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DESCRIPCIÓN

Métodos para aumentar la tolerancia al estrés abiótico y/o la biomasa en plantas generadas mediante el mismo

Campo y antecedentes de la invención5

La presente invención se refiere a métodos para aumentar la tolerancia al estrés abiótico y/o la biomasa en plantas 
y, más particularmente, a plantas que expresan genes de tolerancia a estrés abiótico, tal como se caracteriza en las 
reivindicaciones adjuntas.

10
Las condiciones de estrés abiótico (también citado como "estrés ambiental) tales como la salinidad, sequía, 
inundaciones, temperatura subóptima y polución química tóxica, provocan un daño sustancial a las plantas 
hortícolas. La mayoría de las plantas han evolucionado estrategias para protegerse contra estas condiciones. Sin 
embargo, si la gravedad y la duración de las condiciones de estrés son demasiado importantes, los efectos en el 
desarrollo, crecimiento y rendimiento de la planta de la mayoría de las plantas de cultivo son profundos. Además, la 15
mayoría de las plantas de cultivo son muy susceptibles al estrés abiótico (EAB) y por lo tanto necesitan condiciones 
de crecimiento óptimas para los rendimientos de cultivos comerciales. La exposición continua al estrés provoca 
alteraciones importantes en el metabolismo de la planta que en última instancia dan lugar a la muerte celular y por 
consiguiente a pérdidas de rendimiento. Por lo tanto, a pesar de la investigación exhaustiva y del uso de medidas de 
protección de cultivos sofisticadas e intensivas, las pérdidas debido a las condiciones de estrés abiótico siguen 20
siendo de miles de millones de dólares al año (1, 2).

Lo siguiente resume las implicaciones de las condiciones de estrés abiótico ejemplares.

Problemas asociados con la sequía. Una sequía es un periodo de tiempo anormalmente seco que persiste durante el 25
tiempo suficiente como para producir un desequilibrio hídrico grave (por ejemplo, daño a cultivos, escasez de 
suministro de agua, etc.). Aunque gran parte del tiempo atmosférico que experimentamos es breve y de corta 
duración, la sequía es un fenómeno más gradual, asentándose en una zona y ahogándola con el tiempo. En los 
casos graves, la sequía puede durar muchos años y puede tener efectos devastadores en la agricultura y el 
abastecimiento de agua. Con el florecimiento de la población y la escasez crónica de agua corriente disponible, la 30
sequía no es solo el problema relacionado con el tiempo atmosférico número uno en la agricultura, también es uno 
de los principales desastres naturales de todos los tiempos, causando no solo daño económico, sino también la 
pérdida de vidas humanas. Por ejemplo, las pérdidas por la sequía en Estados Unidos de 1988 superaron los 40 mil 
millones de $, superando las pérdidas provocadas por el huracán Andrew en 1992, las inundaciones del río 
Mississippi de 1993, y del terremoto de San Francisco en 1989. En algunas zonas del mundo, los efectos de la 35
sequía pueden ser mucho más graves. En el cuerno de África, la sequía de 1984-1985 ocasionó una hambruna que 
mató a 750.000 personas.

Los problemas en las plantas provocados por la escasez de agua incluyen estrés mecánico provocado por la falta de 
agua celular. La sequía también hace que las plantas sean más susceptibles a diversas enfermedades (Simpson 40
(1981), "The Value of Physiological Knowledge of Water Stress in Plants", En Water Stress on Plants, (Simpson, G. 
M., ed.), Praeger, N.Y., págs. 235-265).

Además de las muchas regiones del tierra del mundo que son demasiado áridas para la mayoría o si no para todas 
las plantas de cultivo, el abuso y sobreexplotación del agua disponible está dando como resultado un aumento de la 45
pérdida de tierra útil para la agricultura, un proceso que, llevado al extremo, da como resultado la desertificación. El 
problema se ve agravado por el aumento de la acumulación de sal en el suelo, tal como se ha descrito 
anteriormente, lo que se suma a la pérdida de agua disponible en los suelos.

Problemas asociados con altos niveles de sal. Una de cada cinco hectáreas de terreno irrigado está dañada por la 50
sal, un factor histórico importante en el declive de las sociedades agrarias antiguas. Solo se espera que esta 
condición empeore, reduciendo adicionalmente la disponibilidad de tierra cultivable y la producción de cultivos, ya 
que ninguno de los cinco principales cultivos alimentarios (trigo, maíz, arroz, patatas, y soja) pueden tolerar el 
exceso de sal.

55
Los efectos perjudiciales de la sal en las plantas son una consecuencia tanto del déficit de agua que da como 
resultado estrés osmótico (similar al estrés por sequía) y a los efectos del exceso de iones sodio en procesos 
bioquímicos críticos. Al igual que con las heladas y la sequía, la alta salinidad produce un déficit hídrico; la presencia 
de alta salinidad dificulta que las raíces extraigan agua de su ambiente (Buchanan et al., (2000) en Biochemistry and 
Molecular Biology of Plants, American Society of Plant Physiologists, Rockville, Md.). La salinidad del suelo, por lo 60
tanto, es una de las variables más importantes que determina si una planta puede prosperar. En muchas partes del 
mundo, considerables áreas de tierra no son cultivables debido a una salinidad del suelo naturalmente alta. Para 
complicar el problema, la salinización de los suelos que se usan para la producción agrícola es un problema 
significativo y en aumento en regiones que dependen en gran medida de la agricultura. Esto último se ve agravado 
por la sobreexplotación, el exceso de fertilización y la escasez de agua, causados típicamente por el cambio 65
climático y las demandas del aumento de la población. La tolerancia a la sal es de particular importancia en el ciclo 
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vital temprano de una planta, ya que la evaporación de la superficie del suelo provoca el movimiento del agua hacia 
arriba, y la sal se acumula en la capa superior del suelo, donde se sitúan las semillas. Por lo tanto, la germinación 
normalmente tiene lugar a una concentración de sal mucho más alta que el nivel de concentración medio de sal en la 
superficie del suelo.

5
Problemas asociados con el calor excesivo. La germinación de muchos cultivos es muy sensible a la temperatura. 
Un gen que pudiera potenciar la germinación en condiciones cálidas podría ser útil para cultivos que se plantan tarde 
dentro de la temporada o en climas cálidos. Las plántulas y las plantas maduras que se exponen a un calor excesivo 
pueden experimentar un choque por calor, que puede aparecer en diversos órganos, incluyendo las hojas y 
particularmente el fruto, cuando la transpiración es insuficiente para superar el estrés térmico. El calor también daña 10
a estructuras celulares, incluyendo a los orgánulos y al citoesqueleto, y altera la función de membrana [Buchanan et 
al., (2000) en Biochemistry and Molecular Biology of Plants, American Society of Plant Physiologists, Rockville, Md. 
El choque térmico produce una disminución en la síntesis general de proteínas, acompañado de la expresión de 
proteínas de choque térmico. Las proteínas de choque térmico funcionan como chaperonas y están implicadas en 
volver a plegar proteínas desnaturalizadas por el calor.15

El estrés térmico normalmente acompaña a condiciones de baja disponibilidad de agua. El calor por sí mismo se ve 
como un estrés interactuante y se suma a los efectos perjudiciales causados por las condiciones de déficit hídrico. 
La demanda evaporativa muestra aumentos casi exponenciales con las temperaturas diurnas y puede dar como 
resultado altas tasas de transpiración y bajos potenciales hídricos en las plantas [Hall et al., (2000) Plant Physiol. 20
123: 1449-1458]. El daño por altas temperaturas al polen prácticamente siempre sucede conjuntamente con estrés
por sequía, y rara vez sucede en condiciones con buena irrigación. Por lo tanto, es difícil separar los efectos del 
estrés térmico y por sequía en la polinización. El estrés combinado puede alterar el metabolismo de la planta de 
nuevas maneras; por lo tanto, entender la interacción entre diferentes estreses puede ser importante para el 
desarrollo de estrategias para potenciar la tolerancia al estrés mediante manipulación genética.25

Problemas asociados con condiciones excesivamente frías. La expresión "sensibilidad al frío" se ha usado para 
describir muchos tipos de daños fisiológicos producidos a temperaturas bajas, pero por encima de la de congelación. 
La mayoría de cultivos de origen tropical, tales como soja, arroz, maíz, y algodón se ven fácilmente dañados por el 
frío. Típicamente, el daño por fío incluye marchitamiento, necrosis, clorosis o pérdida de iones de las membranas 30
celulares. Los mecanismos que subyacen a la sensibilidad al frío no se entienden completamente por ahora, pero 
probablemente implican el nivel de saturación de membrana y otras deficiencias fisiológicas. Por ejemplo, la 
protoinhibición de la fotosíntesis (alteración de la fotosíntesis debido a altas intensidades de luz) a menudo sucede 
en condiciones atmosféricas claras posteriores a noches frías al final del verano/otoño. Por ejemplo, el frío puede dar 
lugar a pérdidas de rendimiento y una menor calidad de producto mediante la maduración retardada del maíz. Otra 35
consecuencia del escaso rendimiento es la escasa cobertura de los campos de maíz durante la primavera, 
normalmente dando como resultado la erosión del suelo, un aumento de la aparición de hierbas, y una captación 
reducida de nutrientes. Una captación retardada de nitrógeno mineral podría dar lugar a un aumento de las pérdidas 
de nitrato en el agua del suelo. Según algunas estimaciones, el frío supone pérdidas económicas en los Estados 
Unidos (EE.UU.) solo por detrás de la sequía y las inundaciones.40

El déficit hídrico es un componente común de muchos estreses en plantas. El déficit hídrico sucede en células 
vegetales cuando la tasa de transpiración de la planta completa supera a la captación de agua. Además de la 
sequía, otros estreses, tales como la salinidad y la baja temperatura, producen deshidratación celular (McCue y 
Hanson (1990) Trends Biotechnol., 8: 358-362).45

La transducción de señales de estrés salino y por sequía consiste en rutas de señalización de la homeostasia iónica 
y osmótica. El aspecto iónico del estrés salino se señaliza a través de la ruta de SOS, donde un complejo de 
proteína cinasa SOS3-SOS2 que responde a calcio controla la expresión y actividad de los transportadores de iones, 
tales como SOS1. La ruta que regula la homeostasia iónica en respuesta al estrés salino se ha revisado 50
recientemente por Xiong y Zhu (2002) Plant Cell Environ. 25: 131-139.

El componente osmótico del estrés salino implica complejas reacciones en las plantas que se solapan con las 
respuestas al estrés por sequía y/o frío.

55
Los aspectos comunes de la respuesta a la sequía, al frío y a la salinidad se han revisado recientemente por Xiong y 
Zhu (2002) anteriormente citado). Estos incluyen:

(a) cambios transitorios en los niveles citoplásmicos de calcio muy temprano en el evento de señalización (Knight, 
(2000) Int. Rev. Cytol. 195: 269-324; Sanders et al. (1999) Plant Cell 11: 691-706);60
(b) transducción de señales a través de proteínas cinasas activadas por mitógeno y/o dependientes de calcio 
(CDPK; véase Xiong et al., 2002) y proteín fosfatasas (Merlot et al. (2001) Plant J. 25: 295-303; Tahtiharju y Palva 
(2001) Plant J. 26: 461-470);
(c) aumentos en los niveles de ácido abscísico en respuesta al estrés que desencadenan un subconjunto de 
respuestas (Xiong et al., (2002) anteriormente citado, y las referencias en el mismo);65
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(d) fosfatos de inositol como moléculas señalizadoras (al menos para un subconjunto de cambios transcripcionales 
en respuesta al estrés (Xiong et al., (2001) Genes Dev. 15: 1971-1984);
(e) activación de fosfolipasas que a su vez generan una serie diversa de moléculas segundas mensajeras, algunas 
de las cuales pueden regular la actividad de cinasas de respuesta al estrés (la fosfolipasa D funciona en una ruta 
independiente de ABA, Frank et al. (2000) Plant Cell 12: 111-124);5
(f) inducción de genes de tipo abundante en la embriogénesis tardía (LEA) incluyendo los genes COR/RD en 
respuesta a CRT/DRE (Xiong y Zhu (2002) anteriormente citado);
(g) niveles aumentados de antioxidantes y osmolitos compatibles, tales como prolina y azúcares solubles (Hasegawa 
et al., (2000) Annu. Rev. Plant Mol. Plant Physiol. 51: 463-499); y 
(h) acumulación de especies reactivas con oxígeno, tales como superóxido, peróxido de hidrógeno, y radicales 10
hidroxilo (Hasegawa et al., (2000) mencionado anteriormente).

La biosíntesis del ácido abscísico está regulada por el estrés osmótico en múltiples etapas. La señalización por 
estrés osmótico dependiente e independiente de ABA en primer lugar modifica factores de transcripción expresados 
de manera constitutiva, dando lugar a la expresión de activadores transcripcionales de respuesta temprana, lo que 15
entonces activa genes efectores de la tolerancia al estrés aguas abajo.

Basándose en los aspectos comunes de muchos aspectos de las respuestas al estrés por frío, sequía y salinidad, 
puede concluirse que los genes que aumentan la tolerancia al estrés por frío o salinidad también puede mejorar la
protección frente al estrés por sequía. De hecho, esto ya se ha demostrado para factores de transcripción (en el 20
caso de AtCBF/DREB1) y para otros genes, tales como OsCDPK7 (Saijo et al., (2000) Plant J. 23: 319-327), o AVP1 
(una bomba de pirofosfatasa-protones vacuolar, Gaxiola et al. (2001) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98: 11444-11449).

El desarrollo de plantas tolerantes al estrés es una estrategia que tiene el potencial de resolver o mediar al menos 
algunos de estos problemas. Sin embargo, las estrategias de fitoproducción usadas para desarrollar nuevas líneas 25
de plantas que muestran tolerancia al ABS son relativamente ineficaces ya que son tediosas, laboriosas y de
resultado impredecible. Además, los recursos de germoplasma limitados para la tolerancia al estrés y la 
incompatibilidad en cruces entre especies de plantas relacionadas de manera distante representan problemas 
significativos en la fitoproducción convencional. Además, los procesos celulares que dan lugar a tolerancia a ABS 
son de naturaleza compleja e implican múltiples mecanismos de adaptación celular y numerosas rutas metabólicas 30
(4-7).

Los esfuerzos de la ingeniería genética, dirigidos a conferir tolerancia al estrés abiótico a cultivos transgénicos, se 
han descrito en la técnica anterior. Los estudios de Apse y Blumwald (Curr Opin Biotechnol. 13:146-150, 2002), 
Quesada et al. (Plant Physiol. 130:951-963, 2002), Holmstrom et al. (Nature 379: 683-684, 1996), Xu et al. (Plant 35
Physiol 110: 249-257, 1996), Pilon-Smits y Ebskamp (Plant Physiol 107: 125-130, 1995) y Tarczynski et al. (Science 
259: 508-510, 1993) han intentado todos generar plantas tolerantes al estrés.

Además, varias patentes y solicitudes de patente de Estados Unidos también describen polinucleótidos asociados 
con la tolerancia al estrés y su uso para generar plantas tolerantes al estrés. Los documentos US 2004/0172684 y 40
US 2004/0034888 describen polinucleótidos y polipéptidos recombinantes útiles para la mejora de plantas. Las 
Patentes de Estados Unidos n.º 5.296.462 y 5.356.816 describen la transformación de plantas con polinucleótidos 
que codifican proteínas implicadas en la adaptación al frío en Arabidopsis thaliana, para de este modo promover la 
tolerancia al frío en las plantas transformadas.

45
La Patente de Estados Unidos n.º 6.670.528 describe la transformación de plantas con polinucleótidos que codifican 
polipéptidos que se unen a elementos de respuesta al estrés, para de este modo promover la tolerancia de las 
plantas transformadas al estrés abiótico.

La Patente de Estados Unidos n.º 6.720.477 describe la transformación de plantas con un polinucleótido que codifica 50
una proteína de transducción de señales relacionadas con el estrés, capaz de aumentar la tolerancia de las plantas 
transformadas al estrés abiótico.

Las Solicitudes de Estados Unidos con números de serie 09/938842 y 10/342224 describen genes relacionados con 
el estrés abiótico y su uso para conferir tolerancia al estrés abiótico en plantas.55

La Solicitud de Estados Unidos con número de serie 10/231035 describe la sobreexpresión de una sulfurasa de 
cofactor de molibdeno para de este modo aumentar su tolerancia al estrés abiótico.

Aunque los estudios anteriormente descritos fueron al menos en parte satisfactorios en la generación de plantas 60
tolerantes al estrés, sigue habiendo una necesidad de plantas tolerantes al estrés que puedan utilizarse para generar 
plantas tolerantes a una gran variedad de condiciones de estrés abiótico.

Aunque reduciendo la presente invención a la práctica, los presentes inventores han identificado mediante estudios 
bioinformáticos y de laboratorio varios genes de tolerancia al estrés abiótico, que pueden utilizarse para aumentar la 65
tolerancia al estrés abiótico y/o la biomasa, el vigor y el rendimiento en plantas.
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Sumario de la invención

De acuerdo con un aspecto de la presente invención se proporciona un método para aumentar la tolerancia de una 
planta a un estrés abiótico, que comprende expresar en la planta un polinucleótido exógeno, tal como se caracteriza 
por las reivindicaciones adjuntas, aumentando de este modo la tolerancia de la planta al estrés abiótico.5

También se describe en el presente documento que el estrés abiótico se seleccione del grupo que consiste en 
salinidad, privación de agua, baja temperatura, alta temperatura, toxicidad por metales pesados, anaerobiosis, 
deficiencia de nutrientes, exceso de nutrientes, polución atmosférica e irradiación UV.

10
De acuerdo con otro aspecto de la presente invención se proporciona un método para aumentar la biomasa, el vigor 
y/o el rendimiento de una planta, que comprende expresar en la planta un polinucleótido exógeno, tal como se 
caracteriza por las reivindicaciones adjuntas, aumentando de este modo la biomasa, el vigor y/o el rendimiento de la 
planta.

15
De acuerdo con otras características adicionales en la realizaciones preferidas descritas, la expresión se realiza 
mediante:

(a) transformación de una célula de la planta con el polinucleótido exógeno;
(b) generar una planta madura a partir de la célula; y20
(c) cultivar la planta madura en condiciones adecuadas para expresar el polinucleótido exógeno en la planta madura.

De acuerdo con características adicionales en las realizaciones preferidas descritas la transformación se efectúa 
introduciendo en la célula vegetal una construcción de ácido nucleico que incluye el polinucleótido exógeno y al 
menos un promotor capaz de dirigir la transcripción del polinucleótido exógeno en la célula vegetal.25

De acuerdo con otro aspecto de la presente invención se proporciona una construcción de ácido nucleico, que 
comprende una secuencia de ácido nucleico al menos un 90 % idéntica a una secuencia de nucleótidos de SEC ID 
Nº: 11 y un promotor capaz de dirigir la transcripción de la secuencia de ácido nucleico en una célula hospedadora.

30
De acuerdo con otras características adicionales en las realizaciones preferidas descritas el promotor es un promotor 
constitutivo.

De acuerdo con otras características adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el promotor constitutivo es 
el promotor 35S de CaMV.35

De acuerdo con otras características adicionales en las realizaciones preferidas descritas el promotor constitutivo es 
el promotor At6669.

De acuerdo con otras características adicionales en las realizaciones preferidas descritas el promotor es un promotor 40
inducible.

De acuerdo con otras características adicionales en las realizaciones preferidas descritas el promotor es un promotor 
inducible por estrés abiótico.

45
De acuerdo con otras características adicionales en las realizaciones preferidas, la célula hospedadora es una célula 
vegetal.

De acuerdo con otras características adicionales en las realizaciones preferidas descritas la célula vegetal forma 
parte de una célula vegetal de una dicotiledónea.50

De acuerdo con otras características adicionales en las realizaciones preferidas descritas la célula vegetal forma 
parte de una célula vegetal de una monocotiledónea.

De acuerdo con otro aspecto más de la presente invención se proporciona un polipéptido aislado, que comprende 55
una secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 12.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invención se proporciona una célula vegetal que comprende un 
polinucleótido exógeno que codifica un polipéptido según se caracteriza en las reivindicaciones adjuntas.

60
De acuerdo con otras características adicionales en las realizaciones preferidas descritas la célula vegetal forma 
parte de una planta.

La presente invención aborda satisfactoriamente los inconvenientes de las configuraciones conocidas en la 
actualidad al proporcionar métodos para utilizar nuevos genes de tolerancia al estrés abiótico para aumentar la 65
tolerancia de las plantas al estrés abiótico y/o su biomasa.
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A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y científicos utilizados en este documento tienen 
el mismo significado que el normalmente entendido por un experto habitual en la materia a la cual pertenece esta 
invención. Aunque pueden usarse métodos y materiales similares o equivalentes a aquellos descritos en el presente 
documento en la puesta en práctica o la prueba de la presente invención, los métodos y materiales adecuados se 5
describen a continuación. En caso de conflicto, regirá la memoria descriptiva de la patente, incluyendo las 
definiciones.

Breve descripción de los dibujos
10

La invención se describe en el presente documento, solo a modo de ejemplo, con referencia a los dibujos adjuntos. 
Ahora en referencia específica a los dibujos en detalle, se enfatiza que los aspectos particulares mostrados son a 
modo de ejemplo y solo tienen el fil de ser una discusión ilustrativa de las realizaciones preferidas de la presente 
invención, y se presentan con el fin de proporcionar qué es lo que se cree que es la descripción más útil y fácilmente
entendible de los principios y aspectos conceptuales de la invención. En este sentido, no se intenta mostrar detalles 15
estructurales de la invención en más detalle del necesario para un entendimiento fundamental de la invención, 
tomando la descripción con los dibujos será evidente para los expertos en la materia cómo pueden ponerse en 
práctica las diversas formas de la invención.

La FIG. 1 es una ilustración esquemática de la metodología usada para medir el tamaño de una planta. Se obtienen 20
imágenes digitales usando una iluminación uniforme y un trípode colocado a una distancia constante. Las imágenes 
digitales obtenidas se procesan usando un filtro "basado en verde" que elimina las "partes no verdes" de la imagen 
dejando solo el área de la roseta de la planta para su cuantificación. Después de la cuantificación del área de la 
roseta, se exportan los resultados a una hoja de cálculo y se analizan usando programas informáticos estadísticos.
Las FIG. 2A-B son resultados representativos de un gen (SEC ID Nº: 156) que confiere tolerancia al estrés abiótico 25
descubierta de acuerdo con las enseñanzas de la presente invención.
Figura 2A - Las plantas cultivadas en condiciones no estresantes durante 7-10 días se transfirieron a condiciones 
altamente osmóticas y se siguió su crecimiento durante 12 días usando captación de imágenes digitales. Se 
muestran imágenes procesadas de las fotografías tomadas en el día 0, día 5 y día 12. Nótense las plantas de control 
en la parte central superior de cada placa y los eventos transgénicos independientes que rodean a las plantas de 30
control. La figura 2B es una gráfica que describe el área de crecimiento de la planta en función del tiempo usando las 
imágenes mostradas en el panel A. Cuatro de los cinco eventos mostrados son capaces de crecer significativamente 
más rápido que las plantas de control de tipo silvestre en las mismas condiciones. El análisis estadístico de los 
resultados se muestra además a continuación en las filas 1-5 de la tabla 5.

35
Descripción de las realizaciones preferidas

La presente invención es de métodos para aumentar la tolerancia de las plantas al estrés abiótico y/o su biomas 
utilizando nuevos genes de tolerancia al estrés abiótico y de plantas que muestran tolerancia aumentada a 
condiciones de estrés y/o una capacidad aumentada para acumular biomasa, tal como se caracteriza por las 40
reivindicaciones adjuntas.

Los principios y el funcionamiento de la presente invención podrán entenderse mejor con referencia a los dibujos y a 
las descripciones adjuntas.

45
Aunque reduciendo la presente invención a la práctica, los presentes inventores identificaron secuencias 
polinucleotídicas que codifican proteínas putativas de tolerancia al estrés abiótico (ABST) empleando técnicas 
bioinformáticas (ejemplo 1). Se aislaron las secuencias seleccionadas (ejemplo 2), se clonaron en vectores de 
expresión (ejemplos 3-4) y se introdujeron en plantas de Arabidopsis thaliana (ejemplos 5-6). Estas plantas se 
cultivaron en condiciones de estrés salino, o en condiciones normales, y se comprobó el aumento en la biomasa en 50
comparación con plantas de control similares que no portaban los genes de ABST exógenos. Tal como se evidencia 
a partir de los resultados mostrados en el ejemplo 8, se demostró que las secuencias de ácido nucleico 
seleccionadas de acuerdo con las enseñanzas de la presente invención mejoran la tolerancia de las plantas 
transgénicas transfectadas de este modo al estrés abiótico en comparación con plantas de control.

55
Por lo tanto, de acuerdo con un aspecto de la presente invención, se proporciona un método para aumentar la 
tolerancia de una planta a un estrés abiótico y/o la biomasa de una planta. El método incluye expresar en una planta 
un polinucleótido exógeno que codifica un polipéptido tal como se caracteriza por las reivindicaciones adjuntas.

De acuerdo con una realización preferida de este aspecto de la presente invención el polinucleótido aislado es tal 60
como se expone en las SEC ID Nº: 11 o 159. Como alternativa, el polinucleótido exógeno de la presente invención 
codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminoácidos tal como se describe adicionalmente a continuación 
en el presente documento, al menos un 90 %, al menos aproximadamente un 91 %, al menos aproximadamente un 
92 %, al menos aproximadamente un 93 %, al menos aproximadamente un 93 %, al menos aproximadamente un 94 
%, al menos aproximadamente un 95 %, al menos aproximadamente un 96 %, al menos aproximadamente un 97 %, 65
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al menos aproximadamente un 98 %, al menos aproximadamente un 99 %, o mejor un 100 % homóloga a la 
secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 12.

La frase "estrés abiótico" usada en el presente documento se refiere a un efecto adverso en el metabolismo, 
crecimiento, reproducción y/o viabilidad de una planta. Por consiguiente, el estrés abiótico puede inducirse por 5
condiciones ambientales de crecimiento subóptimas, tales como, por ejemplo, salinidad, privación de agua, 
inundaciones, congelación, temperaturas altas o bajas, toxicidad por metales pesados, anaerobiosis, deficiencia de 
nutrientes, polución atmosférica o irradiación UV. Las implicaciones del estrés abiótico se discuten en la sección de 
antecedentes.

10
La frase "tolerancia al estrés abiótico", tal como se usa en el presente documento, se refiere a la capacidad de una 
planta para soportar un estrés abiótico sin sufrir una alteración sustancial en el metabolismo, crecimiento, 
productividad y/o viabilidad. Preferentemente, las plantas modificadas por ingeniería genética de la presente 
invención muestran al menos un 2% más, 5 % más, 10 % más, 20 % más, 30 % más, 40 % más, 50 % más, 60 % 
más, 70 % más, 80 % más, 90 % más o una tolerancia incluso mayor al estrés abiótico que las plantas no 15
transgénicas.

Tal como se usa en el presente documento, la expresión "polinucleótido exógeno" se refiere a una secuencia de 
ácido nucleico que no se expresa de manera natural en la planta pero que, cuando se introduce en la planta de un 
modo bien estable o transitorio, produce al menos un producto polipeptídico.20

La homología (por ejemplo, porcentaje de homología) puede determinarse usando cualquier programa informático de 
comparación de la homología, incluyendo, por ejemplo, el programa informático BlastP del National Center of 
Biotechnology Information (NCBI) tal como usando parámetros por defecto.

25
La identidad (por ejemplo, porcentaje de homología) puede determinarse usando cualquier programa informático de 
comparación de la homología, incluyendo, por ejemplo, el programa informático BlastN del National Center of 
Biotechnology Information (NCBI) tal como usando parámetros por defecto.

El polinucleótido de la presente invención se refiere a secuencias de ácido nucleico monocatenarias o bicatenarias 30
que se aíslan y proporcionan en forma de una secuencia de ARN, una secuencia polinucleotídica complementaria 
(ADNc), una secuencia polinucleotídica genómica y/o secuencias polinucleotídicas compuestas (por ejemplo, una 
combinación de las anteriores).

Tal como se usa en el presente documento, la frase "secuencia polinucleotídica complementaria" se refiere a una 35
secuencia, que es el resultado de la retrotranscripción de ARN mensajero usando una transcriptasa inversa o 
cualquier otra ADN polimerasa dependiente de ARN. Dicha secuencia puede amplificarse posteriormente in vivo o in 
vitro usando una ADN polimerasa dependiente de ADN.

Tal como se usa en el presente documento, la frase "secuencia polinucleotídica genómica" se refiere a una 40
secuencia procedente (aislada) de un cromosoma y por lo tanto representa una porción contigua de un cromosoma.

Tal como se usa en el presente documento, la frase "secuencia polinucleotídica compuesta" se refiere a una 
secuencia, que es al menos parcialmente complementaria y al menos parcialmente genómica. Una secuencia 
compuesta puede incluir algunas secuencias exónicas necesarias para codificar el polipéptido de la presente 45
invención, así como algunas secuencias intrónicas interpuestas entre estas. Las secuencias intrónicas pueden ser 
de cualquier fuente, incluyendo de otros genes, e incluirán típicamente secuencias de señal de corte y empalme 
conservadas. Dichas secuencias intrónicas pueden incluir además elementos reguladores de la expresión que 
actúan en cis.

50
Las secuencias de ácido nucleico de los polipéptidos de la presente invención pueden optimizarse respecto de su 
expresión. Dichas secuencias optimizadas se proporcionan en las SEC ID Nº: 156, 157, 158 y 159. Los ejemplos de 
dichas modificaciones de secuencia incluyen, pero sin limitación, un contenido de G/C alterado para aproximarse 
más al encontrado típicamente en la especie de planta de interés, y la eliminación de codones encontrados de 
manera atípica en las especies de plantas citada de manera común como optimización por codones.55

La frase "optimización por codones" se refiere a la selección de nucleótidos de ADN adecuados para su uso en un 
gen estructural o un fragmento del mismo que se aproxima al uso de codones en la planta de interés. Por lo tanto, un 
gen o una secuencia de ácido nucleico optimizada se refieren a un gen en el que la secuencia nucleotídica de un 
gen nativo o de origen natural se ha modificado para utilizar codones preferidos estadísticamente preferidos o 60
estadísticamente favorecidos en la planta. La secuencia nucleotídica se examina típicamente a nivel de ADN y la 
expresión en la especie de planta se determina usando cualquier procedimiento adecuado, por ejemplo, tal como se 
describe en Sardana et al., (1996, Plant Cell Reports 15:677-681). En este método, la desviación estándar del uso 
de codones, una medición del sesgo del uso de codones, puede calcularse encontrando en primer lugar el cuadrado 
de la desviación proporcional del uso de cada codon del gen nativo en relación a aquel de genes de plantas 65
altamente expresados, seguido de un cálculo de la desviación cuadrada media. La fórmula usada es: 1 SDCU = n = 
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1 N [ (Xn - Yn ) / Yn ] 2 / N, donde Xn se refiere a la frecuencia del uso del codon n en genes de plantas altamente 
expresados, donde Yn a la frecuencia del uso del codon n en el gen de interés y N se refiere al número total de 
codones en el gen de interés. Se compila una tabla del uso de codones de genes altamente expresados de plantas 
dicotiledóneas usando los datos de Murray et al., (1989, Nuc Acids Res. 17:477-498).

5
Un método para optimizar la secuencia de ácido nucleico de acuerdo con el uso de codones preferido para un tipo 
de célula vegetal particular está basado en el uso directo, sin efectuar ningún cálculo estadístico adicional, de las 
tablas de optimización por codones tales como aquellas proporcionadas on-line en la base de datos de uso de 
codones a través del banco de ADN del NIAS (National Institute of Agrobiological Sciences) en Japón 
(http://www.kazusa.or.jp/codon/). La base de datos de uso de codones contiene tablas de uso de codones 10
procedentes de una serie de especies diferentes, habiéndose determinado estadísticamente cada tabla de uso de 
codones basándose en los datos presentes en GenBank.

Al usar las tablas anteriores para determinar los codones más preferidos o más favorecidos para cada aminoácido 
en una especie particular (por ejemplo, arroz), una secuencia nucleotídica de origen natural que codifica una 15
proteína de interés puede optimizarse por codones para esa especie de planta particular. Esto se efectúa 
reemplazando codones que pueden tener una baja incidencia estadística en el genoma de la especie particular con 
los codones correspondientes, en referencia a un aminoácido, que están más favorecidos estadísticamente. Sin 
embargo, pueden seleccionarse uno o más codones menos favorecidos para eliminar sitios de restricción existentes, 
para crear nuevos en uniones potencialmente útiles (extremos 5' y 3' para añadir un péptido de señal o casetes de 20
terminación, sitios internos que pueden usarse para cortar y empalmar segmentos para producir una secuencia de 
longitud completa correcta), o para eliminar secuencias nucleotídicas que puedan afectar negativamente a la 
estabilidad o expresión de ARNm.

La secuencia nucleotídica codificante de origen natural puede, además de cualquier modificación, contener una serie 25
de codones que corresponden a un codon estadísticamente favorecido en una especie de planta particular. Por lo 
tanto, la optimización por codones de la secuencia nucleotídica nativa puede comprender determinar qué codones, 
dentro de la secuencia nucleotídica nativa, no están estadísticamente favorecidos con respecto a una planta 
particular, y modificar estos codones de acuerdo con una tabla de uso de codones de la planta particular para 
producir un derivado optimizado por codones. Una secuencia nucleotídica modificada puede optimizarse total o 30
parcialmente para el uso de codones de plantas siempre que la proteína codificada por la secuencia nucleotídica 
modificada se produzca a un nivel mayor que la proteína codificada por el gen correspondiente de origen natural o 
nativo. La construcción de genes sintéticos mediante la alteración del uso de codones se describe en, por ejemplo, la 
Solicitud de Patente PCT 93/07278.

35
Por lo tanto, la presente invención abarca secuencias de ácido nucleico descritas anteriormente en el presente 
documento; fragmentos de los mismos, secuencias hibridables con las mismas, secuencias homólogas con estas, 
secuencias que codifican polipéptidos similares tal como se caracteriza por las reivindicaciones adjuntas con un uso 
de codones diferentes, secuencias alteradas mediante mutaciones, tales como eliminación, inserción o sustitución 
de uno o más nucleótidos, ya sean de origen natural o inducidas por el hombre, bien al azar o de una manera 40
dirigida.

Los polinucleótidos descritos anteriormente también codifican polipéptidos no caracterizados previamente.

Por lo tanto, la presente invención proporciona un polipéptido que tiene una secuencia de aminoácidos tal como se 45
describe adicionalmente a continuación en el presente documento, al menos un 90 %, al menos aproximadamente 
un 91 %, al menos aproximadamente un 92 %, al menos aproximadamente un 93 %, al menos aproximadamente un 
93 %, al menos aproximadamente un 94 %, al menos aproximadamente un 95 %, al menos aproximadamente un 96 
%, al menos aproximadamente un 97 %, al menos aproximadamente un 98 %, al menos aproximadamente un 99 %, 
o mejor un 100 % homóloga a la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 12.50

También se describen en el presente documento fragmentos de los polipéptidos anteriormente descritos y 
polipéptidos que tienen mutaciones, tales como eliminaciones, inserciones o sustituciones de uno o más 
aminoácidos, ya sean de origen natural o inducidas por el hombre, bien al azar o de una manera dirigida.

55
Una planta adecuada para su uso con el método de la presente invención puede ser cualquier planta 
monocotiledónea o dicotiledónea incluyendo, pero sin limitación, maíz, trigo, cebada, centeno, avena, arroz, soja, 
cacahuete, guisante, lenteja y alfalfa, algodón, colza, canola, pimiento, girasol, patata, tabaco, tomate berenjena, 
eucalipto, un árbol, una planta ornamental, una hierba perenne y un cultivo de forraje.

60
La expresión del polinucleótido exógeno de la presente invención en la planta puede efectuarse transformando una o 
más células de la planta con el polinucleótido exógeno, seguido de la generación de una planta madura a partir de 
las células transformadas y cultivar la planta madura en condiciones adecuadas para expresar el polinucleótido 
exógeno en la planta madura.

65
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Preferentemente, la transformación se efectúa introduciendo en la planta una construcción de ácido nucleico que 
incluye al polinucleótido exógeno de la presente invención y al menos un promotor capaz de dirigir la transcripción 
del polinucleótido exógeno en la célula vegetal. Los detalles adicionales de estrategias de transformación adecuadas 
se proporcionan a continuación en el presente documento.

5
Tal como se usa en el presente documento, el término "promotor" se refiere a una región de ADN que se encuentra 
cadena arriba del sitio de iniciación transcripcional de un gen al que se une una ARN polimerasa para iniciar la 
transcripción de ARN. El promotor controla dónde (por ejemplo, qué parte de una planta, qué órgano en un animal, 
etc.) y/o cuándo (por ejemplo, en qué estado o condición en la vida de un organismo) se expresa el gen.

10
Puede usarse cualquier secuencia promotora adecuada mediante la construcción de ácido nucleico de la presente 
invención. Preferentemente, el promotor es un promotor constitutivo, un promotor específico de tejido o inducible por 
estrés abiótico.

Los promotores constitutivos adecuados incluyen, por ejemplo, el promotor 35S de CaMV (SEC ID Nº: 120; Odell et 15
al., Nature 313:810-812, 1985); el promotor At6669 de Arabidopsis (SEC ID Nº: 121, patente n.º WO2004/104162); 
Ubi 1 de maíz (Christensen et al., Plant Sol. Biol. 18:675-689, 1992); actina de arroz (McElroy et al., Plant Cell 2:163-
171, 1990); pEMU (Last et al., Theor. Appl. Genet. 81:581-588, 1991); y Super MAS sintético (Ni et al., The Plant 
Journal 7: 661-76, 1995). Otros promotores constitutivos incluyen aquellos en las Patentes de Estados Unidos n.º 
5.659.026, 5.608.149; 5.608,144; 5.604.121; 5.569,597: 5.466,785; 5.399.680; 5.268.463; y 5.608.142.20

Los promotores específicos de tejido adecuados incluyen, pero sin limitación, promotores específicos de hoja, tales 
como los descritos, por ejemplo, por Yamamoto et al., Plant J. 12:255-265, 1997; Kwon et al., Plant Physiol. 105:357-
67, 1994; Yamamoto et al., Plant Cell Physiol. 35:773-778, 1994; Gotor et al., Plant J. 3:509-18, 1993; Orozco et al., 
Plant Mol. Biol. 23:1129-1138, 1993; y Matsuoka et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:9586-9590, 1993.25

Los promotores inducibles por estrés abiótico adecuados incluyen, pero sin limitación, promotores inducibles por sal, 
tales como RD29A (Yamaguchi-Shinozalei et al., Mol. Gen. Genet. 236:331-340, 1993); promotores inducibles por 
sequía, tales como el promotor del gen rab17 de maíz (Pla et al., Plant Mol. Biol. 21:259-266, 1993), el promotor del 
gen rab28 de maíz (Busk et al., Plant J. 11:1285-1295, 1997) y el promotor del gen Ivr2 de maíz (Pelleschi et al., 30
Plant Mol. Biol. 39:373-380, 1999); y promotores inducibles por calor, tales como el promotor hsp80 por calor del 
tomate (Patente de Estados Unidos Nº 5.187.267).

La construcción de ácido nucleico de la presente invención incluye además preferentemente un marcador de 
selección adecuado y/o un origen de replicación. Preferentemente, la construcción de ácido nucleico utilizada es un 35
vector lanzadera, que pueda propagarse tanto en E. coli (en el que la construcción comprende un marcador de 
selección adecuado y un origen de replicación) y sea compatible con la propagación en células. La construcción de 
acuerdo con la presente invención puede ser, por ejemplo, un plásmido, un bácmido, un fagémido, un cósmido, un 
fago, un virus o un cromosoma artificial.

40
La construcción de ácido nucleico de la presente invención puede utilizarse para transformar de manera estable o 
transitoria células vegetales. En la transformación estable, el polinucleótido exógeno de la presente invención se 
integra en el genoma de la planta y como tal representa un rasgo estable e inherente. En la transformación 
transitoria, el polinucleótido exógeno se expresa por la célula transformada pero no se integra en el genoma y como 
tal representa un rasgo transitorio.45

Hay varios métodos para introducir genes exógenos en plantas tanto monocotiledóneas como dicotiledóneas 
(Potrykus, I., Annu. Rev. Plant. Physiol., Plant. Mol. Biol. (1991) 42:205-225; Shimamoto et al., Nature (1989) 
338:274-276).

50
Los métodos principales para provocar una integración estable de ADN exógeno en el ADN genómico de una planta 
incluyen dos estrategias principales:

(i) transferencia génica mediada por Agrobacterium: Klee et al. (1987) Annu. Rev. Plant Physiol. 38:467-486; Klee y 
Rogers en Cell Culture and Somatic Cell Genetics of Plants, Vol. 6, Molecular Biology of Plant Nuclear Genes, eds. 55
Schell, J., y Vasil, L. K., Academic Publishers, San Diego, Calif. (1989) p. 2-25; Gatenby, en Plant Biotechnology, 
eds. Kung, S. y Arntzen, C. J., Butterworth Publishers, Boston, Mass. (1989) p. 93-112.
(ii) Captación directa de ADN: Paszkowski et al., en Cell Culture and Somatic Cell Genetics of Plants, Vol. 6, 
Molecular Biology of Plant Nuclear Genes eds. Schell, J., y Vasil, L. K., Academic Publishers, San Diego, Calif. 
(1989) p. 52-68; incluyendo métodos para la captación directa de ADN en protoplastos, Toriyama, K. et al. (1988) 60
Bio/Technology 6:1072-1074. Captación de ADN inducida por un breve choque eléctrico de células vegetales: Zhang 
et al. Plant Cell Rep. (1988) 7:379-384. Fromm et al. Nature (1986) 319:791-793. Inyección de ADN en células o 
tejidos vegetales mediante bombardeo de partículas, Klein et al. Bio/Technology (1988) 6:559-563; McCabe et al. 
Bio/Technology (1988) 6:923-926; Sanford, Physiol. Plant. (1990) 79:206-209; mediante el uso de sistemas de 
micropipetas: Neuhaus et al., Theor. Appl. Genet. (1987) 75:30-36; Neuhaus y Spangenberg, Physiol. Plant. (1990) 65
79:213-217; transformación de cultivos celulares, embriones o tejidos callosos con fibras de vidrio o bigotes de 
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carburo de silicio, Patente de Estados Unidos n.º 5.464.765 o mediante la incubación directa de ADN de polen en 
germinación, DeWet et al. en Experimental Manipulation of Ovule Tissue, eds. Chapman, G. P. y Mantell, S. H. y 
Daniels, W. Longman, Londres, (1985) p. 197-209; y Ohta, Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1986) 83:715-719.

El sistema de Agrobacterium incluye el uso de vectores plasmídicos que contienen segmentos de ADN definidos que 5
se integran en el ADN genómico de la planta. Los métodos de inoculación del tejido vegetal varían dependiendo de 
la especie de planta y del sistema de administración con Agrobacterium. Una estrategia ampliamente usada es el 
procedimiento de disco foliar que puede efectuarse con cualquier explante de tejido que proporcione una buena 
fuente para la iniciación de la diferenciación de plantas completas. Horsch et al. en Plant Molecular Biology Manual 
A5, Kluwer Academic Publishers, Dordrecht (1988) p. 1-9. Una estrategia complementaria emplea el sistema de 10
administración con Agrobacterium en combinación con infiltración al vacío. El sistema con Agrobacterium es 
especialmente viable para la creación de plantas dicotiledóneas transgénicas.

Hay varios métodos para la transferencia directa de ADN en células vegetales. En la electroporación, los 
protoplastos se exponen brevemente a un fuerte campo eléctrico. En la microinyección, el ADN se inyecta de 15
manera mecánica directamente en las células usando micropipetas muy pequeñas. En el bombardeo de 
micropartículas, el ADN se adsorbe en microproyectiles, tales como cristales de sulfato de magnesio o partículas de 
tungsteno, y se aceleran físicamente los microproyectiles al interior de las células o tejidos vegetales.

Después de la transformación estable se efectúa la propagación de la planta. El método más común de propagación 20
de plantas es mediante semillas. La regeneración mediante propagación de semillas, sin embargo, tiene el 
inconveniente de que debido a la heterocigocidad hay una ausencia de uniformidad en el cultivo, ya que las semillas 
se producen por plantas de acuerdo con las variaciones genéticas regidas por las leyes mendelianas. Básicamente, 
cada semilla es genéticamente diferente y cada una crecerá con sus propios rasgos específicos. Por lo tanto, se 
prefiere que la planta transformada se produzca de tal forma que la planta regenerada tenga los rasgos y 25
características idénticas de la planta transgénica progenitora. Por lo tanto, se prefiere que la planta transformada se 
regenere mediante micropropagación, lo que proporciona una reproducción rápida y consistente de las plantas 
transformadas.

La micropropagación es un proceso para cultivar plantas de nueva generación a partir de un solo trozo de tejido que 30
se haya cortado de una planta progenitora o cultivo seleccionado. Este proceso permite la reproducción en masa de 
plantas que tienen el tejido preferido que expresa la proteína de fusión. Las plantas de nueva generación que se 
producen son idénticas genéticamente a, y tienen todas las características de la planta original. La micropropagación 
permite la producción en masa de material vegetal de calidad en un corto periodo de tiempo y ofrece una rápida 
multiplicación de los cultivos seleccionados en la conservación de las características de la planta transgénica o 35
transformada original. Las ventajas de clonar plantas son la velocidad de la multiplicación de plantas y la calidad y 
uniformidad de las plantas producidas.

La micropropagación es un procedimiento en múltiples etapas que requiere la alteración del medio de cultivo o las 
condiciones de crecimiento entre etapas. Por lo tanto, el proceso de micropropagación implica cuatro etapas 40
básicas: Etapa uno, cultivo inicial de tejido; etapa dos, multiplicación del cultivo de tejido; etapa tres, diferenciación y 
formación de plantas; y etapa cuatro, cultivo y fortalecimiento en invernadero. Durante la etapa uno, cultivo inicial de 
tejido, el cultivo de tejido se estable y se certifica que esté libre de contaminantes. Durante la etapa dos, el cultivo de 
tejido inicial se multiplica hasta que se produce un número suficiente de muestras de tejido para satisfacer los 
objetivos de producción. Durante la etapa tres, las muestras de tejido crecidas en la etapa dos se dividen y cultivan 45
en plántulas individuales. En la etapa cuatro, las plántulas transformadas se transfieren a un invernadero para su 
fortalecimiento donde se aumenta gradualmente la tolerancia a la luz de las plantas de tal forma que puedan 
cultivarse en el ambiente natural.

Preferentemente, las plantas transformadas maduras generadas tal como se describe anteriormente se seleccionan 50
adicionalmente respecto de su tolerancia al estrés abiótico. Por consiguiente, las plantas transformadas y no 
transformadas (de tipo silvestre) se exponen a condiciones de estrés abiótico, tales como privación de agua, 
temperatura subóptima, deficiencia de nutrientes, o preferentemente condiciones de estrés salino. El estrés salino 
puede efectuarse de muchos modos, tales como, por ejemplo, irrigando las plantas con una solución hiperosmótica, 
mediante cultivo hidropónico de las plantas en una solución de cultivo hiperosmótica (por ejemplo, solución 55
Hoagland), o cultivando las plantas en un medio de cultivo hiperosmótico (por ejemplo, medio MS). Ya que las 
diferentes plantas varían considerablemente en cuanto a su tolerancia a la salinidad, la concentración de sal en el 
agua de irrigación, la solución de crecimiento, o el medio de crecimiento se ajustan preferentemente de acuerdo con 
las características específicas de la planta de cultivo o variedad específica, para infligir un efecto leve o moderado en 
la fisiología y/o morfología de las plantas (para obtener orientación acerca de la concentración adecuada véase 60
Bernstein y Kafkafi, Root Growth Under Salinity Stress en: Plant Roots, The Hidden Half 3rd ed. Waisel Y, Eshel A y 
Kafkafi U. (editors) Marcel Dekker Inc., Nueva York, 2002, y las referencias en el mismo). Después de la exposición 
a las condiciones de estrés las plantas se controlan frecuentemente hasta que aparecen efectos fisiológicos y/o 
morfológicos sustanciales en las plantas de tipo silvestre. Posteriormente, las plantas transformadas que no 
muestran efectos fisiológicos y/o morfológicos sustanciales, o que muestran una mayor biomasa que las plantas de 65
tipo silvestre, se identifican como plantas tolerantes al estrés abiótico.
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Aunque actualmente se prefiere la transformación estable, la transformación estable de las células foliares, las 
células meristemáticas o la planta completa también se prevén por la presente invención.

La transformación transitoria puede efectuarse mediante cualquiera de los métodos de transferencia directa de ADN 
descritos anteriormente o mediante infección viral usando virus de plantas modificados.5

Los virus que se ha demostrado que son útiles para la transformación de células vegetales incluyen CaMV, TMV y 
BV. La transformación de plantas usando virus vegetales se describe en la Patente de Estados Unidos n.º 4.855.237 
(BGV), EP-A 67.553 (TMV), la Solicitud Japonesa Publicada n.º 63-14693 (TMV), EPA 194.809 (BV), EPA 278.667 
(BV); y Gluzman, Y. et al., Communications in Molecular Biology: Viral Vectors, Cold Spring Harbor Laboratory, 10
Nueva York, págs. 172-189 (1988). Las partículas seudovirales para su uso en la expresión de ADN exógeno en 
muchos hospedadores, incluyendo plantas, se describen en el documento WO 87/06261.

Preferentemente, el virus no es virulento y por lo tanto es incapaz de provocar síntomas graves, tales como una 
velocidad de crecimiento reducida, mosaicismo, manchas de anillo, enrollamiento de hojas, amarilleamiento, 15
formación de surcos, formación de viruelas, formación de tumores y picaduras. Un virus no virulento adecuado 
puede ser un virus no virulento de origen natural o un virus atenuado de manera artificial. La atenuación del virus 
puede efectuarse usando métodos bien conocidos en la técnica incluyendo, pero sin limitación, calentamiento sub-
letal, tratamiento químico o técnicas de mutagénesis dirigida tales como las descritas, por ejemplo, por Kurihara y 
Watanabe (Molecular Plant Pathology 4:259-269, 2003), Galon et al. (1992), Atreya et al. (1992) y Huet et al. (1994).20

Pueden obtenerse cepas de virus adecuadas de fuentes disponibles, tales como, por ejemplo, la Colección 
Americana de Cultivos Tipo (ATCC por sus siglas en inglés, American Type Culture Collection) o mediante 
aislamiento de plantas infectadas. El aislamiento de virus de tejidos vegetales infectados puede efectuarse mediante 
técnicas bien conocidas en la técnica, tales como las descritas, por ejemplo, por Foster y Tatlor, Eds. "Plant Virology 25
Protocols: From Virus Isolation to Transgenic Resistance (Methods in Molecular Biology (Humana Pr), Vol 81)", 
Humana Press, 1998. En resumen, los tejidos de una planta infectada que se cree que contienen una alta 
concentración de un virus adecuado, preferentemente hojas jóvenes y pétalos de flores, se trituran en una solución 
tampón (por ejemplo, solución de tampón fosfato) para producir una savia infectada por virus que pueda usarse en 
inoculaciones posteriores.30

La construcción de virus de ARN de plantas para la producción y expresión de secuencias polinucleotídicas 
exógenas no virales en plantas se demuestra por las referencias anteriores así como por Dawson, W. O. et al., 
Virology (1989) 172:285-292; Takamatsu et al. EMBO J. (1987) 6:307-311; French et al. Science (1986) 231:1294-
1297; y Takamatsu et al. FEBS Letters (1990) 269:73-76.35

Cuando el virus es un virus de ADN, pueden efectuarse modificaciones adecuadas al virus en sí. Como alternativa, 
el virus puede clonarse en primer lugar en un plásmido bacteriano por la facilidad para construir el vector viral 
deseado con el ADN exógeno. El virus puede entonces cortarse del plásmido. Si el virus es un virus de ADN, puede 
unirse un origen de replicación bacteriano al ADN viral, que entonces se replica por la bacteria. La transcripción y 40
traducción de este ADN producirá la proteína de la envuelta que encapsidará al ADN viral. Si el virus es un virus de
ARN, el virus se clona generalmente como un ADNc y se inserta en un plásmido. Entonces se usa el plásmido para 
producir todas las construcciones. EL virus de ARN se produce entonces transcribiendo la secuencia viral del 
plásmido y traduciendo los genes virales para producir la proteína (o las proteínas) de la envuelta que encapsidan al 
ARN viral.45

La construcción de virus de ADN de plantas para la introducción y expresión en plantas de secuencias 
polinucleotídicas exógenas no virales, tales como aquellas incluidas en la construcción de la presente invención se 
demuestra por las referencias anteriores así como en la Patente de Estados Unidos Nº 5.316.931.

50
En un ejemplo, se proporciona un polinucleótido viral de planta en el que la secuencia codificante de la proteína de la 
envuelta nativa se ha eliminado del polinucleótido viral, una secuencia codificante de proteína de la envuelta viral de 
planta no nativa y un promotor no nativo, preferentemente el promotor subgenómico de la secuencia codificante de 
la proteína de la envuelta no nativa, capaz de expresión en el hospedador vegetal, empaquetando el polinucleótido 
viral de planta recombinante, y asegurando una infección sistémica del hospedador mediante el polinucleótido viral 55
de planta recombinante. Como alternativa, el gen de la proteína de la envuelta puede inactivarse mediante la 
inserción de la secuencia polinucleotídica no nativa en este, de tal forma que se produce la proteína. El 
polinucleótido viral de planta recombinante puede contener uno o más promotores subgenómicos no nativos 
adicionales. Cada promotor subgenómico no nativo es capaz de transcribir o expresar genes adyacentes o 
secuencias polinucleotídicas en el hospedador vegetal e incapaz de recombinarse entre sí y con promotores 60
subgenómicos nativos. Las secuencias polinucleotídicas no nativas (exógenas) pueden insertarse adyacentes al 
promotor subgenómico viral de planta nativo y un promotor subgenómico viral de planta no nativo si se incluye más 
de una secuencia polinucleotídica. Las secuencias polinucleotídicas no nativas se transcriben o expresan en la 
planta hospedadora bajo el control del promotor subgenómico para producir los productos deseados.
En un segundo ejemplo, se proporciona un polinucleótido viral de planta recombinante como en el primer ejemplo 65
salvo que la secuencia codificante de la proteína de la envuelta nativa se coloca adyacente a uno de los promotores 
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subgenómicos de la proteína de la envuelta no nativos en lugar de la secuencia codificante de la proteína de la 
envuelta no nativa.

En un tercer ejemplo, se proporciona un polinucleótido viral de planta recombinante en el que el gen de la proteína 
de la envuelta nativo está adyacente a su promotor subgenómico y se han insertado uno o más promotores 5
subgenómicos no nativos en el polinucleótido viral. Los promotores subgenómicos no nativos insertados son 
capaces de transcribir o expresar genes adyacentes en un hospedador de planta y son incapaces de recombinar 
entre sí y con promotores subgenómicos nativos. Las secuencias polinucleotídicas no nativas pueden insertarse 
adyacentes a promotores virales de planta subgenómicos no nativos de tal forma que las secuencias se transcriben 
o expresan en la planta hospedadora bajo el control de promotores subgenómicos para producir el producto 10
deseado.

En un cuarto ejemplo, se proporciona un polinucleótido viral de planta recombinante como en el tercer ejemplo salvo 
que la secuencia codificante de la proteína de la envuelta se reemplaza por una secuencia codificante de una 
proteína de envuelta no nativa.15

Los vectores virales se encapsidan por las proteínas de envuelta codificadas por el polinucleótido viral de planta 
recombinante para producir un virus de planta recombinante. El polinucleótido viral de planta recombinante o el virus 
de planta recombinante se usa para infectar a plantas hospedadoras adecuadas. El polinucleótido viral de planta 
recombinante es capaz de replicarse en el hospedador, de diseminarse sistémicamente en el hospedador, y de 20
transcripción o expresión de genes exógenos (polinucleótidos exógenos) en el hospedador para producir la proteína 
deseada.

Las técnicas para la inoculación de virus en plantas pueden encontrarse en Foster y Taylor, eds. "Plant Virology 
Protocols: From Virus Isolation to Transgenic Resistance (Methods in Molecular Biology (Humana Pr), Vol 81)", 25
Humana Press, 1998; Maramorosh y Koprowski, eds. "Methods in Virology" 7 volúmenes, Academic Press, Nueva 
York 1967-1984; Hill, S.A. "Methods in Plant Virology", Blackwell, Oxford, 1984; Walkey, D.G.A. "Applied Plant 
Virology", Wiley, Nueva York, 1985; y Kado y Agrawa, eds. "Principles and Techniques in Plant Virology", Van 
Nostrand-Reinhold, Nueva York.

30
Además de lo anterior, el polinucleótido de la presente invención también puede introducirse en un genoma de 
cloroplasto, permitiendo de este modo la expresión en cloroplastos.

Se conoce una técnica para introducir secuencias polinucleotídicas exógenas al genoma de los cloroplastos. Esta 
técnica implica los siguientes procedimientos. En primer lugar, las células vegetales se tratan químicamente para 35
reducir el número de cloroplastos por célula a aproximadamente uno. Después, el polinucleótido exógeno se 
introduce mediante bombardeo de partículas a las células con el objetivo de introducir al menos una molécula de 
polinucleótido exógeno en los cloroplastos. Los polinucleótidos exógenos se seleccionan de tal modo que son 
integrables en el genoma del cloroplasto mediante recombinación de homólogos, que se efectúa fácilmente 
mediante enzimas inherentes al cloroplasto. Para este fin, el polinucleótido exógeno incluye, además de un gen de 40
interés, al menos una serie de polinucleótidos que procede del genoma del cloroplasto. Además, el polinucleótido 
exógeno incluye un marcador de selección, que sirve como procedimiento de selección secuencial para determinar 
que la totalidad o prácticamente la totalidad de las copias de los genomas de cloroplasto después de dicha selección 
incluirán al polinucleótido exógeno. Pueden encontrarse detalles adicionales en referencia a esta técnica en las 
Patentes de Estados Unidos n.º 4.945.050; y 5.693.507, que se incorporan al presente documento por referencia. 45
Por lo tanto puede producirse un polipéptido mediante el sistema de expresión de proteínas de cloroplastos y quedar 
integrado en la membrana interna del cloroplasto.

Ya que la tolerancia al estrés abiótico en las plantas puede implicar múltiples genes que actúan de manera aditiva o 
sinérgica (véase, por ejemplo, en Quesda et al., Plant Physiol. 130:951-063, 2002), la presente invención también 50
prevé la expresión de una diversidad de polinucleótidos exógenos en una sola planta hospedadora para lograr de 
este modo una tolerancia al estrés abiótico superior.

La expresión de una diversidad de polinucleótidos exógenos en una sola planta hospedadora puede efectuarse 
introduciendo de manera conjunta múltiples construcciones de ácido nucleico, incluyendo cada una diferentes 55
polinucleótidos exógenos en una sola célula vegetal. La célula transformada puede entonces regenerarse en una 
planta madura usando los métodos descritos anteriormente en el presente documento.

Como alternativa, la expresión de una diversidad de polinucleótidos exógenos en una sola célula vegetal 
hospedadora puede efectuarse introduciendo conjuntamente n una sola célula vegetal una sola construcción de 60
ácido nucleico que incluye una diversidad de polinucleótidos exógenos diferentes. Dicha construcción puede 
diseñarse con una sola secuencia promotora que pueda transcribir un mensaje policistrónico que incluye todas las 
secuencias polinucleotídicas exógenas diferentes. Para permitir la traducción conjunta de los diferentes polipéptidos 
codificados por el mensaje policistrónico, las secuencias polinucleotídicas pueden interconectarse mediante una 
secuencia de sitio de entrada a un ribosoma interno (IRES) que facilita la traducción de secuencias polinucleotídicas 65
posicionadas cadena abajo de la secuencia del IRES. En este caso, una molécula de ARN policistrónico que codifica 
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los diferentes polipéptidos descritos anteriormente se traducirán a través del extremo 5' protegido y las dos 
secuencias internas de IRES de la molécula de ARN policistrónico para producir de este modo todos los diferentes 
polipéptidos en la célula. Como alternativa, la construcción puede incluir varias secuencias promotoras, unidas cada 
una a una secuencia polinucleotídica exógena diferente.

5
La célula vegetal transformada con la construcción que incluye una diversidad de diferentes polinucleótidos 
exógenos puede regenerarse en una planta madura usando los métodos descritos anteriormente en el presente 
documento.

Como alternativa, la expresión de una diversidad de polinucleótidos exógenos en una sola planta hospedadora 10
puede efectuarse introduciendo diferentes construcciones de ácido nucleico, incluyendo diferentes polinucleótidos 
exógenos en una diversidad de plantas. Las plantas transformadas regeneradas pueden entonces cruzarse y la 
descendencia resultante seleccionarse respecto de rasgos de tolerancia al estrés abiótico superiores y/o de 
biomasa, usando técnicas de cruzamiento de plantas convencionales.

15
De este modo, la presente solicitud proporciona métodos para utilizar nuevos genes de tolerancia al estrés abiótico 
para aumentar la tolerancia al estrés abiótico y/o la biomas en una gran variedad de plantas económicas de una 
manera segura y eficaz respecto a los costes.

Las plantas se someten a una variedad de desafíos ambientales. Varios de estos, incluyendo el estrés salino, el 20
estrés osmótico general, el estrés por sequía y el estrés por congelación, tienen la capacidad para tener un impacto 
en la disponibilidad de agua en la planta completa y celular. Por lo tanto, de manera no sorprendente, las respuestas 
de las plantas a esta serie de estreses están relacionadas. En una revisión reciente, Zhu indica que "la mayoría de 
los estudios en la señalización por estrés hídrico se han centrado en el estrés salino principalmente porque las 
respuestas de las plantas a la salinidad y la sequía están estrechamente relacionadas y los mecanismos se solapan 25
(Zhu (2002) Ann. Rev. Plant Biol. 53: 247-273). Se han documentado muchos ejemplos de respuestas y rutas 
similares a este conjunto de estreses. Por ejemplo, se ha demostrado que los factores de transcripción de CBF 
condicionan la resistencia a la sal, a la congelación y a la sequía (Kasuga et al., (1999) Nature Biotech. 17: 287-291). 
El gen rd29B de Arabidopsis se induce en respuesta al estrés tanto por salinidad como por deshidratación, un 
proceso que está mediado en gran medida mediante un proceso de transducción de señales de ABA (Uno et al., 30
(2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97: 11632-11637), dando como resultado una actividad alterada de factores de 
transcripción que se unen a un elemento cadena arriba en el promotor de rd29B. En Mesembryanthemum 
crystallinum (anémona de tierra), Patharker y Cushman han demostrado que se induce una proteína cinasa 
dependiente de calcio (McCDPK1) mediante la exposición a estreses tanto por sequía como por salinidad (Patharker 
y Cushman (2000) Plan J. 24: 679-691). Se demostró que la cinasa inducida por estrés también fosforila un factor de 35
transcripción, presumiblemente alterando su actividad, aunque los niveles de transcrito del factor de transcripción 
diana no están alterados en respuesta a estrés salino o por sequía. De manera similar, Saijo et al. demostraron que 
una proteína cinasa dependiente de calmodulina inducida por salinidad/sequía (OsCDPK7) de arroz confirió una 
tolerancia a la sal y sequía aumentada en el arroz cuando se sobreexpresa (Saijo et al., (2000) Plant J. 23: 319-327).

40
La exposición a la deshidratación provoca estrategias de supervivencia similares en plantas a las del estrés por 
congelación (véase, por ejemplo, Yelenosky (1989) Plant Physiol 89: 444-451) y el estrés por sequía induce 
tolerancia la congelación (véase, por ejemplo, Siminovitch et al. (1982) Plant Physiol 69: 250-255; y Guy et al. (1992) 
Planta 188: 265-270). Además de la inducción de proteínas de aclimatación al frío, las estrategias que permiten a las 
plantas sobrevivir en condiciones de escasez de agua pueden incluir, por ejemplo, área superficial reducida, o 45
producción de aceite o cera superficial.

Se apreciará que algunas rutas implicadas en la resistencia a un estrés (tal como se describe anteriormente), 
también estarán implicadas en la resistencia a otros estreses, reguladas por los mismos genes u otros homólogos. 
Por supuesto, las rutas generales de resistencia están relacionadas, no idénticas, y por lo tanto no todos los genes 50
que controlan la resistencia a un estrés regirán la resistencia a los otros estreses. Sin embargo, si un gen condiciona 
la resistencia a uno de estos estreses, será evidente para un experto en la materia ensayar la resistencia a estos 
estreses relacionados. Los métodos para evaluar la resistencia al estrés se proporcionan adicionalmente en la 
sección de ejemplos siguiente.

55
Las secuencias polinucleotídicas de la presente invención son capaces de aumentar la biomasa de una planta. Se 
apreciará que la capacidad de los polipéptidos de la presente invención para aumentar el rendimiento/biomasa/vigor 
de una planta es inherente a su capacidad para promover el aumento en aumento en el tamaño de las células 
vegetales (tal como se muestra en el ejemplo 8 y la figura 2).

60
Por lo tanto, la presente invención también prevé un método para aumentar la biomasa/vigor/rendimiento de una 
planta (plantas coníferas, musgos, algas, monocotiledóneas o dicotiledóneas, así como otras plantas listadas en 
http://www.nationmaster.com/encyclopedia/Plantae).

E06766224
14-12-2015ES 2 556 216 T3

 



14

Tal como se usa en el presente documento, la frase "biomasa de planta" se refiere a la cantidad o cuantía de tejido 
producido por la planta en una temporada de cultivo, que también podría determinar o afectar al rendimiento de la 
planta o al rendimiento por zona de crecimiento.

Tal como se usa en el presente documento, la frase "vigor de planta" se refiere a la cantidad o cuantía de tejido 5
producido por la planta en un tiempo dado. De este modo, el aumento del vigor podría determinar o afectar al 
rendimiento de la planta o al rendimiento por tiempo de crecimiento o área de crecimiento.

Tal como se usa en el presente documento, la frase "rendimiento de planta" se refiere a la cantidad o cuantía de 
tejido producido y cosechado como producto producido por la planta. De este modo, el aumento del rendimiento 10
podría afectar al beneficio económico que podría obtenerse de la planta en un determinado crecimiento y/o tiempo 
de crecimiento.

Preferentemente, las plantas modificadas por ingeniería genética de la presente invención muestran al menos un 2% 
más, 5 % más, 10 % más, 20 % más, 30 % más, 40 % más, 50 % más, 60 % más, 70 % más, 80 % más, 90 % o 15
más o incluso una biomasa, vigor y/o rendimiento mayor que las plantas no transgénicas.

Los métodos para ensayar el vigor, rendimiento y biomasa de las plantas se conocen bien en la técnica (véase el 
ejemplo 10).

20
Por lo tanto, la presente invención tiene un alto valor agrícola para promover el rendimiento de cultivos deseados 
comercialmente (por ejemplo, la biomasa de órganos vegetativos, tales como la madera de álamo, o de órganos 
reproductivos, tales como el número de semillas o la biomasa de las semillas).

Tal como se usa en el presente documento, el término "aproximadamente" se refiere a ± 10 %.25

Los objetos, ventajas y características novedosas adicionales de la presente invención serán evidentes para un 
experto habitual en la materia tras el examen de los siguientes ejemplos. Además, cada una de las diversas 
realizaciones y aspectos de la presente invención tal como se han descrito anteriormente en el presente documento 
y tal como se reivindican en la sección reivindicatoria tienen apoyo experimental en los siguientes ejemplos.30

Ejemplos

A continuación se hace referencia a los siguientes ejemplos, que junto con las descripciones anteriores ilustran la 
invención.35

En general, la nomenclatura usada en el presente documento y los procedimientos de laboratorio utilizados en la 
presente invención incluyen técnicas moleculares, bioquímicas, microbiológicas y de ADN recombinante. Dichas 
técnicas se explican exhaustivamente en la bibliografía. Véase, por ejemplo, "Molecular Cloning: A laboratory 
Manual" Sambrook et al., (1989); "Current Protocols in Molecular Biology" Volúmenes I-III Ausubel, R. M., ed. (1994); 40
Ausubel et al., "Current Protocols in Molecular Biology", John Wiley and Sons, Baltimore, Maryland (1989); Perbal, "A 
Practical Guide to Molecular Cloning", John Wiley & Sons, Nueva York (1988); Watson et al., "Recombinant DNA", 
Scientific American Books, Nueva York; Birren et al. (eds) "Genome Analysis: A Laboratory Manual Series", 
Volúmenes 1-4, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York (1998); metodologías tal como se exponen en 
las Patentes de Estados Unidos n.º 4.666.828; 4.683.202; 4.801.531; 5.192.659 y 5.272.057; "Cell Biology: A 45
Laboratory Handbook", Volúmenes I-III Cellis, J. E., ed. (1994); "Current Protocols in Immunology" Volúmenes I-III 
Coligan J. E., ed. (1994); Stites et al. (eds), "Basic and Clinical Immunology" (8ª edición), Appleton & Lange, 
Norwalk, CT (1994); Mishell y Shiigi (eds), "Selected Methods in Cellular Immunology", W. H. Freeman and Co., 
Nueva York (1980); los inmunoensayos disponibles se describen exhaustivamente en la bibliografía de patente y 
científica, véase, por ejemplo, Patente de Estados Unidos n.º 3.791.932; 3.839.153; 3.850.752; 3.850.578; 50
3.853.987; 3.867.517; 3.879.262; 3.901.654; 3.935.074; 3.984.533; 3.996.345; 4.034.074; 4.098.876; 4.879.219; 
5.011.771 y 5.281.521; "Oligonucleotide Synthesis" Gait, M. J., ed. (1984); "Nucleic Acid Hybridization" Hames, B. 
D., y Higgins S. J., eds. (1985); "Transcription and Translation" Hames, B. D., y Higgins S. J., eds. (1984); "Animal 
Cell Culture" Freshney, R. I., ed. (1986); "Immobilized Cells and Enzymes" IRL Press, (1986); "A Practical Guide to 
Molecular Cloning" Perbal, B., (1984) y "Methods in Enzymology" Vol. 1-317, Academic Press; "PCR Protocols: A 55
Guide To Methods And Applications", Academic Press, San Diego, CA (1990); Marshak et al., "Strategies for Protein 
Purification and Characterization - A Laboratory Course Manual" CSHL Press (1996); todas las cuales se incorporan 
por referencia como si se hubiesen expuesto por completo en el presente documento. A lo largo del presente 
documento se proporcionan otras referencias generales. Se cree que los procedimientos en estos se conocen bien 
en la técnica y se proporcionan por conveniencia del lector.60

A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y científicos utilizados en este documento tienen 
el mismo significado que el normalmente entendido por un experto habitual en la materia a la cual pertenece esta 
invención. Aunque pueden usarse métodos y materiales similares o equivalentes a aquellos descritos en el presente 
documento en la puesta en práctica o la prueba de la presente invención, los métodos y materiales adecuados se 65
describen a continuación.

E06766224
14-12-2015ES 2 556 216 T3

 



15

EJEMPLO 1

Identificación de genes de tolerancia al estrés abiótico de monocotiledóneas

Los genes de tolerancia al estrés abiótico (ABST) se identificaron y validaron in vivo tal como se había descrito 5
anteriormente en el documento WO 2004/104162 del presente cesionario. Se identificó una serie de genes de ABS 
de polipéptidos codificados de este modo de plantas dicotiledóneas (SEC ID Nº: 122-126 y 127-131, 
respectivamente). La exploración respecto de secuencias ortólogas se llevó a cabo en bases de datos genómicas de 
monocotiledóneas, NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), y TIGR (http://www.tigr.org/) bases de datos de maíz, sorgo, 
arroz y cebada.10

Los marcadores de secuencia expresados (EST) y las secuencias de ADNc se agruparon y ensamblaron usando el 
programa informático LEADS™ (Compugen) y se compararon con las bases de datos de TIGR (http://www.tigr.org/) 
de las monocotiledóneas anteriores. En su conjunto, el agrupamiento de 372.000 EST de maíz dio como resultado 
41.990 grupos siendo 19.870 de estos únicos. En el sorgo se agruparon aproximadamente 190.000 EST en 39.000 15
agrupamientos, mientras que en la cebada 370.500 EST generaron 50.000 grupos diferentes representando cada un 
gen diferente. Se encontraron números similares de secuencias y genes agrupados en la base de datos genómica 
de arroz.

Se compiló un resumen de perfil de expresión digital para cada grupo de acuerdo con todas las palabras clave 20
incluidas en los registros de secuencia que comprenden el agrupamiento. La expresión digital, también conocida 
como transferencia de Northern digital, es una herramienta que muestra el perfil de expresión virtual basado en las 
secuencias EST que forman el agrupamiento del gen. La herramienta puede proporcionar el perfil de expresión de 
un agrupamiento en términos de anatomía de la planta (en qué tejidos/órganos se expresa el gen), estado de 
desarrollo (los estados de desarrollo en los que puede encontrarse un gen) y el perfil de tratamiento (proporciona las 25
condiciones fisiológicas en las que se expresa un gen, tales como sequía, frío, infecciones por patógenos, etc.). 
Dada una distribución al azar de los EST en los diferentes agrupamientos, la expresión digital proporciona un valor 
de probabilidad que describe la probabilidad de que un grupo tenga un total de N EST para que contenga X EST de 
una determinada colección de bibliotecas. Para los cálculos de probabilidad se tienen en consideración: a) el número 
de EST en el agrupamiento, b) el número de EST de las bibliotecas implicadas y relacionadas, c) el número total de 30
EST disponibles que representan a la especie. De este modo las agrupaciones con valores de probabilidad bajos 
están altamente enriquecidos con EST del grupo de las bibliotecas de interés indicando una expresión especializada.

Los conceptos de ortología y paralogía se han aplicado recientemente a las caracterizaciones y clasificaciones 
funcionales en la escala de comparaciones de genoma completo. Los ortólogos y parálogos constituyen dos tipos 35
principales de homólogos: Los primeros evolucionaron a partir de un ancestro común mediante especialización, y los 
últimos están relacionados mediante eventos de duplicación. Se asume que es probable que los parálogos que 
surgen a partir de sucesos de duplicación antiguos hayan divergido en su función mientras que es más probable que 
los ortólogos retengan una función idéntica a lo largo del tiempo evolutivo.

40
Para investigar e identificar adicionalmente los genes ortólogos putativos de ABST de especies de 
monocotiledóneas, se integraron dos métodos asistidos por ordenador:

(i) Método para alineamientos de secuencias de ortólogos - el método se efectúa construyendo grupos de ortólogos 
ente diversos taxones eucariotas, usando modificaciones en algoritmo de agrupación de Markov para agrupar 45
ortólogos y parálogos putativos. Estos ortólogos putativos se organizaron en un filograma, un diagrama ramificado 
(de árbol) que se supone que es una estimación de una filogenia de los genes.
(ii) Método para generar un perfil de expresión de genes "Expresión digital" - Los presentes inventores han llevado a 
cabo un trabajo considerable dirigido a anotar secuencias. Los datos de expresión se analizaron y se clasificaron las 
librerías de EST usando un vocabulario fijo de términos propios, tales como tratamientos experimentales. Las 50
anotaciones de todos los EST agrupados a un gen se analizaron estadísticamente comparando su frecuencia en la 
agrupación frente a su abundancia en la base de datos, permitiendo construir un perfil de expresión numérico y 
gráfico de ese gen, lo que se denomina "expresión digital".

El razonamiento para usar estos dos métodos complementarios se basan en la suposición de que los ortólogos 55
auténticos tienen probabilidad de mantener una función idéntica a lo largo del tiempo evolutivo. Estos dos métodos 
(secuencia y patrón de expresión) proporcionan dos conjuntos diferentes de indicaciones de similitudes de función 
entre dos genes homólogos, similitudes a nivel de secuencia - aminoácidos idénticos en los dominios de proteína y 
similitud en los perfiles de expresión.

60
Cuando se compararon las secuencias de monocotiledóneas con los genes de ABST de tomate, los niveles de 
homología entre los genes de tomate y su mejor gen ortólogo de monocotiledóneas difirieron dramáticamente, 
variando del 45% al 88%. Además, el perfil de expresión in silico de los genes de monocotiledónea no siempre se 
ajusta a un gen implicado en la tolerancia a ABS. De este modo, se efectuó una búsqueda extensiva del ortólogo 
funcional de monocotiledóneas de cada gen de tomate (SEC ID Nº: 122-131).65
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En un intento para identificar los mejores ortólogos de los genes de ABST de tomate, se efectuaron dos conjuntos de 
análisis. En primer lugar, se compararon las secuencias de 5 genes de ABST de tomate (SEC ID Nº: 122-126) y sus 
secuencias polipeptídicas deducidas (SEC ID Nº: 127-131) con todas las proteínas putativas de monocotiledóneas, 
codificadas por secuencias de ADN de los grupos de genes mencionados anteriormente. La comparación se efectuó 
a nivel de proteína en la búsqueda de una identidad mayor del 45 % a lo largo de la secuencia de proteína completa.5

La tabla 1 a continuación muestra los mejores genes homólogos y su nivel de identidad con las proteínas de ABST 
de tomate. A continuación, estas proteínas de monocotiledóneas originarias de diferentes especies de 
monocotiledóneas (cebada, sorgo y maíz) se exploraron basándose en su patrón de expresión durante el desarrollo 
de varias especies de monocotiledóneas. Esta exploración se basó en la expresión digital de los genes, tal como se 10
describe anteriormente. La expresión digital representa la distribución de los EST que componen cada gen in silico y 
la desviación de la distribución real de la distribución al azar. Los genes se seleccionaron basándose en tres 
criterios: genes con mayor expresión en raíces, tallos y hojas y/o inducidos mediante tratamientos que representan 
condiciones de estrés en el suelo (sequía, salinidad, deficiencias del suelo). Un aumento en la expresión se 
consideró únicamente en los casos donde era evidente un aumento de más de 2 veces (en relación a la distribución 15
de EST al azar) con una probabilidad de significación menor de 0,05. La tabla 2 a continuación resume el perfil de 
expresión de los genes en diferentes órganos o tejidos y los tratamientos que desencadenan una elevación 
significativa en su nivel de expresión.

Tabla 1: Nivel de homología entre los genes ABST de tomate y sus genes homólogos de monocotiledóneas.20
SEC ID Nº 
del gen de 
tomate

Nombre TIGR/n.º de 
ref. del gen homólogo

Origen de 
planta

Nivel de 
homología (valor 
de e)

% de identidad (Porcentaje respecto 
de la secuencia completa de la 
proteína)

122
TC104838 SEC ID Nº: 
1

Sorgo 2E-70 88%

TC103857 Sorgo 2E-70 88%

TC258871 Maíz 1E-69 86%

TC139195 Cebada 5E-69 86%

123 TC94284 SEC ID Nº: 3 Sorgo 3E-43 45%

TC132394 Cebada 6E-40 44%

124
TC102291 SEC ID Nº: 
5

Sorgo 1E-72 54%

TC146720 Cebada 3E-99 58%

125 TC92953 SEC ID Nº: 7 Sorgo 7E-59 47%

TC91426 SEC ID Nº: 9 Sorgo 4E-98 74%

TC91474 Sorgo 5E-98 72%

TC263205 Maíz 2E-97 74%

126
TC103772 SEC ID Nº: 
11

Sorgo 1E-52 49%

TC148356 Cebada 1E-54 46%

TC260731 Maíz 1E-54 46%

Tabla 2: Perfil de expresión de los genes in silico homólogos de ABST representado por el análisis estadístico de su 
distribución de EST

Nombre del 
gen homólogo

Especie de 
planta

Órganos/tejidos con 
la mayor expresión 
génica

Factor de cambio 
(Todos los 
resultados son 
significativos en 
valor de P > 0,05)

Tratamientos que 
inducen el nivel de 
expresión

Factor de cambio 
(Todos los 
resultados son 
significativos en 
valor de P > 0,05)

TC104838 
SEC ID Nº: 1

Sorgo Polen en estado 
pre-antesis

3 Etileno, sequía 2

TC103857 Sorgo Expresión diversa 2 Ninguno* Ninguno*
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Nombre del 
gen homólogo

Especie de 
planta

Órganos/tejidos con 
la mayor expresión 
génica

Factor de cambio 
(Todos los 
resultados son 
significativos en 
valor de P > 0,05)

Tratamientos que 
inducen el nivel de 
expresión

Factor de cambio 
(Todos los 
resultados son 
significativos en 
valor de P > 0,05)

TC258871 Maíz Expresión diversa, 
preferentemente en 
la región de 
lignificación celular 
de las hojas

2 Ninguno* Ninguno*

TC139195 Cebada En diversos tejidos 
del grano

2-3,5 Ninguno Ninguno

TC94284 
SEC ID Nº: 3

Sorgo Hojas, raíces 
durante la carga del 
fruto

4,5 2 Sequía, deficiencias 
de nitrógeno, acidez 
del suelo

4 2 2

TC132394 Cebada Hojas, coleoptilo 
principalmente 
durante el desarrollo 
del fruto

2,5 3 Ninguno Ninguno

TC102291 
SEC ID Nº: 5

Sorgo Callo y suspensión 
celular

3 Estrés por salinidad y 
sequía

3

TC146720 Cebada Semillas,
preferentemente en 
el embrión y 
escutelo durante la 
maduración

2 Estrés por frío, 
infección por 
Fusarium

3
3,5

TC92953 
SEC ID Nº: 7

Sorgo hojas durante la 
carga del fruto

2 Sequía, Deficiencia 
de nitrógeno, 
salinidad (150 mM)

4 4
2,5

TC91426 
SEC ID Nº: 9

Sorgo Raíces jóvenes 12 Etileno, etiolación, 
acidez del suelo

4 3 12

TC91474 Sorgo Plántula completa 2 Etiolación 16
TC263205 Maíz Sistema de raíz 

primario en estado 
de plántula

3 Sequía 2

TC103772 
SEC ID Nº: 11

Sorgo Raíces jóvenes 2 Sequía, acidez del 
suelo

2 2

TC148356 Cebada Callo, hojas en el 
estado vegetativo

4,2 Infección por 
Blumeria graminis

2

TC260731 Maíz Raíz, 
preferentemente 
raíces primarias

2,5 Ninguno Ninguno

Ninguno* - Ninguno de los tratamientos con una elevación significativa en la expresión digital podría considerarse 
como tratamiento con estrés de suelo

La combinación de la exploración anterior tal como se describe en la tabla 1 y la tabla 2 anteriores reveló la lista final 
de genes de monocotiledóneas que se predice que son las más relacionadas con los genes de ABST de tomate 
(SEC ID Nº: 1, 3, 5, 7, 9).

5
Las secuencias polinucleotídicas seleccionadas (tabla 3 a continuación) se analizaron respecto de la presencia de 
ORG usando el paquete informático Vector NTI (InforMax, R.U.) versión 6 (Hasting Software, Inc: 
www.generunner.com/). Los ORF identificados en cada una de estas secuencias polinucleotídicas se compararon 
con secuencias de las bases de datos de GenBank, usando Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/); el ORF que 
mostraba la mayor homología con una secuencia o secuencias de GenBank se mapeó para identificar un codon de 10
inicio de ATG. La posición del codon de inicio de ATG de este ORF se comparó entonces con la de la secuencia 
polinucleotídica identificada para verificar que cada una de las cinco secuencias descritas en el presente documento 
incluye un ORF de longitud completa y un codon de inicio de ATG (por lo tanto puede clasificarse como un "gen de 
ABST de monocotiledónea putativo").

15
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Tabla 3

Genes de ABST de monocotiledóneas

SEC ID Nº: de ABST de 
tomate

SEC ID Nº: de gen de ABST de
monocotiledónea homólogo

SEC ID Nº: de gen de ABST* optimizado 
artificialmente

122 1 156

123 3 157

124 5 158

125 7

125 9

126 11 159

* - Descrito adicionalmente en el ejemplo 2 a continuación.

Los polipéptidos con una homología significativa con los genes de ABST de monocotiledóneas se han identificado a 
partir de las bases de datos del NCBI usando el programa informático BLAST (Tabla 4).

5
Tabla 4

Homólogos de ABST

SEC ID Nº: de gen 
putativo de ABST 

de 
monocotiledónea

Homólogo de polipéptido de 
ABST, codificado por el número 
de referencia de TIGR/SEC ID 

Nº:

Organismo de 
origen

SEC ID Nº: de 
homólogo de 
polipéptido de 

ABST

Homología en la 
secuencia 

polipeptídica (%)

1 TC270110/160 Zea mays 13 100

1 TC56855/161
Saccharum 
officinarum

14 100

1 TC104838/162 sorgo 15 100

1 TC57929/163
Saccharum 
officinarum

16 98

1 TC103857/164 sorgo 17 98

1 TC262554/165 Oryza sativa 18 98

1 TC258871/166 Zea mays 19 97

1 TC139195/167
Hordeum 
vulgare

20 96

1 TC262556/168 Oryza sativa 21 95

1 TC232174/169
Triticum 
aestivum

22 95

1 TC232139/170
Triticum 
aestivum

23 95

1 TC139194/171
Hordeum 
vulgare

24 95

1 CA486561/172
Triticum 
aestivum

25 100

1 TC258873/173 Zea mays 26 100

1 CA187014/174
Saccharum 
officinarum

27 90
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Homólogos de ABST

SEC ID Nº: de gen 
putativo de ABST 

de 
monocotiledónea

Homólogo de polipéptido de 
ABST, codificado por el número 
de referencia de TIGR/SEC ID 

Nº:

Organismo de 
origen

SEC ID Nº: de 
homólogo de 
polipéptido de 

ABST

Homología en la 
secuencia 

polipeptídica (%)

1 TC233455/175
Triticum 
aestivum

28 96

1 CF063450/176 Zea mays 29 98

1 CA617041/177
Triticum 
aestivum

30 97,92

3 TC94284/178 sorgo 31 100

3 TC49791/179
Saccharum 
officinarum

32 96,23

180 TC93449/180 sorgo 33 100

180 TC49718/181
Saccharum 
officinarum

34 97,74

180 TC49720/182
Saccharum 
officinarum

35 97,47

7 TC92953/183 sorgo 36 100

7 TC66617/184
Saccharum 
officinarum

37 90

7 TC273860/185 Zea mays 38 91

7 TC253191/186 Zea mays 39 90

11 TC103772/187 sorgo 40 100

11 TC272084/188 Zea mays 41 92

11 TC60928/189
Saccharum 
officinarum

42 94

1 TC5422/191, 190 canola 43 88

1 TC904/191 canola 44 88

1 TC121774/192
Solanum 

tuberosum
45 88

1 TC40342/194, 193 Gossypium 46 88

1 TC40115/194 Gossypium 47 88

1 TC155918/196, 195
Lycopersicon 
esculentum

48 88

1 TC154398/197, 196
Lycopersicon 
esculentum

49 88

1 TC154397/198, 197
Lycopersicon 
esculentum

50 88

1 TC153989/198
Lycopersicon 
esculentum

51 88

1 TC120511/200, 199
Solanum 

tuberosum
52 88
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Homólogos de ABST

SEC ID Nº: de gen 
putativo de ABST 

de 
monocotiledónea

Homólogo de polipéptido de 
ABST, codificado por el número 
de referencia de TIGR/SEC ID 

Nº:

Organismo de 
origen

SEC ID Nº: de 
homólogo de 
polipéptido de 

ABST

Homología en la 
secuencia 

polipeptídica (%)

1 TC113582/201, 200
Solanum 

tuberosum
53 88

1 TC112701/202, 201
Solanum 

tuberosum
54 88

1 TC111912/202
Solanum 

tuberosum
55 88

1 TC4674/203
Capsicum 

annum
56 88

1 TC270923/204 Arabidopsis 57 87

1 CD823817/205 canola 58 86

1 TC526/206 canola 59 86

1 TC525/207 canola 60 86

1 BG442528/208 Gossypium 61 87

1 TC33702/209 Gossypium 62 87

TC32714/210 Gossypium 63 87

1 TC270782/211 Arabidopsis 64 87

1 TC225449/212 Glycine max 65 87

1 TC5255/213
Capsicum 

annum
66 88

1 TC28221/214 Populus 67 84

1 TC108140/215 Medicago 68 85

1 TC28222/216 Populus 69 84

1 TC94402/217 Medicago 70 84

1 TC28223/218 Populus 71 83

1 TC102506/219 Medicago 72 85

1 NP890576/222 Oryza sativa 73 76

1 TC280376/223 Oryza sativa 74 73

1 CN009841/224
Triticum 
aestivum

75 75

1 BI948270/225
Hordeum 
vulgare

76 75

1 TC259334/226 Arabidopsis 77 75

1 BQ767154/227
Hordeum 
vulgare

78 73

1 TC60345/228
Saccharum 
officinarum

79 73

1 TC138474/229
Hordeum 
vulgare

80 85
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Homólogos de ABST

SEC ID Nº: de gen 
putativo de ABST 

de 
monocotiledónea

Homólogo de polipéptido de 
ABST, codificado por el número 
de referencia de TIGR/SEC ID 

Nº:

Organismo de 
origen

SEC ID Nº: de 
homólogo de 
polipéptido de 

ABST

Homología en la 
secuencia 

polipeptídica (%)

1 TC41472/230 Populus 81 72

1 BJ458177/231
Hordeum 
vulgare

82 72

1 CB674176/232 Oryza sativa 83 82

1 TC216405/233 Glycine max 84 88

1 AJ777371/234 Populus 85 70

1 CV019213/235 Tabaco 86 85

1 CK215690/236
Triticum 
aestivum

87 80

1 CD830784/237 canola 88 85

1 CA624722/238
Triticum 
aestivum

89 85

1 TC32906/239 Populus 90 76

1 CR285127/240 Oryza sativa 91 89

1 TC251945/241
Triticum 
aestivum

92 62,89

3 TC132394/243
Hordeum 
vulgare

94 75

3 TC267180/244
Triticum 
aestivum

95 77

3 TC261921/245 Zea mays 96 87

3 TC267181/246
Triticum 
aestivum

97 74

3 TC261922/247 Zea mays 98 81

3 TC267182/248
Triticum 
aestivum

99 73

180 TC249531/249 Zea mays 100 87,89

180 TC232170/250
Triticum 
aestivum

101 88,64

180 TC146720/251
Hordeum 
vulgare

102 88,93

180 TC249329/252 Oryza sativa 103 85,99

180 TC249532/253 Zea mays 104 89,72

180 TC232150/254
Triticum 
aestivum

105 86,18

180 TC249330/256, 255 Oryza sativa 106 78,03

180 CB672603/256 Oryza sativa 107 78,01
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Homólogos de ABST

SEC ID Nº: de gen 
putativo de ABST 

de 
monocotiledónea

Homólogo de polipéptido de 
ABST, codificado por el número 
de referencia de TIGR/SEC ID 

Nº:

Organismo de 
origen

SEC ID Nº: de 
homólogo de 
polipéptido de 

ABST

Homología en la 
secuencia 

polipeptídica (%)

180 TC32440/257 Gossypium 108 81

5 TC119105/258
Solanum 

tuberosum
109 72

7 TC247999/259
Triticum 
aestivum

110 78

7 TC247359/260
Triticum 
aestivum

111 77

7 TC132566/261
Hordeum 
vulgare

112 77

7 TC248676/262
Triticum 
aestivum

113 74

7 TC249667/263 Oryza sativa 114 77

7 TC66618/264
Saccharum 
officinarum

115 88

11 TC253495/282 Oryza sativa 116 79,3

11 TC267485/283
Triticum 
aestivum

117 77

11 TC148621/284
Hordeum 
vulgare

118 76

11 TC275474/285 Oryza sativa 119 85

9 TC275473/265 Oryza sativa 139 90,53

9 TC224823/266 Glycine max 140 75

9 TC234990/267
Triticum 
aestivum

141 74

9 TC266178/268
Triticum 
aestivum

142 73

9 TC119051/269
Solanum 

tuberosum
143 83

9 TC56409/270
Saccharum 
officinarum

144 75

9 TC35873/271 Populus 145 80

9 TC119052/272
Solanum 

tuberosum
146 82

9 TC112169/274
Solanum 

tuberosum
148 84

9 TC254696/276, 275 Zea mays 149 79

9 TC254696/276 Zea mays 150 82

9 TC248906/277 Oryza sativa 151 77
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Homólogos de ABST

SEC ID Nº: de gen 
putativo de ABST 

de 
monocotiledónea

Homólogo de polipéptido de 
ABST, codificado por el número 
de referencia de TIGR/SEC ID 

Nº:

Organismo de 
origen

SEC ID Nº: de 
homólogo de 
polipéptido de 

ABST

Homología en la 
secuencia 

polipeptídica (%)

9 TC154007/278
Lycopersicon 
esculentum

152 82

9 TC6466/279
Capsicum 
annuum

153 74

9 TC131227/280
Hordeum 
vulgare

154 74

9 TC27564/281 Gossypium 155 71

EJEMPLO 2

Generación de los genes de ABST de monocotiledóneas putativos
5

Las secuencias de ADN de los genes de ABST de monocotiledóneas se sintetizaron por GeneARt 
(http://www.geneart.com/). El ADN sintético se diseñó in silico, basándose en las secuencias de aminoácidos 
codificadas de los genes de ABST de monocotiledóneas (SEC ID Nº: 2, 4, 6, 12) y usando tablas de uso de codones 
calculadas a partir de transcriptomas de plantas (los ejemplos de dichas tablas pueden encontrarse en las tablas de 
uso de codones disponibles on-line en http://www.kazusa.or.jp/codon/). Las secuencias codificantes optimizadas se 10
diseñan de tal forma que no se introducen cambios en la secuencia de aminoácidos codificada mientras que se usan 
codones preferidos para la expresión en plantas dicotiledóneas (principalmente tomate y Arabidopsis) y plantas 
monocotiledóneas, tales como maíz. Se introdujo al menos una mutación silente por cada 20 pares de bases 
nucleotídicas en la secuencia comparado con las secuencias de monocotiledóneas ortólogas para evitar el posible 
silenciamiento cuando se sobreexpresa el gen en especies de monocotiledóneas, tales como maíz. Se añadieron los 15
siguientes sitios de enzima de restricción a las secuencias optimizadas: SalI, XbaI, BamHI, SmaI en el extremo 5' y 
SacI en el extremo 3'. Las secuencias sintetizadas por el proveedor (GeneArt, Gmbh) se clonaron en el plásmido 
pCR-Script. Las secuencias resultantes son las SEC ID Nº: 156, 157, 158, 159; que representan a los ABST de 
monocotiledóneas originales de SEC ID Nº: 3, 5, 11, respectivamente, tal como se describe en la tabla 3 anterior.

20
EJEMPLO 3

Clonación de los genes de ABST putativos

Los plásmidos PCR-Script que portaban los genes sintéticos de ABST basados en monocotiledóneas se digirieron 25
con las endonucleasas de restricción XbaI y SacI (Roche). El fragmento resultante se purificó usando un kit de 
extracción en gel (Qiagen, Alemania) y se ligaron usando una enzima ADN ligasa T4 (Roche) en el vector de 
expresión en plantas pKG(NOSter), (SEC ID Nº: 136), cortado con las mismas enzimas. El plásmido pKG está 
basado en el armazón de PCR-Script, con varios cambios en el sitio polienlazador para facilitar la clonación de 
genes de interés cadena abajo de un promotor y cadena arriba de un terminador adecuado para la expresión en 30
células vegetales. Como resultado, el gen insertado, junto con el promotor y el terminador pueden moverse 
fácilmente a un vector binario.

El pKG(NOSter) resultante portador de los genes de ABST de monocotiledónea putativos se introdujeron en células 
complementarias de E. coli DH5 mediante electroporación, usando un electroporador MicroPulser (Biorad), cubetas 35
de 0,2 cm (Biorad) y el programa de electroporación EC-2 (Biorad). Las células tratadas se cultivaron en medio 
líquido LB a 37 °C durante 1 hora, después se plantaron en agar LB suplementado con ampicilina (100 mg/l) y se 
incubaron a 37 °C durante 16 horas. Las colonias que se desarrollaron en el medio selectivo se analizaron mediante 
PCR usando los cebadores de SEC ID Nº: 132 y de SEC ID Nº: 133 que se diseñaron para abarcar la secuencia 
insertada en los plásmidos pKG. Los productos de PCR resultantes se separaron en geles de agarosa al 1 % y las 40
colonias "PCR-positivas" se marcaron y crecieron adicionalmente. El ADN de las colonias positivas se aisló (Qiagen) 
y se secuenció usando el secuenciador ABI 377 (Amersham Biosciences Inc) para verificar la ausencia de 
mutaciones en la secuencia final.

La secuencia del promotor At6669 (expuesta en la SEC ID Nº: 121) se insertó en todos los plásmidos pKG(NOSter) 45
que portaban genes de ABST de monocotiledónea putativos usando las enzimas de restricción HindIII y SaII 
(Roche). Las colonias se analizaron mediante PCR usando los cebadores de SEC ID Nº: 138 y SEC ID Nº: 133. Se 
identificaron los plásmidos positivos, se aislaron y se secuenciaron tal como se describió anteriormente.
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EJEMPLO 4

Generación de vectores binarios que comprenden genes de ABST de monocotiledónea putativos y promotores de 
plantas para dirigir la expresión de los mismos.

5
Generación de vectores binarios que comprenden el promotor At6669: Las cuatro construcciones de 
pKG(At6669+NOSter) que portaban genes de ABST de monocotiledóneas putativos cadena abajo de la secuencia 
del promotor At6669 (expuesta en la SEC ID Nº: 121), y cadena arriba del terminador de nopalina sintasa (NOS), se 
digirieron con HindIII (Roche) para cortar los casetes de expresión que se ligaron en el plásmido pGI digerido con las 
mismas endonucleasas de restricción. En conjunto, se generaron cuatro construcciones de pGI, comprendiendo 10
cada una el promotor At6669 posicionado cadena arriba de un gen de ABST de monocotiledónea putativo que tiene 
una secuencia expuesta en las SEC ID Nº: 1, 3, 5, 11.

El plásmido pPI se construyó insertando una secuencia de señal de poli-(A) sintética, originada a partir del vector 
plasmídico básico pGL3 (Promega, n.º de ref. U47295; pb 4658-4811) en el sitio de restricción de HindIII del vector 15
binario pBI101.3 (Clontech, n.º de ref. U12640). En algunos casos el armazón binario del plásmido usado fue pGI, 
que es similar a pPI pero el gen GUS se reemplazó por el gen GUS-intrón (Vancanneyt. G, et al MGG 220, 245-50, 
1990).

El promotor At6669 se aisló a partir de ADN genómico de la variante Col0 de Arabidopsis thaliana mediante 20
amplificación PCR usando los cebadores expuestos en las SEC ID Nº: 134 y 135. El producto PCR se purificó 
(Qiagen, Alemania) y se digirió con las endonucleasas de restricción HindIII y SaII (Roche). La secuencia promotora 
resultante se introdujo en el vector pPI binario abierto digerido con las mismas enzimas, para producir el plásmido 
pPI+At6669.

25
EJEMPLO 5

Transformación de células Agrobacterium tumefaciens con vectores binarios que portan genes de ABST de 
monocotiledónea putativos

30
Cada uno de los vectores binarios descritos en el ejemplo 4 anterior se usó para transformar células de 
Agrobacterium. Se usaron dos construcciones binarias adicionales, que tienen el gen indicador de luciferasa que 
reemplaza al gen de ABST de monocotiledónea (situado cadena abajo del promotor 35S o At6669) como controles 
negativos.

35
Los vectores binarios se introdujeron en células de Agrobacterium tumefaciens GV301, o LB4404 competentes 
(aproximadamente 109 células/ml) mediante electroporación. La electroporación se efectuó usando un 
electroporador MicroPulser (Biorad), cubetas de 0,2 cm (Biorad) y el programa de electroporación EC-2 (Biorad). Las 
células tratadas se cultivaron en medio líquido LB a 28 °C durante 3 hora, después se plantaron sobre LB agar 
suplementado con gentamicina (50 mg/l; para las cepas de GV301 de Agrobacterium) o estreptomicina (300 mg/l; 40
para la cepa LB4404 de Agrobacterium) y kanamicina (50 mg/l) a 28 °C durante 48 horas. Las colonias de 
Agrobacterium que se desarrollaron en medio selectivo se analizaron mediante PCR usando los cebadores 
expuestos en las SEC ID Nº: 132 y 138, que se diseñaron para abarcar la secuencia insertada en el plásmido pPI. 
Los productos de PCR resultantes se aislaron y secuenciaron tal como se describe en el ejemplo 4 anterior, para 
verificar que las secuencias de ABST correctas se introdujeron de manera adecuada en las células de 45
Agrobacterium.

EJEMPLO 6

Transformación de plantas de Arabidopsis thaliana con genes de ABST de monocotiledónea putativos50

Se transformaron plantas de Arabidopsis thaliana Columbia (plantas To) usando el procedimiento de inmersión floral 
descrito por Clough y Bent (10) y por Desfeux et al., (11), con modificaciones menores. En resumen, las plantas To 
se sembraron en macetas de 250 ml rellenas con mezcla de crecimiento húmeda a base de turba. Las macetas se 
cubrieron con película de aluminio y una cubierta de plástico, se mantuvieron a 4 °C durante 3-4 días, después se 55
destaparon y se incubaron en una cámara de crecimiento a 18-24 °C con ciclos de luz/oscuridad de 16/8 horas. Las 
plantas To estaban listas para la transformación seis días después de la antesis.

Se generaron colonias individuales de Agrobacterium que portaban las construcciones binarias tal como se describe 
en el ejemplo 5 anterior. Las colonias se cultivaron en medio LB suplementado con kanamicina (50 mg/l) y 60
gentamicina (50 mg/l). Los cultivos se incubaron a 28 °C durante 48 horas con agitación vigorosa y después se 
centrifugaron a 4000 rpm durante 5 minutos. Los precipitados que comprendían células de Agrobacterium se 
resuspendieron en medio de transformación que contenía medio Murashige-Skoog de fuerza media (2,15 g/l) 
(Duchefa); bencilaminopurina 0,044 mM (Sigma); vitaminas Gambourg B5 112 mg/l (Sigma); sacarosa al 5%; y L-77 
de Silwet 0,2 ml/l (OSI Specialists, CT) en agua doble destilada, a un pH de 5,7.65
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La transformación de plantas To se efectuó invirtiendo cada planta en suspensión de Agrobacterium, de tal forma 
que el tejido vegetal por encima del suelo se sumergió durante 3-5 segundos. Cada planta To inoculada se colocó 
inmediatamente en una bandeja de plástico, después se cubrió con una cubierta de plástico transparente para 
mantener la humedad y se mantuvo en la oscuridad a temperatura ambiente durante 18 horas, para facilitar la 
infección y la transformación. Las plantas transformadas (transgénicas) se destaparon y se transfirieron a un 5
invernadero para su recuperación y maduración. Las plantas transgénicas To se cultivaron en el invernadero durante 
3-5 semanas hasta que las silicuas estaban marrones y secas. Se cosecharon las semillas de las plantas y se 
mantuvieron a temperatura ambiente hasta la siembra.

Para generar plantas transgénicas de T1 y T2 que portaban los genes, las semillas recogidas de plantas To 10
transgénicas se esterilizaron superficialmente empapándolas en etanol al 70 % durante 1 minuto, seguido de 
empapamiento en hipoclorito de sodio al 5 % y triton al 0,05% durante 5 minutos. Las semillas esterilizadas 
superficialmente se lavaron exhaustivamente en agua destilada estéril y después se colocaron en placas de cultivo 
que contenían medio Murashige-Skoog de fuerza media (Duchefa); sacarosa al 2%; agar de plantas al 0,8%; 
kanamicina 50 mM; y carbenicilina 200 mM (Duchefa). Las placas de cultivo se incubaron a 4 °C durante 48 horas y 15
después se transfirieron a una sala de cultivo a 25 °C durante una semana adicional de incubación. Las plantas de 
Arabidopsis de T1 vitales se transfirieron a placas de cultivo nuevas durante otra semana de incubación. Después de 
incubar, las plantas de T1se retiraron de las placas de cultivo y se plantaron en mezcla de cultivo contenida en 
macetas de 250 ml. Se dejaron crecer las plantas transgénicas en un invernadero hasta su madurez. Las semillas 
cosechadas de T1 se cultivaron hasta la madurez como plantas de T2 en las mismas condiciones usadas para 20
cultivar y crecer las plantas de T1.

EJEMPLO 7

Evaluación de la germinación de plantas transgénicas cultivadas en condiciones de estrés abiótico25

La tolerancia al estrés por salinidad u osmótico se dirige a identificar genes que confieren una mejor germinación, 
vigor de la plántula o crecimiento con alta salinidad, sequía o una combinación de estos y otros estreses 
ambientales. Las plantas difieren en su tolerancia a la sal (NaCl) dependiendo de su estadío de desarrollo, por lo 
tanto, se evalúan la germinación de la semilla, el vigor de la plántula y las respuestas al crecimiento de la planta.30

Se efectúa una prueba de tolerancia a la salinidad tomando plantas en diferentes estados de desarrollo e 
irrigándolas con concentraciones crecientes de NaCl (por ejemplo, 50 mM, 100 mM, 200 mM, 400 mM). Las plantas 
transgénicas se comparan con plantas de control en cuanto a su apariencia fenotípica externa, grado de 
marchitamiento, y éxito general para alcanzar la madurez y rendir una descendencia a concentraciones inhibidoras 35
para las plantas de control. Los parámetros cuantitativos de tolerancia medidos son como para el caso anterior el 
peso medio húmedo y seco, y el peso de las semillas producidas, el tamaño medio de las semillas y el número de 
semillas producidas por planta. Los ensayos de estrés osmótico (incluyendo ensayos de NaCl y de manitol) se llevan 
a cabo para determinar si un fenotipo tolerante al estrés osmótico es específico de NaCl o si es un fenotipo 
relacionado con el estrés osmótico en general. Las plantas tolerantes al estrés osmótico son en general más 40
tolerantes a la sequía, a la salinidad y a las condiciones heladas y por lo tanto son muy valiosas en cuanto a sus 
rasgos agrícolas.

Métodos:
45

El método usado para ensayar las plantas respecto de la tolerancia al estrés abiótico incluye la prueba de la 
germinación y de crecimiento de la plántula en condiciones adversas, tales como alta salinidad y alta osmoticidad.

Ensayo de germinación - Las pruebas de germinación comparan el porcentaje de semillas de plantas transgénicas 
que pueden completar el proceso de germinación (protrusión de la radícula desde la envuelta de la semilla y la 50
apertura completa de los cotiledones) al porcentaje de semillas de plantas de control tratadas del mismo modo. La 
evaluación de la germinación y vigor de la plántula se lleva a cabo durante tres semanas después de plantar. Para 
medir la germinación y el crecimiento de la plántula, las plantas de T2 se esterilizan superficialmente y se siembran 
individualmente en placas de agar cuadradas que contienen, por ejemplo, medio basal solidificado suplementado 
con alta salinidad (por ejemplo, 50 mM, 100 mM, 200 mM, 400 mM) o alta osmoticidad (por ejemplo, 50 mM, 100 55
mM, 200 mM, 400 mM de manitol). El medio basal es medio Murashige-Skoog al 50 % (MS) + vitaminas 
suplementado con agar de planta al 0,8 % como agente solidificante. Después de la siembra, las placas se 
transfieren durante 2-3 días a 4 °C para su estratificación y después se cultivan durante tres semanas.

Para seguir la germinación y crecimiento en condiciones adversas las placas se exploran manualmente o 60
automáticamente y se determina el tamaño de la planta. Pueden analizarse de cinco a diez eventos a partir de cada 
construcción. Las plantas que expresan los genes de esta invención se comparan con plantas de control sembradas 
en las mismas placas en las mismas condiciones o con la medida media de todas las construcciones, semillas y 
eventos sembrados.

65
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EJEMPLO 8

Evaluación del crecimiento de plantas transgénicas en condiciones de estrés abiótico

Métodos:5

Resistencia al estrés y análisis - Un experimento complementario efectuado con plántulas hace un seguimiento de la 
tolerancia de las plantas a condiciones adversas. Las semillas esterilizadas superficialmente se siembran en medio 
basal [medio Murashige-Skoog (MS) al 50 % + vitaminas suplementado con agar de planta al 0,8% como agente 
solidificante] en presencia de kanamicina (para plantas transgénicas) o en su ausencia (para plantas de control de 10
tipo silvestre). Después de la siembra, las placas se transfirieron durante 2-3 días a 4 °C para su estratificación y 
después se cultivaron a 25 °C en ciclos diarios de 23 horas de luz 1 hora de oscuridad durante 7 a 10 días. En ese 
momento, las plántulas seleccionadas al azar se transfirieron cuidadosamente a placas que contenían condiciones 
de alta salinidad (NaCl 150 mM) o condiciones semejantes a la alta osmolaridad encontrada durante la sequía 
(manitol 210 mM). Se efectuó un seguimiento del crecimiento de la planta en función del tiempo usando obtención de 15
imágenes digitales. Para efectuar un seguimiento del crecimiento de plantas en condiciones adversas, se fotografió a 
las plantas en el día que se transfirieron a las condiciones de estrés (día 0). Posteriormente se tomaron fotografías 
cada pocos días después de transferir las plantas a la condición de estrés y hasta 12 días después de la 
transferencia. El tamaño de las plantas se determinó a partir de las imágenes digitales tomadas. Se usó el programa 
informático ImageJ para cuantificar el tamaño de la planta a partir de las fotografías digitales 20
(http://rsb.info.nih.gov/ij/). Se diseñaron scripts propios para analizar el tamaño de las plantas individuales en función 
del tiempo. La figura 1 muestra la metodología usada para la cuantificación del área de la imagen. Se analizaron de 
cinco a diez sucesos de transformación de cada construcción y se analizaron al menos 6 plantas seleccionadas al 
azar de cada evento en cada experimento de estrés. Las plantas que expresaban los genes de la presente invención 
se compararon bien con plantas de control sembradas en las mismas placas de inducción de estrés (controles25
internos) o con la medida media de todas las plantas de control usadas en el mismo experimento (todos los 
controles).

Análisis estadístico - Para identificar genes que confieren tolerancia a las plantas que muestran diferencias 
significativas, se analizaron los datos de área de plantas usando el programa estadístico JMP (Versión 5.2.1, SAS 30
Institute Inc., Cary, NC, EE.UU.). Se usó un ANOVA (ANálisis de la VArianza) de una vía para detectar la variación 
entre los diferentes genes (poblaciones de eventos independientes) y plantas de control e identificar construcciones 
y eventos que mostraban un rendimiento sobresaliente estadísticamente diferente. Para el análisis génico frente al 
control se empleó una prueba de t de Student, usando una significación de p < 0,05. Para encontrar eventos de 
transformación independientes significativamente diferentes con un área de la planta aumentada se empleó la 35
prueba HSD (diferencia significativa honesta) usando una significación de p < 0,05. Se usó ANOVA de dos vías para 
identificar eventos que mostraron diferencias significativas en el área de la planta en determinados instantes del día 
comparados con el área media de las plantas de control que crecían bien en las mismas placas o en todas las 
placas del mismo experimento. Se utilizó la prueba de la t de Student para comparar eventos de transformación 
independientes para controlar plantas.40

Resultados:

Para identificar genes que proporcionen tolerancia a la salinidad u osmoticidad, se generaron plantas de T2 a partir 
de 5 a 10 eventos transgénicos independientes a partir de cada construcción. Se recogieron las semillas de las 45
plantas de T2 y se analizaron las plantas producidas a partir de estas. Tal como se detalla anteriormente, se 
sembraron las plantas en un medio de selección en el que las plantas transgénicas son capaces de prosperar 
(kanamicina) y después de 7-10 días (estado de 4-6 hojas) se transfirieron las plantas a un medio productor de 
estrés: alta salinidad (150 mM) o alta osmoticidad (manitol 210 mM). El tamaño de las plantas se analizó desde el 
día de la transferencia y hasta 12 días posteriores. Se usaron la prueba de la t de Student y la prueba HSD de 50
Turkey para identificar los eventos que muestran un rendimiento sobresaliente en comparación con las plantas de 
tipo silvestre.

Se muestran los resultados de las plantas transgénicas que expresan las SEC ID Nº: 156, 157, 158, 159; que 
representan a los ABST de monocotiledóneas originales de SEC ID Nº: 3, 5, 11, respectivamente, tal como se 55
describen en la tabla 4 anterior bajo el promotor At6669 (SEC ID Nº: 121). Se encontraron diferencias significativas 
en la capacidad de las plantas transgénicas para crecer en presencia de un estrés por alta salinidad y/o un estrés 
por alta osmoticidad. La tabla 5 a continuación resume los hallazgos de los eventos sobresalientes que confieren 
tolerancia al estrés osmótico en comparación con plantas de control. Varias construcciones incluidas en esta 
solicitud proporciona las plantas transgénicas con una capacidad mejorada para resistir al estrés abiótico.60

Tal como se muestra, 4 de 5 eventos de transformación que expresan a la SEC ID Nº: 156 mejoraron la tolerancia a 
la osmoticidad de manera significativa, según se juzga por la capacidad de las plantas transgénicas para continuar 
desarrollando también una alta concentración osmótica (véase la tabla 5, filas 1-5). Los resultados obtenidos para la 
SEC ID Nº: 156 también se muestran en la figura 2. En el panel A se muestran imágenes procesadas tomadas en el 65
día 0, 5 y 12 de la placa que contenía las plantas transgénicas y de control. El panel B muestra el área media de la 
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planta de los diferentes eventos en los diferentes instantes. Los eventos 1, 2, 3 y 4 son significativamente más 
tolerantes a la osmoticidad (p < 0,05). Otras construcciones de esta solicitud también protegen a las plantas de los 
efectos de la alta osmoticidad. De nuevo, cuatro de cinco eventos de transformación independientes que expresaban 
la SEC ID Nº: 159 mostraron una capacidad significativamente aumentada para crecer en condiciones de alta 
osmoticidad (tabla 5 a continuación, filas 6-10). Además, uno de los eventos que expresaban la SEC ID Nº: 158 5
mostró una tolerancia significativamente alta a la alta osmoticidad que sus correspondientes plantas de control.

Tabla 5

Media LS de plantas transgénicas de Arabidopsis de T2 cultivadas en presencia de manitol 210 mM

Número 
de fila

Transgén (SEC ID Nº)
n.º de 
evento

Número de 
plantas 

ensayadas

Media de mínimos cuadrados 
de áreas medidas (cm2)

Error 
estándar

1 156 Evento 1 n = 6 0,1635 0,0091

2 156 Evento 2 n = 6 0,1566 0,0091

3 156 Evento 3 n = 6 0,1547 0,0091

4 156 Evento 4 n = 6 0,1480 0,0091

5
CONTROL de eventos 1-4 
SEC ID Nº: 156 y evento 1, 

SEC ID Nº: 158
-- n = 6 0,1150 0,0091

6 159 Evento 1 n = 6 0,1141 0,0050

7 159 Evento 2 n = 6 0,1104 0,0050

8 159 Evento 3 n = 6 0,1020 0,0050

9 159 Evento 4 n = 6 0,0824 0,0050

10
CONTROL de eventos 1-4 

SEC ID Nº: 159
-- n = 6 0,0681 0,0050

11 158 Evento 1 n = 6 0,1703 0,0090

Los resultados de las pruebas de tolerancia a la salinidad se resumen en la tabla 6 a continuación. Tal como se 10
detalla en la tabla 6 (filas 1-4), tres eventos transgénicos independientes con una construcción que contenía a la 
SEC ID Nº: 156 mostraron una tolerancia significativamente mayor al estrés por salinidad que las plantas de control 
en el experimento (p < 0,05). Se obtuvieron resultados similares con plantas que expresaban a la SEC ID Nº: 159. 
También en este caso, tres eventos transgénicos diferentes mostraron una tolerancia aumentada significativa al 
estrés por salinidad en comparación con sus plantas de control coincidentes (véase la tabla 6, filas 5-9).15

Tabla 6

Media LS de plantas transgénicas de Arabidopsis de T2 cultivadas en presencia de NaCl 150 mM

Número 
de fila

Transgén (SEC ID Nº) Promotor

Número de 
plantas 

ensayada
s

Media de mínimos cuadrados 
de áreas medidas (cm2)

Error 
estándar

1 156 Evento 1 n = 6 0,3146 0,0112

2 156 Evento 2 n = 6 0,2459 0,0112

3 156 Evento 3 n = 6 0,2445 0,0112

4
CONTROL de todos los 
eventos SEC ID Nº: 156

-- n = 48 0,2165 0,003722

5 159 Evento 1 n = 6 0,2541 0,0110

6
CONTROL de evento 1 

SEC ID Nº: 159
-- n = 6 0,2154 0,0110

7 159 Evento 2 n = 6 0,2278 0,0122
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Media LS de plantas transgénicas de Arabidopsis de T2 cultivadas en presencia de NaCl 150 mM

Número 
de fila

Transgén (SEC ID Nº) Promotor

Número de 
plantas 

ensayada
s

Media de mínimos cuadrados 
de áreas medidas (cm2)

Error 
estándar

8 159 Evento 3 n = 6 0,2261 0,0122

9
CONTROL de evento 2 y 
evento 3 SEC ID Nº: 159

-- n = 6 0,1906 0,0122

Se llevaron a cabo experimentos independientes para evaluar la capacidad de las construcciones para proporcionar 
salinidad y alta tolerancia osmótica como parte de este estudio. Se encontró que los genes protegían a las plantas 
transgénicas contra los efectos perjudiciales de ambos estreses. Estos resultados tomados en su conjunto 
demuestran claramente la capacidad de los genes y construcciones incluidas en la presente solicitud para 5
proporcionar tolerancia al estrés abiótico.

Ejemplo 9

Evaluación de cambios en la arquitectura de la raíz debido a la expresión de genes de ABST de monocotiledónea10

Muchos rasgos clave en la agricultura moderna pueden explicarse mediante cambios en la arquitectura de la raíz. El 
tamaño de la raíz y la profundidad se correlaciona con la tolerancia a la sequía y la eficacia del uso de fertilizante. 
Los sistemas radiculares profundos pueden acceder al agua almacenada en capas de suelo más profundas. De 
manera similar, un sistema radicular altamente ramificado proporciona una mejor cobertura del suelo y por lo tanto 15
puede absorber de manera eficaz todos los macro y micronutrientes disponibles, dando como resultado una eficacia 
potenciada del uso de fertilizante. Para probar si las plantas transgénicas producen una estructura radicular 
diferente, las plantas se cultivan en placas de agar situadas verticalmente. Las placas se fotografían cada pocos días 
y se evalúa el tamaño, la longitud y el área abarcada por las raíces de las plantas. A partir de cada construcción 
creada, se comprueban varios eventos de transformación independientes. Para evaluar diferencias significativas 20
entre características radiculares, es posible aplicar ANOVA de una y dos vías usando la prueba de la t de Student o 
la prueba de HSD de Turkey para identificar los eventos que muestran características radiculares sobresalientes y 
para proporcionar una puntuación estadística a los hallazgos (véase el ejemplo 8 anterior).

Ejemplo 1025

Aumento de biomasa de las plantas transgénicas de la presente invención

Las plantas transgénicas de T1 o T2 generadas tal como se describe anteriormente se trasplantan individualmente a 
macetas que contienen una mezcla de crecimiento de turba y vermiculita (relación de volumen 3:2, 30
respectivamente). Las macetas se cubren durante un periodo de 24 h para el fortalecimiento, después se colocan en 
el invernadero en un orden completamente aleatorio y se irrigan con agua corriente (proporcionada a través del 
fondo de la maceta cada 3-5 días) durante siete días. A continuación, se irriga a la mitad de las plantas con una 
solución salina (NaCl 100 mM y CaCl2 5 mM) para inducir el estrés por salinidad (condiciones de estrés). La otra 
mitad de las plantas sigue irrigándose con agua corriente (condiciones normales). Todas las plantas se cultivan en el 35
invernadero con una HR del 100 % durante 28 días, después se cosechan (el tejido en la superficie) se pesan 
(inmediatamente o después de secarlas en un horno a 50°C durante 24 h).

Se apreciará que determinadas características de la invención, que por claridad se describen en el contexto de 
realizaciones separadas, también pueden proporcionarse en combinación en una sola realización. Por el contrario, 40
diversas características de la invención, que por brevedad, se describen en el contexto de una sola realización, 
también pueden proporcionarse por separado o en cualquier combinación adecuada.
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<210> 1
<211> 1037
<212> ADN
<213> Sorghum bicolor
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<400> 1
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<210> 2
<211> 151
<212> PRT5
<213> Sorghum bicolor

<400> 2
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<210> 3
<211> 1346
<212> ADN5
<213> Sorghum bicolor

<400> 3
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<210> 4
<211> 258
<212> PRT5
<213> Sorghum bicolor

<400> 4
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33

<210> 5
<211> 1092
<212> ADN5
<213> Sorghum bicolor

<400> 5
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34

<210> 6
<211> 362
<212> PRT5
<213> Sorghum bicolor

<400> 6
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<210> 7
<211> 1726
<212> ADN5
<213> Sorghum bicolor

<400> 7

10

<210> 8
<211> 381
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<212> PRT
<213> Sorghum bicolor
<400> 8
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<210> 9
<211> 1097
<212> ADN5
<213> Sorghum bicolor

<400> 9

10

<210> 10
<211> 249
<212> PRT
<213> Sorghum bicolor15

<400> 10
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<210> 11
<211> 1160
<212> ADN5
<213> Sorghum bicolor

<400> 11
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<210> 12
<211> 254
<212> PRT5
<213> Sorghum bicolor

<400> 12

E06766224
14-12-2015ES 2 556 216 T3

 



42

<210> 13
<211> 151
<212> PRT5
<213> Zea mays

<400> 13
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<210> 14
<211> 171
<212> PRT5
<213> Saccharum officinarum

<400> 14
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<210> 15
<211> 172
<212> PRT5
<213> Sorghum bicolor

<400> 15

10
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<210> 16
<211> 151
<212> PRT5
<213> Saccharum officinarum

<400> 16

10
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<210> 17
<211> 187
<212> PRT
<213> Sorghum bicolor

5
<400> 17

<210> 1810
<211> 184
<212> PRT
<213> Oryza sativa

<220>15
<221> misc_feature
<222> (1)..(2)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoácido de origen natural

<400> 1820
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47

<210> 19
<211> 1515
<212> PRT
<213> Zea mays

<400> 19
10
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<210> 20
<211> 183
<212> PRT5
<213> Hordeum vulgare

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(2)10
<223> Xaa puede ser cualquier aminoácido de origen natural

<400> 20
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<210> 21
<211> 178
<212> PRT5
<213> Oryza sativa

<400> 21
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<210> 22
<211> 170
<212> PRT5
<213> Triticum aestivum

<400> 22

10
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<210> 23
<211> 177
<212> PRT5
<213> Triticum aestivum

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(2)10
<223> Xaa puede ser cualquier aminoácido de origen natural

<400> 23
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<210> 24
<211> 171
<212> PRT5
<213> Hordeum vulgare

<400> 24
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<210> 25
<211> 116
<212> PRT5
<213> Triticum aestivum

<400> 25
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54

<210> 26
<211> 116
<212> PRT5
<213> Zea mays

<400> 26

10

<210> 27
<211> 122
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<212> PRT
<213> Saccharum officinarum

<400> 27
5

<210> 28
<211> 210
<212> PRT10
<213> Triticum aestivum

<220>
<221> misc_feature
<222> (38)..(38)15
<223> Xaa puede ser cualquier aminoácido de origen natural

<400> 28
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56

<210> 29
<211> 92
<212> PRT5
<213> Zea mays

<400> 29
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57

<210> 30
<211> 96
<212> PRT5
<213> Triticum aestivum

<220>
<221> misc_feature
<222> (86)..(86)10
<223> Xaa puede ser cualquier aminoácido de origen natural

<400> 30

15

<210> 31
<211> 327
<212> PRT
<213> Sorghum bicolor20

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(2)
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<223> Xaa puede ser cualquier aminoácido de origen natural

<400> 31

5
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<210> 32
<211> 265
<212> PRT5
<213> Saccharum officinarum

<400> 32
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<210> 33
<211> 320
<212> PRT5
<213> Sorghum bicolor
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<400> 33
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62

<210> 34
<211> 265
<212> PRT5
<213> Saccharum officinarum

<400> 34
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<210> 35
<211> 200
<212> PRT5
<213> Saccharum officinarum
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<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(2)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoácido de origen natural

5
<400> 35

<210> 3610
<211> 381
<212> PRT
<213> Sorghum bicolor

<400> 3615
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<210> 37
<211> 308
<212> PRT
<213> Saccharum officinarum

5
<400> 37
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68

<210> 38
<211> 257
<212> PRT5
<213> Zea mays

<400> 38

ES 2 556 216 T3

 



69

<210> 39
<211> 255
<212> PRT5
<213> Zea mays

<400> 39

ES 2 556 216 T3

 



70

<210> 40
<211> 254
<212> PRT5
<213> Sorghum bicolor

<400> 40
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71

<210> 41
<211> 252
<212> PRT5
<213> Zea mays

<400> 41
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<210> 42
<211> 159
<212> PRT5
<213> Saccharum officinarum

<400> 42
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73

<210> 43
<211> 151
<212> PRT5
<213> Brassica napus

<400> 43

10
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74

<210> 44
<211> 151
<212> PRT5
<213> Brassica napus

<400> 44

10

<210> 45
<211> 151
<212> PRT
<213> Solanum tuberosum15

<400> 45

ES 2 556 216 T3

 



75

<210> 46
<211> 1515
<212> PRT
<213> Gossypium hirsutum

<400> 46
10
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<210> 47
<211> 151
<212> PRT5
<213> Gossypium hirsutum

<400> 47
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<210> 48
<211> 151
<212> PRT5
<213> Lycopersicon esculentum

<400> 48

10
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<210> 49
<211> 151
<212> PRT5
<213> Lycopersicon esculentum

<400> 49

10
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<210> 50
<211> 151
<212> PRT
<213> Lycopersicon esculentum5

<400> 50

10
<210> 51
<211> 151
<212> PRT
<213> Lycopersicon esculentum

15
<400> 51
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<210> 52
<211> 1515
<212> PRT
<213> Solanum tuberosum

<400> 52
10
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<210> 53
<211> 151
<212> PRT5
<213> Solanum tuberosum

<400> 53
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<210> 54
<211> 151
<212> PRT5
<213> Solanum tuberosum

<400> 54
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<210> 55
<211> 151
<212> PRT5
<213> Solanum tuberosum

<400> 55
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<210> 56
<211> 151
<212> PRT5
<213> Capsicum annuum

<400> 56

10
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<210> 57
<211> 151
<212> PRT5
<213> Arabidopsis thaliana

<400> 57

10
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<210> 58
<211> 151
<212> PRT
<213> Brassica napus5

<400> 58

10
<210> 59
<211> 151
<212> PRT
<213> Brassica napus

15
<400> 59
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<210> 60
<211> 1515
<212> PRT
<213> Brassica napus

<400> 60
10
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<210> 61
<211> 151
<212> PRT5
<213> Gossypium hirsutum

<400> 61
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<210> 62
<211> 151
<212> PRT5
<213> Gossypium hirsutum

<400> 62
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<210> 63
<211> 151
<212> PRT5
<213> Gossypium hirsutum

<400> 63
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<210> 64
<211> 151
<212> PRT5
<213> Arabidopsis thaliana

<400> 64

10
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<210> 65
<211> 151
<212> PRT5
<213> Glycine max

<400> 65
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<210> 66
<211> 215
<212> PRT5
<213> Capsicum annuum

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(3)10
<223> Xaa puede ser cualquier aminoácido de origen natural

<400> 66
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<210> 67
<211> 151
<212> PRT5
<213> Populus tremula x Populus tremuloides

<400> 67
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<210> 68
<211> 151
<212> PRT5
<213> Medicago truncatula

<400> 68

10
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<210> 69
<211> 151
<212> PRT5
<213> Populus tremula x Populus tremuloides

<400> 69

10

<210> 70
<211> 151
<212> PRT
<213> Medicago truncatula15

<400> 70
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<210> 71
<211> 151
<212> PRT5
<213> Populus tremula x Populus tremuloides

<400> 71
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<210> 72
<211> 148
<212> PRT5
<213> Medicago truncatula

<400> 72
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<210> 73
<211> 151
<212> PRT5
<213> Oryza sativa

<400> 73

10
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<210> 74
<211> 151
<212> PRT5
<213> Oryza sativa

<400> 74

10

<210> 75
<211> 151
<212> PRT
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<213> Triticum aestivum

<400> 75

5

<210> 76
<211> 151
<212> PRT
<213> Hordeum vulgare10

<400> 76
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<210> 77
<211> 151
<212> PRT5
<213> Arabidopsis thaliana

<400> 77
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<210> 78
<211> 151
<212> PRT5
<213> Hordeum vulgare

<400> 78

10
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<210> 79
<211> 175
<212> PRT5
<213> Saccharum officinarum

<400> 79
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<210> 80
<211> 131
<212> PRT5
<213> Hordeum vulgare

<400> 80
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<210> 81
<211> 151
<212> PRT5
<213> Populus tremula x Populus tremuloides

<400> 81

10
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<210> 82
<211> 151
<212> PRT5
<213> Hordeum vulgare

<400> 82

10
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<210> 83
<211> 164
<212> PRT
<213> Oryza sativa

5
<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(2)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoácido de origen natural

10
<400> 83

<210> 8415
<211> 118
<212> PRT
<213> Glycine max

<400> 8420
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<210> 85
<211> 135
<212> PRT5
<213> Populus tremula x Populus tremuloides

<400> 85

10
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<210> 86
<211> 116
<212> PRT
<213> Nicotiana tabacum

5
<400> 86

10
<210> 87
<211> 152
<212> PRT
<213> Triticum aestivum

15
<220>
<221> misc_feature
<222> (129)..(130)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoácido de origen natural

20
<400> 87
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<210> 88
<211> 112
<212> PRT5
<213> Brassica napus

<400> 88
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<210> 89
<211> 121
<212> PRT5
<213> Triticum aestivum

<220>
<221> misc_feature
<222> (113)..(113)10
<223> Xaa puede ser cualquier aminoácido de origen natural

<220>
<221> misc_feature
<222> (116)..(116)15
<223> Xaa puede ser cualquier aminoácido de origen natural

<400> 89

20
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<210> 90
<211> 102
<212> PRT5
<213> Populus tremula x Populus tremuloides

<400> 90

10

<210> 91
<211> 142
<212> PRT
<213> Oryza sativa15

<400> 91
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<210> 92
<211> 163
<212> PRT5
<213> Triticum aestivum

<400> 92
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<210> 93
<211> 333
<212> PRT5
<213> Oryza sativa

<220>
<221> misc_feature
<222> (1) .. (2)10
<223> Xaa puede ser cualquier aminoácido de origen natural

<400> 93
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<210> 94
<211> 294
<212> PRT5
<213> Hordeum vulgare

<400> 94
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<210> 95
<211> 301
<212> PRT5
<213> Triticum aestivum

<400> 95
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<210> 96
<211> 203
<212> PRT
<213> Zea mays

5
<400> 96

<210> 9710
<211> 164
<212> PRT
<213> Triticum aestivum

<400> 9715
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<210> 98
<211> 134
<212> PRT5
<213> Zea mays

<400> 98

10
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<210> 99
<211> 143
<212> PRT5
<213> Triticum aestivum

<220>
<221> misc_feature
<222> (132) .. (132)10
<223> Xaa puede ser cualquier aminoácido de origen natural

<220>
<221> misc_feature
<222> (141) .. (142)15
<223> Xaa puede ser cualquier aminoácido de origen natural

<400> 99
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<210> 100
<211> 322
<212> PRT5
<213> Zea mays

<400> 100
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<210> 101
<211> 310
<212> PRT5
<213> Triticum aestivum

<400> 101

10
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<210> 102
<211> 309
<212> PRT5
<213> Hordeum vulgare

<400> 102
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<210> 103
<211> 314
<212> PRT5
<213> Oryza sativa

<400> 103

10
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<210> 104
<211> 356
<212> PRT5
<213> Zea mays

<220>
<221> misc_feature
<222> (1) .. (2)10
<223> Xaa puede ser cualquier aminoácido de origen natural
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<400> 104
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<210> 105
<211> 340
<212> PRT5
<213> Triticum aestivum

<220>
<221> misc_feature
<222> (338).. (340)10
<223> Xaa puede ser cualquier aminoácido de origen natural

<400> 105
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<210> 106
<211> 314
<212> PRT5
<213> Oryza sativa

<400> 106
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<210> 107
<211> 184
<212> PRT5
<213> Oryza sativa

<400> 107
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<210> 108
<211> 197
<212> PRT5
<213> Gossypium hirsutum

<400> 108
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<210> 109
<211> 188
<212> PRT5
<213> Solanum tuberosum

<400> 109
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<210> 110
<211> 255
<212> PRT5
<213> Triticum aestivum

<400> 110
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140

<210> 111
<211> 256
<212> PRT5
<213> Triticum aestivum

<400> 111

ES 2 556 216 T3

 



141

<210> 112
<211> 257
<212> PRT5
<213> Hordeum vulgare

<400> 112

ES 2 556 216 T3

 



142

<210> 113
<211> 336
<212> PRT5
<213> Triticum aestivum

<400> 113

ES 2 556 216 T3

 



143

ES 2 556 216 T3

 



144

<210> 114
<211> 315
<212> PRT5
<213> Oryza sativa

<400> 114

ES 2 556 216 T3

 



145

ES 2 556 216 T3

 



146

<210> 115
<211> 202
<212> PRT5
<213> Saccharum officinarum

<220>
<221> misc_feature
<222> (198)..(198)10
<223> Xaa puede ser cualquier aminoácido de origen natural

<400> 115

ES 2 556 216 T3

 



147

<210> 116
<211> 256
<212> PRT5
<213> Oryza sativa

<400> 116

ES 2 556 216 T3

 



148

<210> 117
<211> 251
<212> PRT5
<213> Triticum aestivum

<400> 117

ES 2 556 216 T3

 



149

<210> 118
<211> 251
<212> PRT5
<213> Hordeum vulgare

<400> 118

ES 2 556 216 T3

 



150

<210> 119
<211> 214
<212> PRT5
<213> Oryza sativa

<400> 119

ES 2 556 216 T3

 



151

<210> 120
<211> 877
<212> ADN5
<213> Cauliflower mosaic virus

<400> 120

10

ES 2 556 216 T3

 



152

<210> 121
<211> 2322
<212> ADN5
<213> Arabidopsis thaliana

<400> 121

ES 2 556 216 T3

 



153

ES 2 556 216 T3

 



154

<210> 122
<211> 456
<212> ADN5
<213> Lycopersicon esculentum

<400> 122

10

<210> 123
<211> 657
<212> ADN
<213> Lycopersicon esculentum15

<400> 123

ES 2 556 216 T3

 



155

<210> 124
<211> 897
<212> ADN5
<213> Lycopersicon esculentum

<400> 124

10

<210> 125
<211> 750
<212> ADN
<213> Lycopersicon esculentum15

<400> 125

ES 2 556 216 T3

 



156

<210> 126
<211> 735
<212> ADN5
<213> Lycopersicon esculentum

<400> 126

10

<210> 127
<211> 151
<212> PRT
<213> Lycopersicon esculentum15

<400> 127

ES 2 556 216 T3

 



157

<210> 128
<211> 219
<212> PRT5
<213> Lycopersicon esculentum

<400> 128

ES 2 556 216 T3

 



158

<210> 129
<211> 298
<212> PRT5
<213> Lycopersicon esculentum

<400> 129

ES 2 556 216 T3

 



159

ES 2 556 216 T3

 



160

<210> 130
<211> 249
<212> PRT
<213> Lycopersicon esculentum

5
<400> 130

<210> 13110
<211> 244
<212> PRT

ES 2 556 216 T3

 



161

<213> Lycopersicon esculentum

<400> 131

5

<210> 132
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial10

<220>
<223> Oligonucleótido de ADN monocatenario

ES 2 556 216 T3

 



162

<400> 132
aggcgattaa gttgggtaac            20

<210> 133
<211> 235
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido de ADN monocatenario10

<400> 133
gcgggactct aatcataaaa acc            23

<210> 13415
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Oligonucleótido de ADN monocatenario

<400> 134
tagtttggtc agatgggaaa cg            22

25
<210> 135
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

30
<220>
<223> Oligonucleótido de ADN monocatenario

<400> 135
aaatattgga tcctttgggg ttctc            2535

<210> 136
<211> 3207
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> Vector plasmídico

<400> 13645

ES 2 556 216 T3

 



163

ES 2 556 216 T3

 



164

<210> 137
<211> 3868
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Vector plasmídico

10
<400> 137

ES 2 556 216 T3

 



165

ES 2 556 216 T3

 



166

ES 2 556 216 T3

 



167

<210> 138
<211> 20
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido de ADN monocatenario

10
<400> 138
tcagccaccc aaaccatgac            20

<210> 139
<211> 88215
<212> PRT
<213> Oryza sativa

<400> 139
20

ES 2 556 216 T3

 



168

ES 2 556 216 T3

 



169

ES 2 556 216 T3

 



170

ES 2 556 216 T3

 



171

<210> 140
<211> 249
<212> PRT5
<213> Glycine max

<400> 140

10

ES 2 556 216 T3

 



172

<210> 141
<211> 248
<212> PRT5
<213> Triticum aestivum

<400> 141

ES 2 556 216 T3

 



173

<210> 142
<211> 2485
<212> PRT
<213> Triticum aestivum

<400> 142
10

ES 2 556 216 T3

 



174

<210> 143
<211> 207
<212> PRT5
<213> Solanum tuberosum

<400> 143

ES 2 556 216 T3

 



175

<210> 144
<211> 224
<212> PRT5
<213> Saccharum officinarum

<220>
<221> misc_feature
<222> (172)..(172)10
<223> Xaa puede ser cualquier aminoácido de origen natural

<220>
<221> misc_feature
<222> (215) .. (215)15
<223> Xaa puede ser cualquier aminoácido de origen natural

<400> 144

ES 2 556 216 T3

 



176

<210> 145
<211> 128
<212> PRT5
<213> Populus tremula x Populus tremuloides

<400> 145

ES 2 556 216 T3

 



177

<210> 146
<211> 114
<212> PRT5
<213> Solanum tuberosum

<400> 146

10

<210> 147
<211> 128
<212> PRT

ES 2 556 216 T3

 



178

<213> Glycine max

<220>
<221> misc_feature
<222> (13) .. (15)5
<223> Xaa puede ser cualquier aminoácido de origen natural

<400> 147

10

<210> 148
<211> 104
<212> PRT
<213> Solanum tuberosum15

<400> 148

ES 2 556 216 T3

 



179

<210> 149
<211> 149
<212> PRT5
<213> Zea mays

<400> 149

10

ES 2 556 216 T3

 



180

<210> 150
<211> 149
<212> PRT
<213> Zea mays5

<400> 150

10

<210> 151
<211> 105
<212> PRT
<213> Oryza sativa15

<400> 151

ES 2 556 216 T3

 



181

<210> 152
<211> 104
<212> PRT5
<213> Lycopersicon esculentum

<400> 152

10

<210> 153
<211> 140
<212> PRT
<213> Capsicum annuum15

<400> 153

ES 2 556 216 T3

 



182

<210> 154
<211> 101
<212> PRT5
<213> Hordeum vulgare

<400> 154

10

<210> 155
<211> 154

ES 2 556 216 T3

 



183

<212> PRT
<213> Gossypium hirsutum

<400> 155
5

<210> 156
<211> 488
<212> ADN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Gen ABST optimizado artificialmente

15
<400> 156

ES 2 556 216 T3

 



184

<210> 157
<211> 830
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> Gen ABST optimizado artificialmente

<400> 157
10

<210> 158
<211> 1127
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Gen ABST optimizado artificialmente

20
<400> 158

ES 2 556 216 T3

 



185

<210> 159
<211> 803
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Gen ABST optimizado artificialmente

10
<400> 159

<210> 16015
<211> 775
<212> ADN

ES 2 556 216 T3

 



186

<213> Zea mays

<400> 160

5

<210> 161
<211> 877
<212> ADN
<213> Saccharum officinarum10

<400> 161

15
<210> 162
<211> 1037
<212> ADN

ES 2 556 216 T3

 



187

<213> Sorghum bicolor

<400> 162

5

<210> 163
<211> 947
<212> ADN
<213> Saccharum officinarum10

<220>
<221> misc feature 
<222> (799) .. (799) 
<223> n es a, c, g, o t15

<220>
<221> misc_feature 
<222> (874)..(874) 
<223> n es a, c, g, o t20

<220>
<221> misc_feature 
<222> (876) .. (876) 
<223> n es a, c, g, o t25

<400> 163

ES 2 556 216 T3

 



188

<210> 164
<211> 889
<212> ADN5
<213> Sorghum bicolor

<400> 164

10

ES 2 556 216 T3

 



189

<210> 165
<211> 940
<212> ADN
<213> Oryza sativa

5
<400> 165

<210> 16610
<211> 810
<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 16615

ES 2 556 216 T3

 



190

<210> 167
<211> 820
<212> ADN5
<213> Hordeum vulgare

<400> 167

10

<210> 168
<211> 867
<212> ADN
<213> Oryza sativa15

<400> 168

ES 2 556 216 T3

 



191

<210> 169
<211> 817
<212> ADN5
<213> Triticum aestivum

<400> 169

10

<210> 170
<211> 912
<212> ADN
<213> Triticum aestivum15

ES 2 556 216 T3

 



192

<220>
<221> misc_feature 
<222> (7) .. (7) 
<223> n es a, c, g, o t

5
<220>
<221> misc_feature 
<222> (905) .. (905) 
<223> n es a, c, g, o t

10
<400> 170

<210> 17115
<211> 863
<212> ADN
<213> Hordeum vulgare

<400> 17120

ES 2 556 216 T3

 



193

<210> 172
<211> 568
<212> ADN5
<213> Triticum aestivum

<400> 172

10

<210> 173
<211> 778
<212> ADN
<213> Zea mays15

<400> 173

ES 2 556 216 T3

 



194

<210> 174
<211> 697
<212> ADN5
<213> Saccharum officinarum

<400> 174

10

<210> 175
<211> 1050
<212> ADN
<213> Triticum aestivum15

<220>
<221> misc_feature 
<222> (4) .. (4) 
<223> n es a, c, g, o t20

<220>

ES 2 556 216 T3

 



195

<221> misc_feature 
<222> (199) .. (199) 
<223> n es a, c, g, o t

<400> 1755

<210> 176
<211> 37510
<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 176
15

<210> 177
<211> 528
<212> ADN20
<213> Triticum aestivum

ES 2 556 216 T3

 



196

<220>
<221> misc_feature 
<222> (305) .. (305) 
<223> n es a, c, g, o t

5
<220>
<221> misc_feature 
<222> (355) .. (355) 
<223> n es a, c, g, o t

10
<220>
<221> misc_feature 
<222> (365)..(365) 
<223> n es a, c, g, o t

15
<220>
<221> misc_feature 
<222> (385)..(385) 
<223> n es a, c, g, o t

20
<220>
<221> misc_feature 
<222> (387) .. (387) 
<223> n es a, c, g, o t

25
<220>
<221> misc_feature 
<222> (398)..(398) 
<223> n es a, c, g, o t

30
<220>
<221> misc_feature 
<222> (450) .. (450) 
<223> n es a, c, g, o t

35
<220>
<221> misc_feature 
<222> (470) .. (470) 
<223> n es a, c, g, o t

40
<220>
<221> misc_feature 
<222> (480) .. (480) 
<223> n es a, c, g, o t

45
<220>
<221> misc_feature 
<222> (508) .. (508) 
<223> n es a, c, g, o t

50
<400> 177

ES 2 556 216 T3

 



197

<210> 178
<211> 1346
<212> ADN5
<213> Sorghum bicolor

<400> 178

10

ES 2 556 216 T3

 



198

<210> 179
<211> 1209
<212> ADN
<213> Saccharum officinarum5

<400> 179

10
<210> 180
<211> 1623
<212> ADN
<213> Sorghum bicolor

15
<400> 180

ES 2 556 216 T3

 



199

<210> 181
<211> 1336
<212> ADN5
<213> Saccharum officinarum

<400> 181

ES 2 556 216 T3

 



200

<210> 182
<211> 674
<212> ADN5
<213> Saccharum officinarum

<400> 182

ES 2 556 216 T3

 



201

<210> 183
<211> 1726
<212> ADN5
<213> Sorghum bicolor

<400> 183

10

ES 2 556 216 T3

 



202

<210> 184
<211> 1290
<212> ADN5
<213> Saccharum officinarum

<220>
<221> misc_feature 
<222> (1) .. (1) 10
<223> n es a, c, g, o t

<220>
<221> misc_feature 
<222> (11) .. (12) 15
<223> n es a, c, g, o t

<400> 184

ES 2 556 216 T3

 



203

<210> 185
<211> 1243
<212> ADN5
<213> Zea mays

<400> 185

ES 2 556 216 T3

 



204

<210> 186
<211> 1274
<212> ADN5
<213> Zea mays

<400> 186

ES 2 556 216 T3

 



205

<210> 187
<211> 1160
<212> ADN5
<213> Sorghum bicolor

<400> 187

10

ES 2 556 216 T3

 



206

<210> 188
<211> 1242
<212> ADN5
<213> Zea mays

<400> 188

ES 2 556 216 T3

 



207

<210> 189
<211> 706
<212> ADN5
<213> Saccharum officinarum

<400> 189

ES 2 556 216 T3

 



208

<210> 190
<211> 658
<212> ADN5
<213> Brassica napus

<400> 190

10

<210> 191
<211> 671
<212> ADN
<213> Brassica napus15

<400> 191

ES 2 556 216 T3

 



209

<210> 192
<211> 713
<212> ADN5
<213> Solanum tuberosum

<220>
<221> misc_feature 
<222> (13) .. (13) 10
<223> n es a, c, g, o t

<400> 192

15

<210> 193
<211> 694
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum20

<400> 193

ES 2 556 216 T3

 



210

<210> 194
<211> 757
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<400> 194

10

<210> 195
<211> 767
<212> ADN
<213> Lycopersicon esculentum15

<400> 195

ES 2 556 216 T3

 



211

<210> 196
<211> 717
<212> ADN5
<213> Lycopersicon esculentum

<400> 196

10

<210> 197
<211> 767
<212> ADN
<213> Lycopersicon esculentum15

<400> 197

ES 2 556 216 T3

 



212

<210> 198
<211> 820
<212> ADN5
<213> Lycopersicon esculentum

<400> 198

10

<210> 199
<211> 834
<212> ADN
<213> Solanum tuberosum15

<400> 199

ES 2 556 216 T3

 



213

<210> 200
<211> 815
<212> ADN5
<213> Solanum tuberosum

<220>
<221> misc_feature 
<222> (28) .. (28) 10
<223> n es a, c, g, o t

<400> 200

15

<210> 201
<211> 959

ES 2 556 216 T3

 



214

<212> ADN
<213> Solanum tuberosum

<400> 201
5

<210> 202
<211> 940
<212> ADN10
<213> Solanum tuberosum

<400> 202

ES 2 556 216 T3

 



215

<210> 203
<211> 765
<212> ADN5
<213> Capsicum annum

<400> 203

10

<210> 204
<211> 723
<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana15

<400> 204

ES 2 556 216 T3

 



216

<210> 205
<211> 6695
<212> ADN
<213> Brassica napus

<400> 205
10

<210> 206
<211> 675
<212> ADN15
<213> Brassica napus

<400> 206

ES 2 556 216 T3

 



217

<210> 207
<211> 713
<212> ADN5
<213> Brassica napus

<220>
<221> misc_feature 
<222> (700) .. (700) 10
<223> n es a, c, g, o t

<220>
<221> misc_feature 
<222> (710) .. (710) 15
<223> n es a, c, g, o t

<400> 207

20

<210> 208
<211> 618
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum25

ES 2 556 216 T3

 



218

<400> 208

<210> 2095
<211> 727
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<400> 20910

<210> 210
<211> 112515
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<220>
<221> misc_feature 20
<222> (41) .. (42) 
<223> n es a, c, g, o t

ES 2 556 216 T3

 



219

<220>
<221> misc_feature 
<222> (44) .. (46) 
<223> n es a, c, g, o t

5
<220>
<221> misc_feature 
<222> (49) .. (49) 
<223> n es a, c, g, o t

10
<220>
<221> misc_feature 
<222> (61) .. (61) 
<223> n es a, c, g, o t

15
<220>
<221> misc_feature 
<222> (63) .. (63) 
<223> n es a, c, g, o t

20
<220>
<221> misc_feature 
<222> (67) .. (67) 
<223> n es a, c, g, o t

25
<400> 210

<210> 21130
<211> 784
<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana

ES 2 556 216 T3

 



220

<400> 211

5

<210> 212
<211> 1016
<212> ADN
<213> Glycine max10

<220>
<221> misc_feature 
<222> (6) .. (6)
<223> n es a, c, g, o t15

<400> 212

ES 2 556 216 T3

 



221

<210> 213
<211> 760
<212> ADN5
<213> Capsicum annum

<400> 213

10

<210> 214
<211> 955
<212> ADN

ES 2 556 216 T3

 



222

<213> Populus tremula x Populus tremuloides

<400> 214

5

<210> 215
<211> 825
<212> ADN
<213> Medicago truncatula10
<400> 215

ES 2 556 216 T3

 



223

<210> 216
<211> 794
<212> ADN
<213> Populus tremula x Populus tremuloides

5
<400> 216

<210> 21710
<211> 744
<212> ADN
<213> Medicago truncatula

<400> 21715

<210> 218
<211> 79920
<212> ADN

ES 2 556 216 T3

 



224

<213> Populus tremula x Populus tremuloides

<400> 218

5

<210> 219
<211> 681
<212> ADN
<213> Medicago truncatula10

<400> 219

15
<210> 220
<211> 775
<212> ADN
<213> Hordeum vulgare

20
<400> 220

ES 2 556 216 T3

 



225

<210> 221
<211> 889
<212> ADN5
<213> Triticum aestivum
<400> 221

10
<210> 222
<211> 626
<212> ADN
<213> Oryza sativa

15
<400> 222

ES 2 556 216 T3

 



226

<210> 223
<211> 757
<212> ADN5
<213> Oryza sativa

<400> 223

10

<210> 224
<211> 671
<212> ADN
<213> Triticum aestivum15

<400> 224

ES 2 556 216 T3

 



227

<210> 225
<211> 634
<212> ADN5
<213> Hordeum vulgare

<400> 225

10

<210> 226
<211> 623
<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana15

<400> 226

ES 2 556 216 T3

 



228

<210> 227
<211> 533
<212> ADN5
<213> Hordeum vulgare

<220>
<221> misc_feature 
<222> (528) .. (528) 10
<223> n es a, c, g, o t

<400> 227

15

<210> 228
<211> 1167
<212> ADN20
<213> Saccharum officinarum

<400> 228

ES 2 556 216 T3

 



229

<210> 229
<211> 1812
<212> ADN5
<213> Hordeum vulgare

<400> 229

ES 2 556 216 T3

 



230

<210> 230
<211> 769
<212> ADN5
<213> Populus tremula x Populus tremuloides

<400> 230

ES 2 556 216 T3

 



231

<210> 231
<211> 559
<212> ADN5
<213> Hordeum vulgare

<400> 231

10

<210> 232
<211> 779
<212> ADN
<213> Oryza sativa15

<400> 232

ES 2 556 216 T3

 



232

<210> 233
<211> 674
<212> ADN5
<213> Glycine max

<220>
<221> misc_feature 
<222> (670)..(670) 10
<223> n es a, c, g, o t

<220>
<221> misc_feature 
<222> (673)..(673) 15
<223> n es a, c, g, o t

<400> 233

20

<210> 234
<211> 458
<212> ADN

ES 2 556 216 T3

 



233

<213> Populus tremula x Populus tremuloides

<400> 234

5

<210> 235
<211> 481
<212> ADN
<213> Nicotiana tabacum10

<400> 235

15
<210> 236
<211> 717
<212> ADN
<213> Triticum aestivum

20
<220>
<221> misc_feature 
<222> (39) .. (39) 
<223> n es a, c, g, o t

25
<220>
<221> misc_feature 
<222> (296) .. (296) 
<223> n es a, c, g, o t

30
<220>
<221> misc_feature 
<222> (299) .. (299) 
<223> n es a, c, g, o t

35
<400> 236

ES 2 556 216 T3

 



234

<210> 237
<211> 6855
<212> ADN
<213> Brassica napus

<220>
<221> misc_feature 10
<222> (663) .. (663) 
<223> n es a, c, g, o t

<400> 237
15

<210> 238
<211> 447
<212> ADN20
<213> Triticum aestivum

<220>
<221> misc_feature 
<222> (369) .. (369) 25
<223> n es a, c, g, o t

ES 2 556 216 T3

 



235

<220>
<221> misc_feature 
<222> (378) .. (378) 
<223> n es a, c, g, o t

5
<220>
<221> misc_feature 
<222> (385)..(385) 
<223> n es a, c, g, o t

10
<220>
<221> misc_feature 
<222> (417) .. (417) 
<223> n es a, c, g, o t

15
<220>
<221> misc_feature 
<222> (423) .. (424) 
<223> n es a, c, g, o t

20
<220>
<221> misc_feature 
<222> (435) .. (435) 
<223> n es a, c, g, o t

25
<220>
<221> misc_feature 
<222> (445) .. (446) 
<223> n es a, c, g, o t

30
<400> 238

<210> 23935
<211> 608
<212> ADN
<213> Populus tremula x Populus tremuloides
<400> 239

40
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<210> 240
<211> 701
<212> ADN5
<213> Oryza sativa

<400> 240

10

<210> 241
<211> 565
<212> ADN
<213> Triticum aestivum15

<220>
<221> misc_feature 
<222> (498) .. (498) 
<223> n es a, c, g, o t20

<220>
<221> misc_feature 
<222> (523)..(523) 
<223> n es a, c, g, o t25

<400> 241
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<210> 242
<211> 1052
<212> ADN5
<213> Oryza sativa

<400> 242

10

<210> 243
<211> 1513
<212> ADN
<213> Hordeum vulgare15

<220>
<221> misc_feature 
<222> (1269) .. (1269) 
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<223> n es a, c, g, o t

<220>
<221> misc_feature 
<222> (1273) .. (1274) 5
<223> n es a, c, g, o t

<220>
<221> misc_feature 
<222> (1276) .. (1278) 10
<223> n es a, c, g, o t

<220>
<221> misc_feature 
<222> (1281) .. (1282) 15
<223> n es a, c, g, o t

<220>
<221> misc_feature 
<222> (1284) .. (1285) 20
<223> n es a, c, g, o t

<220>
<221> misc_feature 
<222> (1287)..(1287) 25
<223> n es a, c, g, o t

<220>
<221> misc_feature 
<222> (1299) .. (1299) 30
<223> n es a, c, g, o t

<220>
<221> misc_feature 
<222> (1302)..(1302) 35
<223> n es a, c, g, o t

<220>
<221> misc_feature 
<222> (1304)..(1305) 40
<223> n es a, c, g, o t

<220>
<221> misc_feature 
<222> (1307)..(1311) 45
<223> n es a, c, g, o t

<220>
<221> misc_feature
<222> (1364)..(1364)50
<223> n es a, c, g, o t

<220>
<221> misc_feature 
<222> (1495) .. (1495) 55
<223> n es a, c, g, o t

<400> 243
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<210> 244
<211> 1257
<212> ADN5
<213> Triticum aestivum

<400> 244
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<210> 245
<211> 1094
<212> ADN5
<213> Zea mays

<400> 245
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<210> 246
<211> 851
<212> ADN5
<213> Triticum aestivum

<220>
<221> misc_feature 
<222> (14) .. (14) 10
<223> n es a, c, g, o t

<220>
<221> misc_feature 
<222> (52) .. (52) 15
<223> n es a, c, g, o t

<400> 246
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<210> 247
<211> 859
<212> ADN5
<213> Zea mays

<400> 247

10

<210> 248
<211> 607
<212> ADN
<213> Triticum aestivum15
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<220>
<221> misc_feature 
<222> (526) .. (526) 
<223> n es a, c, g, o t5

<220>
<221> misc_feature 
<222> (551)..(551) 
<223> n es a, c, g, o t10

<220>
<221> misc_feature 
<222> (554) .. (554) 
<223> n es a, c, g, o t15

<220>
<221> misc_feature 
<222> (561) .. (561) 
<223> n es a, c, g, o t20

<220>
<221> misc feature 
<222> (566)..(566) 
<223> n es a, c, g, o t25

<220>
<221> misc_feature 
<222> (586) .. (587) 
<223> n es a, c, g, o t30

<220>
<221> misc_feature 
<222> (596)..(597) 
<223> n es a, c, g, o t35

<400> 248

40
<210> 249
<211> 1640
<212> ADN
<213> Zea mays

45
<400> 249
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<210> 250
<211> 1570
<212> ADN5
<213> Triticum aestivum

<400> 250
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<210> 251
<211> 1824
<212> ADN5
<213> Hordeum vulgare

<400> 251
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<210> 252
<211> 1700
<212> ADN5
<213> Oryza sativa

<400> 252
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<210> 253
<211> 1546
<212> ADN5
<213> Zea mays

<400> 253
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<210> 254
<211> 1031
<212> ADN5
<213> Triticum aestivum

<220>
<221> misc_feature 
<222> (14)..(14) 10
<223> n es a, c, g, o t

<400> 254
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<210> 255
<211> 1385
<212> ADN5
<213> Oryza sativa

<400> 255

10
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<210> 256
<211> 785
<212> ADN5
<213> Oryza sativa

<400> 256

10

<210> 257
<211> 1024
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<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<400> 257
5

<210> 258
<211> 943
<212> ADN10
<213> Solanum tuberosum

<400> 258
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<210> 259
<211> 1236
<212> ADN5
<213> Triticum aestivum

<220>
<221> misc_feature 
<222> (1185)..(1185) 10
<223> n es a, c, g, o t

<400> 259
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<210> 260
<211> 1080
<212> ADN5
<213> Triticum aestivum

<400> 260

10
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<210> 261
<211> 1139
<212> ADN5
<213> Hordeum vulgare

<220>
<221> misc_feature 
<222> (12) (12) 10
<223> n es a, c, g, o t

<400> 261
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<210> 262
<211> 1369
<212> ADN5
<213> Triticum aestivum

<400> 262
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<210> 263
<211> 1430
<212> ADN5
<213> Oryza sativa

<400> 263

10
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<210> 264
<211> 618
<212> ADN5
<213> Saccharum officinarum

<220>
<221> misc_feature 
<222> (597)..(597) 10
<223> n es a, c, g, o t

<400> 264

15

<210> 265
<211> 2695
<212> ADN
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<213> Oryza sativa

<400> 265
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259
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<210> 266
<211> 1083
<212> ADN5
<213> Glycine max

<220>
<221> misc_feature 
<222> (24)..(24) 10
<223> n es a, c, g, o t

<400> 266

15

<210> 267
<211> 1146
<212> ADN
<213> Triticum aestivum20
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<220>
<221> misc_feature 
<222> (1126)..(1126) 
<223> n es a, c, g, o t

5
<220>
<221> misc_feature 
<222> (1133)..(1133) 
<223> n es a, c, g, o t

10
<400> 267

<210> 26815
<211> 1076
<212> ADN
<213> Triticum aestivum

<220>20
<221> misc_feature 
<222> (16)..(16) 
<223> n es a, c, g, o t

<220>25
<221> misc_feature
<222> (954)..(954) 
<223> n es a, c, g, o t

<400> 26830
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<210> 269
<211> 749
<212> ADN5
<213> Solanum tuberosum

<400> 269

10
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<210> 270
<211> 729
<212> ADN
<213> Saccharum officinarum

5
<220>
<221> misc_feature 
<222> (550)..(551) 
<223> n es a, c, g, o t

10
<220>
<221> misc_feature 
<222> (679)..(679) 
<223> n es a, c, g, o t

15
<400> 270

<210> 27120
<211> 1269
<212> ADN
<213> Populus tremula x Populus tremuloides

<220>25
<221> misc_feature 
<222> (12)..(12) 
<223> n es a, c, g, o t

<220>30
<221> misc_feature 
<222> (25)..(25) 
<223> n es a, c, g, o t

<220>35
<221> misc_feature 
<222> (34)..(34) 
<223> n es a, c, g, o t

<220>40
<221> misc_feature 
<222> (41)..(41) 
<223> n es a, c, g, o t
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<220>
<221> misc_feature 
<222> (46)..(46) 
<223> n es a, c, g, o t

5
<220>
<221> misc_feature 
<222> (58)..(59) 
<223> n es a, c, g, o t

10
<220>
<221> misc_feature 
<222> (97)..(98) 
<223> n es a, c, g, o t

15
<220>
<221> misc_feature 
<222> (181)..(181) 
<223> n es a, c, g, o t

20
<400> 271

<210> 27225
<211> 1132
<212> ADN
<213> Solanum tuberosum
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<400> 272

5

<210> 273
<211> 713
<212> ADN
<213> Glycine max10

<220>
<221> misc_feature 
<222> (38)..(39) 
<223> n es a, c, g, o t15

<220>
<221> misc_feature 
<222> (41)..(43) 
<223> n es a, c, g, o t20

<400> 273
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<210> 274
<211> 1100
<212> ADN5
<213> Solanum tuberosum

<400> 274

10

<210> 275
<211> 1110
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<212> ADN
<213> Zea mays

<220>
<221> misc feature 5
<222> (820)..(820) 
<223> n es a, c, g, o t

<220>
<221> misc_feature 10
<222> (824)..(824) 
<223> n es a, c, g, o t

<220>
<221> misc_feature 15
<222> (982)..(983) 
<223> n es a, c, g, o t

<220>
<221> misc_feature 20
<222> (1000)..(1000) 
<223> n es a, c, g, o t

<400> 275
25

<210> 276
<211> 1110
<212> ADN30
<213> Zea mays
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<220>
<221> misc_feature 
<222> (820)..(820) 
<223> n es a, c, g, o t

5
<220>
<221> misc_feature 
<222> (824)..(824) 
<223> n es a, c, g, o t

10
<220>
<221> misc_feature 
<222> (982)..(983) 
<223> n es a, c, g, o t

15
<220>
<221> misc_feature 
<222> (1000)..(1000) 
<223> n es a, c, g, o t

20
<400> 276

<210> 27725
<211> 1223
<212> ADN
<213> Oryza sativa

<400> 27730
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<210> 278
<211> 606
<212> ADN5
<213> Lycopersicon esculentum

<400> 278

10
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<210> 279
<211> 540
<212> ADN
<213> Capsicum annuum

5
<400> 279

<210> 28010
<211> 1019
<212> ADN
<213> Hordeum vulgare

<220>15
<221> misc_feature 
<222> (994)..(994) 
<223> n es a, c, g, o t

<400> 28020
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<210> 281
<211> 779
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<400> 281

10

<210> 282
<211> 1118
<212> ADN
<213> Oryza sativa15

<400> 282
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<210> 283
<211> 1203
<212> ADN5
<213> Triticum aestivum

<400> 283
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<210> 284
<211> 1077
<212> ADN5
<213> Hordeum vulgare

<400> 284

10
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<210> 285
<211> 2595
<212> ADN5
<213> Oryza sativa

<400> 285
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REIVINDICACIONES

1. Un método para aumentar la tolerancia de una planta a un estrés abiótico, que comprende expresar en la planta 
un polinucleótido exógeno que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos al menos un 
90 % homóloga a SEC ID Nº: 12, aumentando de este modo la tolerancia de la planta al estrés abiótico en 5
comparación con la planta no transformada, en el que dicho estrés abiótico se selecciona del grupo que consiste en 
estrés osmótico, estrés por sequía, salinidad y déficit de nutrientes.

2. Un método para aumentar la biomasa, el vigor y/o el rendimiento de una planta, que comprende expresar en la 
planta un polinucleótido exógeno que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos al 10
menos un 90 % homóloga a SEC ID Nº: 12, aumentando de este modo la biomasa, el vigor y/o el rendimiento de la 
planta en comparación con la planta no transformada.

3. El método de la reivindicación 1 o 2, que además comprende volver a seleccionar una planta que tiene un 
aumento de la tolerancia al estrés abiótico o en la biomasa en comparación con la planta no transformada.15

4. El método de la reivindicación 1 o 3, que además comprende cultivar la planta que expresa dicho polinucleótido 
exógeno bajo estrés abiótico.

5. Una construcción de ácido nucleico que comprende una secuencia de ácido nucleico al menos un 90 % idéntica a 20
una secuencia nucleotídica tal como se expone en la SEC ID Nº: 11, y un promotor capaz de dirigir la transcripción 
de dicha secuencia de ácido nucleico en una célula hospedadora.

6. Una construcción de ácido nucleico que comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica un polipéptido al 
menos un 90% idéntica a la SEC ID Nº: 12, y un promotor capaz de dirigir la transcripción de dicha secuencia de 25
ácido nucleico en una célula hospedadora.

7. Un polipéptido aislado que comprende la secuencia de aminoácidos tal como se expone en la SEC ID Nº: 12.

8. Una célula vegetal que comprende un polinucleótido exógeno que codifica un polipéptido que comprende una 30
secuencia de aminoácidos al menos un 90 % homóloga con la SEC ID Nº: 12.

9. Una célula vegetal que comprende un polinucleótido exógeno que comprende una secuencia de ácido nucleico al 
menos un 90 % homóloga a la secuencia de ácido nucleico expuesta en la SEC ID Nº: 11.

35
10. La construcción de ácido nucleico de la reivindicación 5 o 6, en la que dicho promotor es un promotor 
constitutivo.

11. La construcción de ácido nucleico de la reivindicación 5 o 6, en la que dicho promotor es un promotor inducible.
40

12. El método de la reivindicación 1, 2, 3 o 4, la construcción de ácido nucleico de la reivindicación 5, 6, 10 o 11, o la 
célula vegetal de la reivindicación 8 o 9, en la que dicho polinucleótido o dicha secuencia de ácido nucleico se 
expone en la SEC ID Nº: 11.

13. El método de la reivindicación 1, 2, 3 o 4, la construcción de ácido nucleico de la reivindicación 6, 10 u 11, o la 45
célula vegetal de la reivindicación 8, en la que dicho polinucleótido o dicha secuencia de ácido nucleico se expone 
en la SEC ID Nº: 159.

14. La célula vegetal de la reivindicación 8 o 9, en la que dicha célula vegetal forma parte de una planta.
50

15. Un método para aumentar la biomasa, el vigor, el rendimiento o la tolerancia de una planta a un estrés abiótico, 
que comprende transformar una célula de la planta con la construcción de ácido nucleico de la reivindicación 5, 6, 
10, 11 o 12, aumentando de este modo la biomasa, el vigor, el rendimiento o la tolerancia en comparación con la 
planta no transformada, en el que dicho estrés abiótico se selecciona del grupo que consiste en estrés osmótico, 
estrés por sequía, salinidad y déficit de nutrientes.55

16. El método de la reivindicación 15, que comprende además generar una planta madura a partir de dicha célula 
transformada.

17. El método de la reivindicación 1, 2, 3 o 4, en el que dicha secuencia de aminoácidos es al menos un 95% 60
homóloga a la SEC ID Nº: 12.

18. El método de la reivindicación 1, 2, 3 o 4, en el que dicha secuencia de aminoácidos se expone en la SEC ID Nº: 
12.

65
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