum5

<220>
<221> Variación
<222> (294)..(294)
<223> /reemplazar="c" /reemplazar="g" /reemplazar="t"

<400> 2510

E06819308
07-12-2015ES 2 555 659 T3
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<210> 26
<211> 285
<212> PRT
<213> Lycopersicon esculentum5

<220>
<221> INCIERTO
<222> (98)..(98)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoácido de origen natural

<400> 2610

E06819308
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<210> 27
<211> 972
<212> ADN
<213> Lycopersicon esculentum5

<400> 27

E06819308
07-12-2015ES 2 555 659 T3
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<210> 28
<211> 323
<212> PRT
<213> Lycopersicon esculentum5

<400> 28

E06819308
07-12-2015ES 2 555 659 T3
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<210> 29
<211> 1014
<212> ADN
<213> Medicago sativa5

<400> 29
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<210> 30
<211> 337
<212> PRT
<213> Medicago sativa5

<400> 30
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<210> 31
<211> 843
<212> ADN
<213> Aquilegia formosa x Aquilegia pubescens5

<400> 31
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<210> 32
<211> 280
<212> PRT
<213> Aquilegia formosa x Aquilegia pubescens

<400> 325
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<210> 33
<211> 2193
<212> ADN
<213> Oryza sativa5

<400> 33

ES 2 555 659 T3
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<210> 34
<211> 49
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> cebador: prm6000

<400> 34
ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt aaacaatgga tcccggccg 49

<210> 3510
<211> 48
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador: prm600115

<400> 35
ggggaccact ttgtacaaga aagctgggtg atcagctcca gaaccagg 48

<210> 36
<211> 834
<212> ADN20
<213> Oryza sativa

<400> 36
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<210> 37
<211> 277
<212> PRT
<213> Oryza sativa5

<400> 37

ES 2 555 659 T3
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<210> 38
<211> 750
<212> ADN
<213> Oryza sativa5

<400> 38

<210> 39
<211> 249
<212> PRT10
<213> Oryza sativa

<400> 39

ES 2 555 659 T3
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<210> 40
<211> 945
<212> ADN5
<213> Populus tremuloides

<400> 40

ES 2 555 659 T3
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<210> 41
<211> 314
<212> PRT
<213> Populus tremuloides5

<400> 41
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<210> 42
<211> 954
<212> ADN5
<213> Populus tremuloides

<400> 42
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<210> 43
<211> 317
<212> PRT
<213> Populus tremuloides5

<400> 43

ES 2 555 659 T3
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<210> 44
<211> 909
<212> ADN
<213> Populus tremuloides5

<400> 44

ES 2 555 659 T3
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<210> 45
<211> 302
<212> PRT
<213> Populus tremuloides5

<400> 45

ES 2 555 659 T3
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<210> 46
<211> 975
<212> ADN
<213> Medicago truncatula5

<400> 46

<210> 47

ES 2 555 659 T3
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<211> 324
<212> PRT
<213> Medicago truncatula

<400> 47

5

ES 2 555 659 T3
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<210> 48
<211> 984
<212> ADN
<213> Phaseolus vulgaris5

<400> 48

<210> 49
<211> 327
<212> PRT10
<213> Phaseolus vulgaris

ES 2 555 659 T3
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<400> 49

ES 2 555 659 T3
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<210> 50
<211> 957
<212> ADN
<213> Lotus corniculatus5

<400> 50

<210> 51
<211> 318
<212> PRT10
<213> Lotus corniculatus

<400> 51

ES 2 555 659 T3
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para aumentar el rendimiento de las plantas, en plantas cultivadas en condiciones sin estrés, en 
relación a las plantas de tipo silvestre correspondientes, que comprende introducir y sobreexpresar en una planta, un 
ácido nucleico de hox5 de HDZip de clase I que codifica un polipéptido de hox5 de cremallera de leucina de 
homeodominio (HDZip) de SEC ID Nº: 2, y seleccionar plantas que tienen rendimiento aumentado, en el que dicho 5
rendimiento aumentado se selecciona entre uno o más de: número aumentado de semillas cargadas, número total de 
semillas aumentado, rendimiento total de semillas aumentado, aumento de la tasa de carga de semillas, aumento del 
índice de cosecha (IC), aumento del peso de mil granos (PMG), aumento de la biomasa de la raíz, cada uno en 
relación a las plantas de tipo silvestre correspondientes.

2. Procedimiento para aumentar el rendimiento de las plantas, en plantas cultivadas en condiciones de estrés abiótico, 10
comprendiendo dicho procedimiento introducir y sobreexpresar en una planta un ácido nucleico de hox5 de HDZip de 
clase I que codifica un polipéptido de hox5 de cremallera de leucina de homeodominio (HDZip) de SEC ID Nº: 2, y 
seleccionar plantas que tienen rendimiento aumentado,
en el que dicho rendimiento aumentado se selecciona entre uno o más de: número aumentado de semillas cargadas, 
número total de semillas aumentado, rendimiento total de semillas aumentado, aumento de la tasa de carga de 15
semillas, aumento del índice de cosecha (IC), aumento del peso de mil granos (PMG), aumento de la biomasa de la 
raíz, cada uno en relación a las plantas de tipo silvestre correspondientes.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 1 o 2, en el que dicho ácido nucleico de hox5 de HDZip de clase I 
que se introduce y se expresa en una planta es SEC ID NO: 1.

4. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho ácido nucleico de 20
hox5 de HDZip de clase I está unido operativamente a un promotor constitutivo.

5. Método de acuerdo con la reivindicación 4, en el que dicho promotor constitutivo es un promotor de GOS2.

6. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en el que dicho estrés abiótico es un 
estrés osmótico, seleccionado entre uno o más de los siguientes: estrés hídrico, estrés salino, estrés oxidativo y estrés 
iónico, en el que, preferentemente, dicho estrés hídrico es estrés por sequía.25

7. Uso de una construcción que comprende

(i) un ácido nucleico de hox5 de HDZip de clase I como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3;
(ii) un promotor de GOS2 capaz de dirigir la expresión de la secuencia de ácido nucleico de (i), y
(iii) una secuencia de terminación de la transcripción,
en el aumento del rendimiento de las plantas cultivadas en condiciones sin estrés en relación a las plantas de tipo 30
silvestre correspondientes, en el que dicho rendimiento aumentado se selecciona entre uno o más de: número 
aumentado de semillas cargadas, rendimiento total de semillas aumentado, aumento de la tasa de carga de 
semillas, IC aumentado, PMG aumentado.

8. Uso de un ácido nucleico de hox5 de HDZip de clase I como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 
3, o uso de un polipéptido de hox5 de HDZip de clase I como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,35
en el aumento del rendimiento de las plantas cultivadas en condiciones sin estrés en relación a las plantas de tipo 
silvestre correspondientes,
en el que dicho ácido nucleico de hox5 de HDZip de clase I se sobreexpresa en una planta, y
en el que dicho rendimiento aumentado se selecciona entre uno o más de: número aumentado de semillas cargadas, 
rendimiento total de semillas aumentado, aumento de la tasa de carga de semillas, IC aumentado, PMG aumentado, 40
cada uno en relación a las plantas de tipo silvestre correspondientes.

9. Uso de un ácido nucleico de hox5 de HDZip de clase I como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 
3, o uso de un polipéptido de hox5 de HDZip de clase I como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, 
en el aumento del rendimiento de plantas en plantas cultivadas en condiciones de estrés abiótico, en el que dicho ácido 
nucleico de hox5 de HDZip de clase I se sobreexpresa en una planta, en el que dicho rendimiento aumentado se 45
selecciona entre uno o más de: número aumentado de semillas cargadas, rendimiento total de semillas aumentado, 
aumento de la tasa de carga de semillas, aumento del índice de cosecha (IC), aumento del peso de mil granos (PMG), 
aumento de la biomasa de la raíz, cada uno en relación a las plantas de tipo silvestre correspondientes.
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SEC ID Nº: 1 Secuencia de ADNc XM_482406.1 de Orysa hox5 de Oryza sativa

SEC ID Nº: 2 Secuencia de aminoácidos traducida de Orysa_hox5 de Oryza sativa 

SEC ID Nº: 3 Secuencia de ADNc XM_467603.1 de Orysa_hox16 de Oryza sativa 

FIGURA 4 (continuación)

ES 2 555 659 T3
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SEC ID Nº: 4 Secuencia de aminoácidos traducida de Orysa_hox16 de Oryza sativa 

SEC ID Nº: 5 Contigo de secuencia de ADNc desde esencialmente C0458693 y DV024016 de 
Zeama_hox5 de Zea mays

SEC ID Nº: 6 Secuencia de aminoácidos traducida de Zeama_hox5 de Zea mays.

SEC ID Nº: 7 Secuencia de ADNc AY105265 de Zeama_hox16 de Zea mays

FIGURA 4 (continuación)
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SEC ID Nº: 8 Secuencia de aminoácidos traducida de Zeama_hox16 de Zea mays 

SEC ID Nº: 9 Contigo de secuencia de ADNc desde esencialmente CA088615, CA115362 y CA142506 
de Sacof_hox5 de Saccharum officinarum 

SEC ID Nº: 10 Secuencia de aminoácidos traducida de Sacof_hox5 de Saccharum officinarum

SEC ID Nº: 11 BE3 63386, CD432381 de Sorbi_hox5 de Sorghum bicolor 

FIGURA 4 (continuación)
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SEC ID Nº: 12 Secuencia de aminoácidos traducida de Sorbi_hox5 de Sorghum bicolor 

SEC ID Nº: 13 DR735359, DR741379, CD916488 de Triae_hox16 de Triticum aestivum 

SEC ID Nº: 14 Secuencia de aminoácidos traducida de Triae_hox16 de Triticum aestivum 

FIGURA 4 (continuación)
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SEC ID Nº: 15 Secuencia de ADNc X58821 de Arath_ATHB1 de Arabidopsis thaliana 

SEC ID Nº: 16 Secuencia de aminoácidos traducida de Arath_ATHB1 de Arabidopsis thaliana 

SEC ID Nº: 17 Secuencia de ADNc D26575 de Dauca_CHB3 de Daucus carota

FIGURA 4 (continuación)
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SEC ID Nº: 18 Secuencia de aminoácidos traducida de Dauca_CHB3 de Daucus carota 

SEC ID Nº: 19 Secuencia de ADNc AF184278 de Glyma_HDl57 de Glycine max

SEC ID Nº: 20 Secuencia de aminoácidos traducida de Glyma_HD157 de Glycine max 

SEC ID Nº: 21 AF443621 de CPHB-5 de Craterostigma plantagineum 

FIGURA 4 (continuación)
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SEC ID Nº: 22 Secuencia de aminoácidos traducida de CPHB-5 de Craterostigma plantagineum 

SEC ID Nº: 23 Secuencia de ADNc DT465649, CD486134 de Goshi_hox5 de Gossypium hirsutum 

SEC ID Nº: 24 Secuencia de aminoácidos traducida de Goshi_hox5 de Gossypium hirsutum 

SEC ID Nº: 25 Secuencia de ADNc BT014213.1 de Lyces_hox5 de Lycopersicon esculentum

FIGURA 4 (continuación)
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SEC ID Nº: 26 Secuencia de aminoácidos traducida de Lyces_hox5 de Lycopersicon esculentum 

SEC ID Nº: 27 Secuencia de ADNc X94947 de VaHOX1 de Lycopersicon esculentum 

SEC ID Nº: 28 Secuencia de aminoácidos traducida de VaHOX1 de Lycopersicon esculentum 

FIGURA 4 (continuación)
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SEC ID Nº: 29 Secuencia de ADNc CB892061, CA858059 de Medsa_hox16 de Medicago sativa 

SEC ID Nº: 30 Secuencia de aminoácidos traducida de Medsa_hox16 de Medicago sativa

SEC ID Nº: 31 Secuencia de ADNc DT758247 de Aqufo_hox5 de Aquilegia formosa x Aquilegia pubescens 

FIGURA 4 (continuación)
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SEC ID Nº: 32 Secuencia de aminoácidos traducida de Aqufo_hox5 de Aquilegia formosa x Aquilegia 
pubescens

SEC ID Nº: 33 Promotor de GOS2 de Oryza sativa

FIGURA 4 (continuación)
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SEC ID Nº: 34 cebador prm6000

SEC ID Nº: 35 cebador prm6001

SEC ID Nº: 36 Secuencia de ADNc AF145728 de Orysa_hox4 de Oryza sativa

SEC ID Nº: 37 Secuencia de aminoácidos traducida de Orysa_hox4 de Oryza sativa 

SEC ID Nº: 38 Secuencia de ADNc AK103160 de Orysa_hox6 de Oryza sativa

FIGURA 4 (continuación)
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SEC ID Nº: 39 Secuencia de aminoácidos traducida de Orysa_hox6 de Oryza sativa 

SEC ID Nº: 40 Secuencia de ADNc de Poptr_HOX16_1 de Populus tremuloides

SEC ID Nº: 41 Secuencia de aminoácidos traducida de Poptr_HOX16_1 de Populus tremuloides 

SEC ID Nº: 42 Secuencia de ADNc de Poptr_HOX16_2 de Populus tremuloides

FIGURA 4 (continuación)
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SEC ID Nº: 43 Secuencia de aminoácidos traducida de Poptr_HOX16_2 de Populus tremuloides 

SEC ID Nº: 44 Secuencia de ADNc Poptr_HOX16_3 de Populus tremuloides

SEC ID Nº: 45 Secuencia de aminoácidos traducida de Poptr_HOX16_3 de Populus tremuloides 

SEC ID Nº 46 Secuencia de ADNc de Medr_HOX16_1 de Medicago truncatula 

FIGURA 4 (continuación)
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SEC ID Nº 47 Secuencia de aminoácidos traducida de Medtr_HOX16_1 de Medicago truncatula 

SEC ID Nº 48 Secuencia de ADNc de Phavu_HOX16 de Phaseolus vulgaris 

SEC ID Nº: 49 Secuencia de aminoácidos traducida de Phavu_HOX16 de Phaseolus vulgaris 

FIGURA 4 (continuación)
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SEC ID Nº: 50 Secuencia de ADNc de Lotco_Hox16 de Lotus corniculatus 

SEC ID Nº 51 Secuencia de aminoácidos traducida de Lotco_Hox16 de Lotus corniculatus 

FIGURA 4 (continuación)
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