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DESCRIPCION

Promotor especifico para semillas en algodon

La presente solicitud da a conocer una secuencia de acido nucleico (aislado) que comprende una secuencia de
nucleétidos seleccionada de (a) SEQ ID NO: 1 o un fragmento del mismo, en donde dicho fragmento comprende al
menos 600 nucledtidos consecutivos de SEQ ID NO: 1, comprendiendo el fragmento, ademas, un motivo T/G que
tiene la secuencia de nucledtidos desde la posicion de nucleétidos 298 a 303 de SEQ ID NO: 1 y un motivo de unién
MYB que tiene la secuencia de nucleotidos desde la posicion 846 a 851 de SEQ ID NO: 1 y en donde el fragmento,
cuando se introduce en algoddn, tiene actividad del promotor especifica para la semilla con altos niveles de
expresion en fibras desde el dia 5 post-antesis hasta el dia 30 post-antesis; (b) una secuencia de nucledtidos con al
menos 95% de identidad de secuencia con la secuencia de nucleétidos de (a), comprendiendo el fragmento,
ademas, un motivo T/G que tiene la secuencia de nucleétidos desde la posicion de nucleétidos 298 a 303 de SEQ ID
NO: 1 y un motivo de unién MYB que tiene la secuencia de nucleétidos desde la posicion 846 a 851 de SEQ ID NO:
1y que tiene actividad de promotor especifica para la semilla con altos niveles de expresion en fibras desde el dia 5
post-antesis hasta el dia 30 post-antesis cuando se introduce en algodoén; y (c) una secuencia de nucledtidos
complementaria a la secuencia de nucleétidos de una cualquiera de (a) o (b). Ademas, en esta memoria se describe
un gen quimérico que comprende el acido nucleico (aislado) descrita en esta memoria enlazado operativamente a un
acido nucleico que codifica un producto de expresion de interés, y opcionalmente una secuencia de terminacion de
la transcripcion y de poliadenilacion. También se describen en esta memoria un vector, una célula vegetal de
algoddn transgénica, una planta de algoddn transgénica y una semilla tal como se caracteriza en las
reivindicaciones. Métodos descritos en esta memoria se refieren a efectuar la expresion especifica para la semilla de
un producto en algodon y a alterar propiedades de la fibra en una planta de algodén segun se caracteriza en las
reivindicaciones.

Tricomas son apéndices epidérmicos especializados que se encuentran en la superficie de 6rganos aéreos de la
mayoria de las plantas terrestres. Hay varios tipos de tricomas: unicelulares o multicelulares, ramificados o no
ramificados, y glandulares o no glandulares. Los tricomas contribuyen a muchos aspectos de la adaptacion de las
plantas a tensiones bidticas y abidticas tales como para cercar insectos herbivoros, regular la temperatura de la
superficie, disminuir la pérdida de agua por transpiraciéon, aumentar la tolerancia a la congelacién, ayudar a la
dispersion de semillas, y proteger los tejidos vegetales frente a la luz UV (Eisner et al, 1998; Werker, 2000; Wagner
et al, 2004). Tricomas secretores glandulares (GSTs) secretan a menudo metabolitos secundarios de plantas para
constituir la resistencia natural basada en el producto de herbivoros y patégenos (Werker, 2000; Ranger y Hower,
2001; Wagner et al., 2004; Medeiros y Tingey, 2006).

Las diferentes especies vegetales pueden tener diferentes tipos de tricomas, y una planta puede formar mas de un
tipo de tricomas. La maleza anual Arabidopsis thaliana produce tricomas no glandulares unicelulares, que pueden
ser ramificados o no ramificados (Szymanski et al., 2000). Las plantas de tabaco contienen habitualmente tricomas
multicelulares, incluyendo tricomas altos secretores glandulares (GSTs) y tricomas aglandulares simples (Wagner et
al., 2004). Las fibras de algodon son tricomas unicelulares y de semillas ampliamente alargados (Kim y Triplett,
2001).

La fibra de algoddn es el textil sencillo mas importante en todo el mundo. Alrededor de 80 millones de acres de
algoddn se cosechan anualmente en todo el mundo. El algodon es el quinto mas grande de los cultivos en los
EE.UU. en términos de superficie de produccioén, con una media de 10,3 millones de acres plantados en los afios
2006 a 2008. Alrededor del 90% del algodon cultivado en todo el mundo es Gossypium hirsutum, mientras que
Gossypium barbadense supone alrededor del 8%. En consecuencia, la modificacion de las caracteristicas de la fibra
de algodon para adaptarse mejor a los requisitos de la industria y el consumidor es un esfuerzo importante en el
cultivo por cualquiera de los métodos clasicos o alterando genéticamente el genoma de las plantas de algodon.
Objetivos a alcanzar incluyen el aumento de longitud de la fibra de pelusa, resistencia, capacidad de tincion,
disminucioén de la produccion de fibra rizada, la relacién de madurez de la fibra, el contenido de fibra inmadura, la
uniformidad de la fibra y el micronaire.

El desarrollo de la fibra de algodén es un proceso de multiples etapas bajo la regulacion de un gran numero de
genes, muchos de los cuales estan supra-regulados o muy expresados en el desarrollo de células de fibra (Li, C.H.
et al., 2002; Ruan et al., 2003; Wang, S. et al., 2004; Li et al., 2005; Luo et al., 2007).

Se han descrito diversos promotores que impulsan la expresion de genes en semillas de algodén. Mientras que
actualmente se conocen promotores especificos para semillas o especificos para tricomas de algodén, también se
utilizan promotores heterélogos para controlar la expresion en el algodon especifica para la semilla, especifica para
la envuelta de la semilla o especifica para tricomas.
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E6 fue el primer gen identificado de fibra de algoddn, y el promotor E6 se ha utilizado para disefiar la calidad de la
fibra de algodon (John y Keller, 1996). GhRDL1, un gen altamente expresado en células de fibras de algodon en la
fase de alargamiento, codifica una proteina que contiene el dominio BURP (Li, C.H. et al., 2002), y el promotor
GaRDL1 exhibia actividad especifica para tricomas en plantas transgénicas de Arabidopsis (Wang, S. et al., 2004).
Transcripciones GhTUB1 se acumulan preferentemente en altos niveles en fibra, por consiguiente, el gen de fusion
pGhTUB1::GUS se expreso en un nivel alto en las fibras, pero a niveles mucho menores en otros tejidos (Li, X.B. et
al., 2002). Los promotores de tres genes de la proteina de transferencia de lipidos de algodén, LTP3, LTP6 y FSltp4,
fueron capaces de dirigir la expresion del gen GUS en GSTs de las hojas y los tallos en plantas de tabaco
transgénicas (Hsu et al., 1999; Liu et al., 2000;. Delaney et al., 2007), sin embargo, no exhibian una clara
especificidad tisular. P. €j., , en plantas de tabaco transgénicas pFSltp4::GUS, se pudo detectar una fuerte actividad
de GUS en todos los tipos de tricomas; ademas, la expresion de GUS también era visible en el margen de la hoja, el
tejido vascular, los 6vulos y las puntas de las raices (Delaney et al., 2007).

El factor de transcripcion R2R3 MYB del algodon GaMYB2 ha demostrado ser un homologo funcional de Arabidopsis
GLABRA1 (GL1), un regulador clave de la formacion de tricomas de Arabidopsis. GaMYB2 se expresa en células de
fibras de algoddn en las fases tempranas del desarrollo (Wang, S. et al., 2004). Su promotor impulsa la expresion
especifica para tricomas también en Arabidopsis y la expresion especifica para la cabeza de GST en el tabaco
(Shangguan et al., 2008).

La patente de EE.UU. 7.626.081 describe un promotor especifico para semillas de algodén encontrado en el gen de
alfa globulina. El promotor Gh-sp se deriva de un gen de proteinas de las semillas y es activo s6lo en las semillas de
algoddn en maduracion (Song et al., 2000).

El promotor FBP7 de Petunia controla un factor de transcripcion MADS-box y se sabe que es especifico para las
semillas. Se ha demostrado que plantas de algodén transformadas con una construcciéon de informador impulsada
por el promotor FBP7 especificamente expresa dicho informador en la envuelta de las semillas (Pei et al., 2008).

A pesar del hecho de que actualmente existen muchos promotores que se sabe impulsan la expresién especifica
para semillas, especifica para la envuelta de semillas o especifica para tricomas en plantas de algoddn, seria
deseable tener mas promotores especificos para semillas, especificos para la envuelta de semillas o especificos
para tricomas disponibles para la expresion especifica para las semilla en el algodon.

Por consiguiente, en un aspecto, la presente solicitud da a conocer una secuencia de acido nucleico (aislado) que
comprende una secuencia de nucleotidos seleccionada de (a) SEQ ID NO: 1 o un fragmento del mismo, en donde
dicho fragmento comprende al menos 600 nucledtidos consecutivos de SEQ ID NO: 1, comprendiendo el fragmento,
ademas, un motivo de la caja T/G que tiene la secuencia de nucleétidos desde la posicion de nucleétidos 298 a 303
de SEQ ID NO: 1 y un motivo de unién MYB que tiene la secuencia de nucledtidos desde la posicion 846 a 851 de
SEQ ID NO: 1 y en donde el fragmento, cuando se introduce en algodon, tiene actividad del promotor especifico
para la semilla con altos niveles de expresion en fibras desde el dia 5 post-antesis hasta el dia 30 post-antesis; (b)
una secuencia de nucledtidos con al menos 95% de identidad de secuencia con la secuencia de nucleétidos de (a),
comprendiendo el fragmento, ademas, un motivo de la caja T/G que tiene la secuencia de nucledtidos desde la
posicion de nucledtidos 298 a 303 de SEQ ID NO: 1 y un motivo de union MYB que tiene la secuencia de
nucledtidos desde la posicion 846 a 851 de SEQ ID NO: 1 y que tiene actividad de promotor especifico para la
semilla con altos niveles de expresion en fibras desde el dia 5 post-antesis hasta el dia 30 post-antesis cuando se
introduce en algododn; y (c) una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de nucleétidos de una
cualquiera de (a) o (b).

A la secuencia de acido nucleico (aislado) de este aspecto se la designa en adelante también la "secuencia del
promotor".

A menos que se indique lo contrario, las realizaciones descritas mas adelante para la secuencia del promotor
descrita en esta memoria son aplicables a realizaciones respectivas de otros aspectos descritos en esta memoria.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresién "que comprende" debe interpretarse como que especifica la
presencia de las caracteristicas, nUmeros enteros, etapas o componentes establecidas, pero no excluye la presencia
o adicion de una o mas caracteristicas, nimeros enteros, etapas o componentes, o grupos de los mismos. Asi, p. €j.,
un acido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos puede comprender mas nucleétidos que los
realmente citados, es decir, embebidos en un acido nucleico mas grande. Un gen quimérico, como se describira mas
adelante, que comprende un acido nucleico que se define funcional o estructuralmente, puede comprender acidos
nucleicos adicionales, etc. Sin embargo, en el contexto de la presente divulgacion, la expresion "que comprende”
también incluye "consiste en".

En otras palabras, la terminologia relativa a un acido nucleico "que comprende" una determinada secuencia de
nucledétidos o una proteina que comprende una determinada secuencia de aminoacidos, tal como se utiliza a lo largo
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del texto, se refiere a un acido nucleico o una proteina que incluye o contiene al menos la secuencia descrita, de
modo que otras secuencias de nucledtidos o aminoacidos pueden incluirse en el extremo 5’ (o N-terminal) y/o 3' (o
C-terminal), p. €j., (la secuencia de nucleétidos de) una proteina marcadora seleccionable, de) un péptido de
transito, y/o una secuencia 5’ conductora o secuencia 3’ conductora.

Los acidos nucleicos pueden ser ADN o ARN, monocatenario o bicatenario. Los acidos nucleicos pueden
sintetizarse quimicamente o producirse mediante expresion bioldgica in vitro o in vivo.

Los acidos nucleicos se pueden sintetizar quimicamente utilizando fosforamiditas de ribonucleésidos
apropiadamente protegidas y un sintetizador de ADN/ARN convencional. Proveedores de reactivos de sintesis de
ARN son Proligo (Hamburg, Alemania), Dharmacon Research (Lafayette, CO, EE.UU.), Pierce Chemical (parte de
Perbio Science, Rockford, IL, EE.UU.), Glen Research (Sterling, VA, EE.UU.), ChemGenes (Ashland, MA, EE.UU.) y
Cruachem (Glasgow, Reino Unido).

En relacién con el gen quimérico de la presente divulgacion, el ADN incluye ADNc y ADN gendmico.

Un "acido nucleico aislado" o "secuencia de acido nucleico aislado", tal como se utiliza en la presente solicitud, se
refiere a un acido nucleico tal como se define arriba que no se produce de forma natural (tal como un acido nucleico
artificial o sintético con una secuencia de nucledtidos diferente que el acido nucleico que se produce de forma
natural o un acido nucleico que es mas corto que uno que se produce de forma natural) o que ya no esta en el
entorno natural en el que estaba originalmente presente, p. €j., una secuencia codificante de acidos nucleicos
asociada con un elemento regulador heterdlogo (tal como una secuencia codificante bacteriana enlazada
operativamente a un promotor expresable en plantas) en un gen quimérico o un acido nucleico transferido a otra
célula huésped tal como una célula vegetal transgénica.

La longitud de un fragmento de SEQ ID NO: 1 tal como se describe en esta memoria y su posiciéon dentro de SEQ ID
NO: 1 se ha de elegir de manera que sea suficientemente larga, p. ej., que comprenda todos los elementos
necesarios y suficientes, y este situado de manera que sea capaz de inducir la expresion especifica para la semilla,
especifica para la envuelta de la semilla o especifica para tricomas.

Métodos de evaluar si una secuencia de acido nucleico tal como se describe arriba, que en la presente solicitud
representa una secuencia de promotor, es capaz de inducir la expresion de la secuencia codificante o un gen
quimérico que esta comprendido en o, en particular, de una secuencia de acido nucleico enlazada operativamente a
la misma, de una manera especifica para la semilla, especifica para la envuelta de la semilla o especifica para
tricomas son conocidos por la persona experta.

Por ejemplo, se pueden realizar estudios de gen informador con el fin de evaluar la funcién inductora de una
secuencia de acido nucleico. Un ejemplo incluye enlazar operativamente dicha primera secuencia de acido nucleico
a un gen informador tal como GUS, introducir la construccion de acido nucleico resultante en una planta o célula
vegetal tal como en una planta de algodon, y evaluar la induccién de la expresion de dicho gen informador en
diferente tejidos de dicha planta tal como también se describe con mas detalle mas adelante.

Dicho fragmento de la secuencia de acido nucleico descrita en esta memoria y que tiene actividad del promotor
especifica para la semilla, especifica para la envuelta de la semilla o especifica para fibras de tricomas en algunos
ejemplos puede comprender, por consiguiente, al menos 600, al menos 650, al menos 700, al menos 800 , al menos
900, al menos 1000, al menos 1100, al menos 1200, al menos 1300 o al menos 1400 nucledtidos consecutivos de
SEQ ID NO: 1. En otro ejemplo, dicho fragmento comprende la secuencia de nucleétidos desde la posicion 1 hasta
la posicion 748 de SEQ ID NO: 1, en donde se encuentra la posicion -1. En otro ejemplo, dicho fragmento
comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 1. Aun en otro ejemplo, dicha secuencia de acidos nucleicos
consiste en SEQ ID NO: 1.

Sin embargo, resultara evidente que también se pueden utilizar para el mismo efecto variantes de la presente
secuencia de nucledtidos, incluyendo inserciones, deleciones y sustituciones de los mismos. Generalmente, dichas
variantes tienen una identidad de la secuencia de al menos 95% o incluso al menos 98% con la SEQ ID NO: 1y
conservan su actividad del promotor especifica para la semilla, especifica para la envuelta de la semilla o especifica
para fibras de tricomas.

Tal como se utiliza en esta memoria, el término "promotor" designa cualquier secuencia de acido nucleico tal como la
secuencia de ADN, que esta reconocida y unida (directa o indirectamente) por una ARN polimerasa dependiente de
ADN durante la iniciacion de la transcripcion, lo que resulta en la generacion de una molécula de ARN que es
complementaria al ADN transcrito; a esta region también se la puede aludir como una "region reguladora 5™. Los
promotores estan habitualmente ubicados aguas arriba de la regiéon 5 no traducida (UTR) que precede a la
secuencia codificante a transcribir y tienen regiones que actian como sitios de unién para la ARN polimerasa Il y
otras proteinas tales como factores de transcripcion para iniciar la transcripcion de un gen enlazado operativamente.
Los promotores pueden contener por si mismos sub-elementos (es decir, motivos de promotor) tales como
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elementos cis o dominios potenciadores que regulan la transcripcion de genes enlazados operativamente. El
promotor y una 5' UTR conectada también se designan como 'region del promotor'.

Un promotor "especifico para la semilla" en el contexto de la presente invencion significa que la transcripcion de una
secuencia de acido nucleico controlada por un promotor es al menos 5 veces mayor, al menos 10 veces mayor, al
menos 20 veces mayor o al menos 50 veces mayor en una célula de semillas que en las células de cualquier otro
tejido vegetal.

En un ejemplo, especifico para la semilla significa especifico para la envuelta de la semilla, es decir, no tiene lugar
transcripcion alguna en los tejidos derivados de los gametofitos de la semilla. En otro ejemplo, especifico para la
semilla o especifico para la envuelta de la semilla significa especifico para tricomas, es decir, no tiene lugar
transcripcion alguna en partes de la semilla o de la envuelta de la semilla distintas de tricomas. Tricromas incluyen
fibras, p. ej., de una planta de algodon. Por consiguiente, la expresion "especifico para la envuelta de la semilla" o "
especifico para tricomas" significa que la transcripcion de una secuencia de acido nucleico controlada por un
promotor se efectia de manera que la transcripcion de dicho acido nucleico en la semilla, la envuelta de la semilla,
el tricoma o la fibra, respectivamente, es al menos 5 veces mayor, al menos 10 veces mayor, al menos 20 veces
mayor o al menos 50 veces mayor que en células de cualquier otro tejido vegetal, preferiblemente tejido vegetal
presente durante el desarrollo de semillas tal como durante el desarrollo de tricomas de la semilla.

Para la presente invencion, el promotor también puede ser preferencial para la semilla. La expresion “preferencial
para la semilla" (o "transcripcion”, que es equivalente) en el contexto de esta invencion significa la transcripcion de
una secuencia de acido nucleico mediante un elemento regulador de la transcripcion tal como un promotor de
manera que la transcripcion de dicha secuencia de acido nucleico en las semillas contribuye en mas de 50%,
preferiblemente en mas de 60%, mas preferiblemente en mas de 70%, incluso mas preferiblemente en mas de 80%
de toda la cantidad del ARN transcrito a partir de dicha secuencia de acido nucleico en la planta entera durante
cualquiera de sus fases de desarrollo.

La confirmacion de la actividad del promotor para una secuencia del promotor o un fragmento de promotor funcional
puede determinarse por los expertos en la técnica, por ejemplo utilizando una construccion de promotor-informador
que comprende la secuencia de promotor unida operativamente a un marcador facilmente puntuable explicado
adicionalmente en esta memoria. La capacidad de la expresion especifica para la semilla, especifica para la
envuelta de la semilla o especifica para tricomas de los fragmentos o variantes del promotor descritos en esta
memoria puede ser convenientemente testada enlazando operativamente estas secuencias de acido nucleico a una
secuencia de nucledtidos que codifica un marcador faciimente evaluable, p. ej., un gen de beta-glucuronidasa,
introducir un gen quimérico en una planta y analizar el patron de expresion del marcador en semillas, la envuelta de
la semilla o tricomas, en comparaciéon con el patrén de expresion del marcador en otras partes de la planta.
Candidatos para un marcador (o un gen informador) que no sea el GUS arriba mencionado son cloranfenicol-acetil-
transferasa (CAT), beta-galactosidasa (beta-GAL), y proteinas con propiedades fluorescentes o fosforescentes tales
como la proteina fluorescente verde (GFP) de Aequora Victoria o luciferasa. Para definir un promotor minimo, una
secuencia de acido nucleico que representa el promotor esta enlazada operativamente a la secuencia codificante de
un gen marcador (informador) por técnicas de ADN recombinante bien conocidas en la técnica. El gen informador
esta enlazado operativamente aguas abajo del promotor, de modo que las transcripciones que se inician en el
promotor prosiguen a través del gen informador. La casete de expresion que contiene el gen informador bajo el
control del promotor puede introducirse en un tipo celular apropiado por técnicas de transformacién bien conocidas
en la técnica y descritas en otra parte en esta solicitud. Para el ensayo de la proteina informadora, se preparan
lisados de células y se realizan ensayos adecuados, que son bien conocidos en la técnica, por la proteina
informadora. Por ejemplo, si CAT era el gen informador de eleccion, los lisados de células transfectadas con
construcciones que contienen CAT bajo el control de un promotor en estudio se mezclan con cloranfenicol marcado
isotopicamente y acetil-coenzima A (acetil-CoA). La enzima CAT transfiere el grupo acetilo de la acetil-CoA a la
posicién 2 o 3 de cloranfenicol. La reaccion se controla por cromatografia en capa fina, que separa cloranfenicol
acetilado a partir de material que no ha reaccionado. Los productos de reacciéon se visualizan después por
autorradiografia. El nivel de actividad enzimatica corresponde a la cantidad de enzima que se hizo, que a su vez
revela el nivel de expresion y la funcionalidad especifica para la semilla, especifica para la envuelta de la semilla o
especifica para tricomas del promotor o fragmento o variante del mismo. Este nivel de expresion se puede comparar
también con otros promotores para determinar la fuerza relativa del promotor sometido a estudio. Una vez
confirmada la actividad y la funcionalidad, analisis mutacionales y/o de insercion y/o de delecion adicionales se
pueden emplear para determinar p. €j., una regién minima y/o secuencias requeridas para iniciar la transcripcion.
Asi, las secuencias se pueden eliminar en el extremo 5’ de la region del promotor y/o en el extremo 3' de la region
del promotor, o dentro de la secuencia del promotor y/o se pueden introducir sustituciones de nucleétidos. Estas
construcciones se introducen de nuevo en las células y se determinan su actividad y/o funcionalidad.

En lugar de medir la actividad de una enzima informadora, la actividad (y funcionalidad) del promotor de la
transcripcién también se pueden determinar midiendo el nivel de ARN que se produce a partir de la secuencia
codificante enlazada operativamente a un promotor o fragmento del mismo. Este nivel de ARN, tal como ARNm, se
puede medir ya sea en un solo instante o en multiples instantes y como tal, el aumento multiple puede ser un
aumento multiple medio o un valor extrapolado derivado de los valores medidos experimentalmente. Como es una
comparacion de los niveles, se puede utilizar cualquier método que mida los niveles de ARNm. En un ejemplo, el
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tejido u 6érganos comparados son una semilla o tejido de semilla con una hoja o tejido de hoja. En otro ejemplo, se
comparan multiples tejidos u érganos. Un ejemplo para comparaciones multiples es una semilla o un tejido de la
semilla o de las semillas comparado con 2, 3, 4 o mas tejidos u 6rganos seleccionados del grupo que consiste en
tejido floral, apice floral, polen, hoja, embrion, brotes, primordios de hojas, apice de los brotes, raiz, punta de la raiz,
tejido vascular y cotileddn. Tal como se utiliza en esta memoria, ejemplos de 6rganos de la planta son semilla, hoja,
raiz, etc. y ejemplo de tejidos son los primordios de las hojas, apice de los brotes, tejido vascular, etc. La actividad o
resistencia de un promotor puede ser medida en términos de la cantidad de ARNm o acumulacién de proteina que
produce especificamente, respecto a la cantidad total de ARNm o proteina. EI promotor expresa una secuencia de
acido nucleico operativamente unida, por ejemplo, a un nivel mayor que aproximadamente 0,1%, aproximadamente
0,2%, mayor que aproximadamente 0,5, 0,6, 0,7, 0,8 o aproximadamente 0,9%, mayor que aproximadamente 1%,
2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8% o aproximadamente 9%, o mayor que aproximadamente 10% del ARNm total de la
célula en la que esta contenida. Alternativamente, la actividad o la resistencia de un promotor puede expresarse con
relacion a un promotor bien caracterizado (para el que fue evaluada previamente la actividad transcripcional) o la
resistencia en un tejido especifico puede ser expresada con respecto a la de otro tejido.

Se describen promotores especificos para la semilla, especificos para la envuelta de la semilla o especificos para
tricomas que comprenden una secuencia de nucledtidos que tiene al menos 95% o al menos 98% de identidad de
secuencia con SEQ ID NO: 1 o un fragmento de la misma tal como se define anteriormente. Variantes que se
producen de forma natural del promotor descrito en esta memoria se pueden identificar con el uso de técnicas de
biologia molecular bien conocidas tales como, por ejemplo, con la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) y
técnicas de hibridacion como se ha esbozado antes en esta memoria. Tales secuencias de acidos nucleicos también
incluyen secuencias de acidos nucleicos derivados sintéticamente tales como las generadas, por ejemplo, mediante
el uso de mutagénesis dirigida al sitio de SEQ ID NO: 1 o un fragmento del mismo. En general, variantes de la
secuencia de nucledtidos tendran al menos 95%, 96%, 97% a 98% y 99% de identidad de secuencia con la
secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 1. Derivados de las secuencias de acido nucleico descritas en esta
memoria y que tienen la identidad de secuencia requerida pueden incluir, pero no se limitan a deleciones de
secuencias, mutaciones puntuales simples o multiples, alteraciones en un sitio de reconocimiento de enzima de
restriccion particular, adicion de elementos funcionales, u otros medios de modificacion molecular que pueden
mejorar o alterar de otro modo la expresion del promotor. Técnicas para obtener tales derivados son bien conocidas
en la técnica (véase, por ejemplo, J.F. Sambrook, D.W. Russell y N. Irwin (2000) Molecular Cloning: A Laboratory
Manual). Por ejemplo, un experto ordinario en la técnica puede delimitar los elementos funcionales dentro de los
promotores descritos en esta memoria y eliminar cualesquiera elementos no esenciales. Los elementos funcionales
pueden ser modificados o combinados para aumentar la utilidad o la expresién de las secuencias de la invencién
para cualquier aplicacion particular. Los expertos en la técnica estan familiarizados con los materiales de recurso
estandares que describen condiciones y procedimientos especificos para la construccion, manipulacion y
aislamiento de macromoléculas (p. €j., moléculas de ADN, plasmidos, etc.), asi como la generacion de organismos
recombinantes y el rastreo y aislamiento de moléculas de ADN.

La secuencia del promotor de SEQ ID NO: 1 y sus fragmentos funcionales y variantes puede ser alterada, p. €j.,
para que contenga, p. €j., "ADN de potenciador" para ayudar a elevar la expresion génica. Como es bien conocido
en la técnica, se pueden utilizar determinados elementos de ADN para potenciar la transcripciéon del ADN. Estos
potenciadores se encuentran a menudo en 5' con respecto al inicio de la transcripcién en un promotor que funciona
en células eucariotas, pero a menudo pueden ser insertados aguas arriba (5') o aguas abajo (3') a la secuencia
codificante. En algunos casos, estos elementos de ADN potenciador son intrones. Entre los intrones que son utiles
como ADN potenciador se encuentran los intrones en posicién 5’ con respecto al gen actina de arroz 1 (véase el
documento US5641876), el gen actina de arroz 2, el gen de alcohol deshidrogenasa de maiz, el gen proteina
choque térmico 70 de maiz (véase el documento US5593874), el gen shrunken 1 de maiz, el gen 1 sensible a la luz
de Solanum tuberosum y el gen proteina choque térmico 70 de maiz de Petunia hybrida (véase el documento US
5659122). Por lo tanto, tal como se contempla en esta memoria, un promotor o una regién promotora incluye
variaciones de promotores derivados al insertar o eliminar regiones reguladoras, someter el promotor a mutagénesis
al azar o dirigida al sitio, etc. La actividad o la resistencia de un promotor se pueden medir en términos de las
cantidades de ARN que produce, o la cantidad de acumulacién de proteinas en una célula o tejido, con relaciéon a un
promotor cuya actividad transcripcional ha sido evaluada previamente tal como se describié anteriormente.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion "porcentaje de identidad de secuencia" se refiere al porcentaje de
nucledtidos idénticos entre dos segmentos de una ventana de ADN alineados de manera 6ptima. La alineacion
optima de secuencias para alinear una ventana de comparacion es bien conocida para los expertos en la técnica y
puede realizarse mediante herramientas tal como el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman (Waterman,
M.S., Chapman & Hall. Londres, 1995), el algoritmo de alineacion de homologia de Needleman y Wunsch (1970), el
método de busqueda de similitud de Pearson y Lipman (1988) y, preferiblemente, mediante implementaciones
computarizadas de estos algoritmos tales como GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA, disponibles como parte de la
GCG (marca registrada), Wisconsin Package (marca registrada de Accelrys Inc., San Diego, Calif.). Una "fraccion de
identidad" para segmentos alineados de una secuencia de ensayo y una secuencia de referencia es el nimero de
componentes idénticos que son compartidos por las dos secuencias alineadas, dividido por el nimero total de
componentes en el segmento de la secuencia de referencia, es decir, toda la secuencia de referencia o una parte
definida menor de la secuencia de referencia. El porcentaje de identidad de secuencia se representa como los
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tiempos de la fracciéon de identidad 100. La comparacion de una o mas secuencias de ADN puede ser a una
secuencia de ADN de longitud completa o a una porcién de la misma, o a una secuencia de ADN mas larga.

El término "hibridacion" se refiere a la capacidad de una primera cadena de acido nucleico de unirse con una
segunda cadena a través del apareamiento de bases del enlace hidrégeno cuando las dos cadenas de acido
nucleico tienen suficiente identidad de secuencia. La hibridaciéon se produce cuando las dos moléculas de acido
nucleico se hibridan entre si en condiciones apropiadas. La hibridaciéon de acidos nucleicos es una técnica bien
conocida por los expertos en la técnica de la manipulacién de ADN. La propiedad de hibridaciéon de un par de acidos
nucleicos dada es una indicacién de su similitud o identidad. Otra indicacion de que dos secuencias de acido
nucleico son ampliamente idénticas es que las dos moléculas se hibridan entre si en condiciones rigurosas.
"Condiciones de hibridacion rigurosas" y "condiciones de lavado de hibridacion rigurosas" en el contexto de
experimentos de hibridacion de acidos nucleicos tales como la hibridacion Southern y Northern son dependientes de
la secuencia y son diferentes bajo diferentes parametros ambientales. Un ejemplo de condiciones de lavado
altamente rigurosas es 0,1 X SSC, solucion 5X de Denhardt, SDS al 0,5% a 65°C durante, p. €j., aproximadamente
15 minutos. Un ejemplo de condiciones de lavado apropiadas para la presente invencion es 2 X SSC, SDS al 0,1%
lavado a 65°C durante, p. €j., aproximadamente 15 minutos. A menudo, un lavado de alta rigurosidad es precedido
por un lavado de baja rigurosidad para eliminar la sefial de fondo de la sonda. Las condiciones rigurosas también se
pueden lograr con la adicion de agentes desestabilizantes tales como formamida. En general, una relacion de sefal
a ruido de 2 X (o superior) que la observada para una sonda no relacionada en el ensayo de hibridacion particular
indica deteccion de una hibridacion especifica. Condiciones muy rigurosas se seleccionan para que sean iguales a la
Tm para una sonda particular.

En el curso de la presente invencién, un promotor especifico para la semilla, junto con una 5' UTR subsiguiente
(juntos también designados como 'regidn del promotor') ha sido identificado en Gossypium hirsutum. Dicho promotor,
también denominado pMADS6 o GhpMADSG6, en su contexto natural, controla el gen MADS-box, MADS6, en
algodon.

G. hirsutum es un alotetraploide que resulta de la fusidon de dos especies diploides ancestrales de hace 1-1,2
millones de afios y el genoma puede contener hasta cuatro alelos de cada uno de los genes. Considerando que al
menos 100 genes MADS-box estan presentes en el genoma de Arabidopsis (Parenicova et al. 2003), con un niumero
similar en alamo (Leseberg et al. 2006), petunia (Immink et al. 2003) y arroz (Nam et al. 2004), es probable que la
familia de genes MADS-box en algodén sea grande y compleja, con un alto nivel de homologia y/o redundancia
funcional.

El pMADS6 promotor tiene una identidad de secuencia muy baja de 46% con el promotor FBP7 de petunia y se
expresa altamente en el 6vulo, la fibra y en el tejido de la flor. Se ha demostrado que la expresién es particularmente
fuerte durante el desarrollo temprano de la fibra; la expresion del producto génico se detecté hasta un maximo de 24
DPA (Lightfoot et al., 2008).

Se espera que el promotor actual sea adecuado para la expresion especifica para la semilla, especifica para la
envuelta de la semilla o especifica para tricomas o la expresion al menos durante las primeras fases del desarrollo
de fibras de transgenes en algodén. El promotor actual se puede utilizar para expresar genes que modifican
propiedades de la fibra de algodén o de otra manera estan implicados en la formacion de fibras de algodon tales
como los genes implicados en la sintesis de auxinas. El presente promotor también podria ser mas facil controlable,
ya que se deriva de la planta en la que esta destinado a ser reintroducido. Alternativamente, o ademas, se pueden
evitar potenciales efectos secundarios desconocidos o no deseados de promotores heterélogos mediante el uso del
presente promotor en algodon.

A menos que se indique lo contrario, definiciones especificas o caracteristicas especificas de determinados ejemplos
descritos en la presente solicitud en relacidon con un aspecto pueden ser introducidas en cualquier otro aspecto
descrito en esta memoria.

Se identificd un cierto nimero de supuestos elementos de respuesta en la secuencia del promotor descrita en esta
memoria. La busqueda se limité a elementos especificos para tricomas y a un motivo que corresponde a una caja L1
y a motivos de unién a MYB. Los dos ultimos se han descrito como motivos que confieren en potencia una expresion
especifica para tricomas (Wang y Chen, 2004). La busqueda reveld dos motivos que confieren en potencia una
expresion especifica para semilla, especifica para envuelta de semilla o especifica para tricomas. El primero es una
caja T/G que corresponde al motivo de tricomas RPSP01178 situado comenzando en la posicion 298 en SEQ ID
NO: 1 (correspondiente a la posicion -451). La secuencia exacta del motivo de la caja T/G es AACGTG. Dicho
motivo de unién ha sido identificado en el promotor de un gen MYB de la fibra de algodén (Shangguan et al., 2008),
en donde la delecion redujo la actividad del promotor en Arabidopsis y tabaco.

El otro motivo de union corresponde a un motivo de unién MYB y se encuentra comenzando en la posicion 846 en
SEQ ID NO: 1 y tiene la secuencia cagtta. Curiosamente, dicho motivo de union MYB también esta presente dentro
de la secuencia codificante del gen MADS6 regulado de forma natural por el presente promotor. Se ha identificado
por Wang y Chen (2004) y se encuentra en al menos el promotor RDL1, en donde confiere especificidad para
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tricomas en Arabidopsis, y en los promotores GL1 (que controla el gen myb en Arabidopsis) y GaMyb2 (que controla
el gen MYB en algodoén). Se ha demostrado anteriormente que la interrupcion del motivo de unién MYB conduce a
una reduccion en la produccion de tricomas.

Variantes del promotor descritas en esta memoria incluyen las que comprenden ambos elementos identificados,
pero por lo demas se han modificado para eliminar tramos de nucleétidos dentro de la secuencia que no son
necesarios para que el promotor sea funcional de una manera especifica para la semilla, especifica para la envuelta
de la semilla o incluso especifica para tricomas o fibras, Por ejemplo, cualquier tramo de nucleétidos situado entre
los dos motivos identificados y/o entre el inicio de la transcripcion y el primer motivo puede ser al menos
parcialmente eliminado para dar lugar a una secuencia de nucledtidos mas corta que la secuencia de
aproximadamente 1,5 Kb representada en SEQ ID NO: 1.

Se espera que la secuencia de nucledtidos del presente promotor, asi como fragmentos y variantes del mismo tal
como se define anteriormente, ejerza una actividad especifica para la semilla, especifica para la envuelta de la
semilla o incluso especifica para tricomas o fibras.

En un ejemplo, la actividad del promotor especifica para la semilla esta en algodén. Otros ejemplos para los que se
pueden tratar el promotor, fragmentos y variantes de los mismos incluyen otras plantas productoras de tricomas o de
fibras tales como cafamo, yute, lino y plantas lefiosas, incluyendo, pero no limitadas a Pinus spp., Populus spp.,
Picea spp., Eucalyptus spp. etc.

En un ejemplo de la secuencia de acido nucleico descrita en esta memoria, la actividad del promotor especifica para
la semilla es especifica para tricomas o especifica para fibras.

En otro aspecto, la presente solicitud describe un gen quimérico que comprende el acido nucleico (aislado) descrito
en esta memoria, enlazado operativamente a un acido nucleico que codifica un producto de expresion de interés vy,
opcionalmente, una secuencia de terminacion de la transcripcion y de poliadenilacion funcional en células vegetales.

Un gen quimérico es un gen artificial construido enlazando operativamente fragmentos de genes no relacionados u
otras secuencias de acidos nucleicos. En otras palabras "gen quimérico" designa un gen que no se encuentra
normalmente en una especie vegetal o se refiere a cualquier gen en el que el promotor, partes adjuntas del promotor
0 una o mas de otras regiones reguladoras del gen no estan asociados en la naturaleza con una parte o la totalidad
del acido nucleico transcrito enlazado operativamente con el mismo, es decir, son heterélogos con respecto al acido
nucleico transcrito. Mas particularmente, un gen quimérico que es un gen artificial, es decir, que no se produce de
forma natural, el gen producido por un enlace operativo de la secuencia de acido nucleico de la invencién tal como,
p. €j. el acido nucleico de SEQ ID NO: 1, un fragmento de 600 nt del mismo o una secuencia de acido nucleico que
tiene al menos 95% de identidad de secuencia con la misma, todos ellos capaces de dirigir una expresion especifica
para la semilla, especifica para la envuelta de la semilla o especifica para tricomas-fibras de un producto de
expresion de interés como se describe anteriormente, con una segunda secuencia de acido nucleico que codifica
dicho producto de expresion de interés que no esta enlazado operativamente de forma natural a dicha secuencia de
acido nucleico. Una secuencia de acido nucleico enlazada operativamente de forma natural a dicha secuencia de
acido nucleico es la secuencia codificante del gen MADS6 de algodon.

El término "heterdélogo” se refiere a la relacién entre dos o mas secuencias de acido nucleico o proteina que se
derivan de diferentes fuentes. Por ejemplo, un promotor es heterélogo con respecto a una secuencia de acido
nucleico enlazada operativamente, tal como una secuencia codificante, si dicha combinacién no se encuentra
normalmente en la naturaleza. Ademas, una secuencia particular puede ser "heteréloga" con respecto a una célula u
organismo en el que se inserta (es decir, no se produce de forma natural en esa célula u organismo particular). Por
ejemplo, el gen quimérico descrito en esta memoria es un acido nucleico heterdlogo.

La expresion "enlazada operativamente" se refiere a la disposicion espacial funcional de dos o mas regiones de
acido nucleico o secuencias de acido nucleico. Por ejemplo, una region del promotor puede estar situada con
relacion a una secuencia de acido nucleico que codifica un producto de expresion de interés, de manera que la
transcripcion de dicha secuencia de acido nucleico esta dirigida por la region del promotor. Por lo tanto, una regién
del promotor esta "enlazada operativamente" a la secuencia de acido nucleico.

El promotor, fragmento o variante del mismo tal como se describe arriba pueden ser enlazados operativamente a
una secuencia de acido nucleico que codifica un producto de expresion de interés que es heterélogo con respecto al
promotor. Generalmente, la secuencia de acido nucleico puede ser cualquier secuencia de acido nucleico para la
que se desea un nivel alterado tal como un nivel de transcripcion incrementado. La secuencia de acido nucleico
puede codificar, por ejemplo, un polipéptido que es capaz de modificar propiedades de la fibra en algoddn o que esta
implicado en la biosintesis de auxinas.
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Las auxinas son una clase de hormonas vegetales que juegan un papel esencial en la coordinacion de muchos
procesos de crecimiento y de comportamiento en el ciclo vital de las plantas. En el nivel molecular, las auxinas
tienen un anillo aromatico y un grupo carboxilico (Taiz y Zeiger, 1998). El miembro mas importante de la familia de
auxinas es el acido indol-3-acético (IAA). Genera la mayor parte de los efectos de auxinas en plantas intactas, y es
la auxina nativa mas potente.

Secuencias de acido nucleico heterélogas adecuadas adicionales para modificar las propiedades de las fibras de
algododn incluyen, sin limitacion, las descritas en el documento W002/45485, con lo que la calidad de la fibra en
plantas productoras de fibras tales como algodén, se modifica modulando la actividad de sacarosa sintasa y/o la
expresion en tales plantas, los acidos nucleicos que median en una alteracion de una fase de alargamiento de las
células de las fibras modulando la deposicién de callosa tal como se describe en el documento W0O2005/017157, en
particular un gen que codifica una proteina 3-1,3 glucano sintasa, o en el documento W0O2006/136351.

Un "producto de expresion" designa un producto intermedio o final que surge de la transcripcion y, opcionalmente, la
traduccion del acido nucleico tal como ADN o ARN, que codifica dicho producto. Durante el proceso de transcripcion,
una secuencia de ADN bajo el control de regiones reguladoras, en particular la secuencia de promotor descrita en
esta memoria, se transcribe en una molécula de ARN. Una molécula de ARN puede formar por si misma un
producto de expresion y entonces es capaz, por ejemplo, de interactuar con otro acido nucleico o proteina.
Alternativamente, una molécula de ARN puede ser un producto intermedio cuando es capaz de ser traducida en un
péptido o una proteina. Se dice que un gen codifica una molécula de ARN como producto de expresion cuando el
ARN como el producto final de la expresion del gen es capaz de interactuar con otro acido nucleico o proteina.
Ejemplos de productos de expresion de ARN incluyen ARNs inhibidores tales como, p. ej., ARN sentido, ARN
antisentido, ARN de horquilla, ribozimas, ARNmi o ARNsi, ARNm, ARNr y ARNt. Se dice que un gen codifica una
proteina o péptido como producto de expresion cuando el producto final de la expresion del gen es una proteina o un
péptido.

Productos de expresion ilustrativos adicionales de interés incluyen proteinas implicadas en la sintesis de la pared
celular y la formacioén de fibras tal como se describe en el documento W02005/017157, en particular un gen que
codifica una proteina B-1,3 glucano sintasa, o en el documento WO02006/136351, PCT/EP2011/ 004929 o
WO02011/089021, en particular una N-acetilglucosamina transferasa que puede ser dirigida a las membranas del
aparato de Golgi tal como una N-acetilglucosamina transferasa del tipo NODC, o una quitina sintasa.

Dentro del alcance de la presente divulgacion, puede hacerse uso también, en combinacion con el gen quimérico
descrito anteriormente, de otras secuencias reguladoras, que estan situadas entre dicha secuencia de acido nucleico
que comprende un promotor y dicha secuencia de acido nucleico que comprende la secuencia codificante del
producto de expresion. Este es especialmente el caso si la secuencia de nucledtidos utilizada como promotor es
desde la posicion 1 hasta la posicion 748 de SEQ ID NO: 1 que corresponde al promotor sin 5' UTR. Ejemplos no
limitantes de tales secuencias reguladoras incluyen activadores de traduccion ("potenciadores"), por ejemplo el
activador de traduccion del virus del mosaico del tabaco (TMV) descrito en la solicitud WO 87/07644, o del virus del
grabado del tabaco (TEV) descrito por Carrington y Freed 1990, J. Virol. 64: 1590-1597, o intrones tales como el
intron de la histona 3 de Arabidopsis (Chaubet et al., 1992).

Otras secuencias reguladoras adecuadas incluyen 5' UTRs. Tal como se utiliza en esta memoria, una 5' UTR, a la
que también se alude como secuencia conductora, es una region particular de un ARN mensajero (ARNm) situada
entre el sitio de inicio de la transcripcion y el coddn de inicio de la region codificante. Esta implicado en la estabilidad
del ARNm y la eficiencia de la traduccion. Por ejemplo, el conductor 5' no traducido de un gen de proteina de unién
a/b de clorofila de petunia (cab22L) aguas abajo del sitio de inicio de la transcripcion 35S se puede utilizar para
aumentar los niveles de estado estacionario de la expresion del gen informador (Harpster et al., 1988, Mol Gen
Genet. 212(1): 182-90). El documento WO095/006742 describe el uso de secuencias conductoras no traducidas 5'
derivadas de genes que codifican proteinas de choque térmico para aumentar la expresion del transgen.

El gen quimérico puede comprender también una secuencia de terminacion de la transcripcion o una secuencia de
poliadenilacion operativa en una célula vegetal, en particular una célula de la planta de algodon. Como una
secuencia de terminacion de la transcripcion o de poliadenilacion puede hacerse uso de cualquier secuencia
correspondiente de origen bacteriano tal como, por ejemplo, el terminador nos de Agrobacterium tumefaciens de
origen viral tales como, por ejemplo, el terminador CaMV 35S, o de origen vegetal tal como, por ejemplo, un
terminador de histona tal como se describe en la solicitud de patente publicada EP 0 633 317 A1.

En un ejemplo del gen quimérico descrito en esta memoria, dicho producto de expresion de interés es una proteina,
un péptido o una molécula de ARN, dicha molécula de RNA es capaz de modular la expresion de un gen endégeno
a dicha planta. En un ejemplo, dicha proteina, péptido o molécula de ARN es capaz de modular una propiedad de la
fibra. En otro ejemplo, dicha proteina, péptido o molécula de ARN esta implicado en la biosintesis de la auxina.
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El término "proteina", tal como se utiliza en esta memoria, describe un grupo de moléculas que consiste en mas de
30 aminoacidos, mientras que el término "péptido" describe moléculas que consisten en hasta 30 aminoacidos. Las
proteinas y los péptidos pueden formar, ademas, dimeros, trimeros y oligémeros superiores, es decir, consisten en
mas de una molécula (poli)peptidica. Moléculas de proteinas o péptidos que forman tales dimeros, trimeros, etc.,
pueden ser idénticos o no idénticos. Las correspondientes estructuras de orden superior se denominan, por
consiguiente, homodimeros o heterodimeros, homotrimeros o heterotrimeros, etc. Los términos "proteina" y
"péptido" también se refieren a proteinas o péptidos modificados de forma natural en los que la modificacion se
efectua, p. ej., mediante glicosilacion, acetilacion, fosforilacion y similares. Tales modificaciones son bien conocidas
en la técnica.

Proteinas a modo de ejemplo, adecuadas como productos de expresion, incluyen proteinas implicadas en la
modificacion de propiedades de la fibra tales como las que median en un aumento en la longitud de la fibra, una
alteracion en la resistencia de la fibra o una alteracion en las propiedades de la pared celular resultante, p. €j., en
una carga alterada de dichas paredes celulares, una alteracion en la capacidad de tincion, una produccion de fibra
de pelusa disminuida, una alteracion en la relacion de madurez de la fibra, una disminucién en el contenido de fibra
inmadura o un aumento en la uniformidad de la fibra y micronaire.

Dicho producto de expresion de interés también puede ser una molécula de ARN capaz de modular la expresion de
un gen endégeno a dicha planta de algodén.

Ejemplos de genes diana adecuados para los productos de expresion de ARN a este respecto incluyen los
implicados en la modificacion de propiedades de la fibra, tales como los que median en un incremento en la longitud
de la fibra, una alteracién en la resistencia de la fibora o una alteraciéon en las propiedades de la pared celular
resultante, p. €j., en una carga alterada de dichas paredes celulares, una alteracion en la capacidad de tincion,
produccion de fibra de pelusa disminuida, una alteracién en la relacion de madurez de la fibra, una disminucién en el
contenido de fibra inmadura o un incremento en la uniformidad de la fibra y micronaire.

Para el caso de moléculas de ARN, resultara claro que siempre que las secuencias de nucleétidos de las moléculas
de ARN se definan con referencia a la secuencia de nucleétidos de moléculas de ADN correspondiente, la timina (T)
en la secuencia de nucleétidos debe ser sustituida por uracilo (U). El que se haga referencia a moléculas de ARN o
ADN resultara claro por el contexto de la solicitud.

La expresion "capaz de modular la expresion de un gen" se refiere a la accion de una molécula de ARN, tal como
una molécula de ARN inhibidora tal como se describe en esta memoria, para influir sobre el nivel de expresion de
genes diana de diferentes maneras. Esto puede efectuarse, p. €j., mediante la inhibicién de la expresién de un gen
diana mediante la interaccion directa con los componentes que impulsan dicha expresion tal como el gen
propiamente dicho o el ARNm transcrito que resulta en una disminucion de la expresion, o mediante la inhibicién de
otro gen implicado en la activacion de la expresion de un gen diana, aboliendo de este modo dicha activacion, o
inhibiendo otro gen implicado en la inhibicién de la expresion de un gen diana que resulta en un aumento de la
expresion. La inhibicién de un gen implicado en la inhibicion de la expresidon de un gen diana utilizando ARN
inhibidor puede resultar, por el contrario, en una activacion de la expresion de dicho gen diana.

Moléculas de ARN inhibidoras disminuyen los niveles de ARNms de sus proteinas diana disponibles para la
traduccién a dicha proteina diana. De esta manera, se puede inhibir la expresion de proteinas implicadas en las
respuestas no deseadas a condiciones de estrés. Esto se puede lograr a través de técnicas bien establecidas,
incluyendo la co-supresion (supresion de ARN sentido), ARN antisentido, ARN de doble cadena (ARNds), ARNsi o
microARN (miARN).

Una molécula de ARN como producto de expresién tal como se describe en esta memoria comprende una parte de
una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina diana o una secuencia homadloga para regular a la baja la
expresion de dicha proteina diana. Otro ejemplo de una molécula de ARN como producto de expresion para uso en
la expresion de regulacion a la baja son moléculas de ARN antisentido que comprenden una secuencia de
nucleétidos complementaria a al menos una parte de un nucleédtido que codifica una proteina de interés o una
secuencia homologa. Aqui, la regulacion a la baja puede efectuarse, p. €j., introduciendo este ARN antisentido o un
ADN quimérico que codifica dicha molécula de ARN. Todavia en otro ejemplo, la expresion de una proteina de
interés se regula a la baja introduciendo una molécula de ARN de doble cadena que comprende una region de ARN
sentido y una region de ARN antisentido correspondiente a y respectivamente complementaria a al menos parte de
una secuencia génica que codifica dicha proteina de interés, regién de ARN sentido y antisentido que son capaces
de formar una regién de ARN de doble cadena entre si. Una molécula de ARN de doble cadena de este tipo puede
ser codificada tanto por moléculas sentido como antisentido tal como se describe anteriormente y por una molécula
de una sola cadena que es procesada para formar ARNsi o ARNmi.
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En un ejemplo, la expresion de una proteina diana puede ser regulada a la baja introduciendo una construccion de
ADN quimérico que proporciona una molécula de ARN sentido capaz de regular a la baja la expresion mediante la
co-supresion. La region de ADN transcrita proporcionara, después de la transcripcion, una denominada molécula de
ARN sentido capaz de reducir la expresion de un gen que codifica una proteina diana en la planta o célula vegetal
diana de una manera transcripcional o post-transcripcional. La region de ADN transcrito (y la molécula de ARN
resultante) comprende al menos 20 nucleétidos consecutivos que tienen al menos 95% de identidad de secuencia
con la porcion correspondiente de la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina diana presente en la planta o
célula vegetal.

Alternativamente, un producto de expresion para regular a la baja la expresion de una proteina diana es una
molécula de ARN antisentido. Regular a la bajo o reducir la expresion de una proteina de interés en la planta de
algoddn o célula vegetal diana se efectua de nuevo de una manera transcripcional o post-transcripcional. La regién
de ADN transcrita (y la molécula de ARN resultante) comprende al menos 20 nucleétidos consecutivos que tienen al
menos 95% de identidad de la secuencia con el complemento de la parte correspondiente de la secuencia de acido
nucleico que codifica dicha proteina diana presente en la planta o célula vegetal.

Sin embargo, la secuencia de nucleétidos minima de la region de ARN antisentido o sentido de aproximadamente 20
nt de la secuencia de acido nucleico que codifica una proteina diana puede estar comprendida dentro de una
molécula de ARN mayor, variando en tamario de 20 nt a una longitud igual al tamafio del gen diana. Las regiones de
nucledtidos antisentido o sentido mencionados pueden ser, por lo tanto, de aproximadamente 21 nt a
aproximadamente 5000 nt de longitud tal como 21 nt, 40 nt, 50 nt, 100 nt, 200 nt, 300 nt, 500 nt, 1000 nt, 2000 nt o
incluso aproximadamente 5000 nt o mayores en longitud. Ademas de ello, no se requiere para el propdsito de la
invencion que la secuencia de nucledtidos de la molécula de ARN inhibidora utilizada o la region codificante del
transgen, sea completamente idéntica o complementaria al gen endégeno que codifica la proteina diana, cuya
expresion esta dirigida a ser reducida en la célula vegetal. Cuanto mas larga sea la secuencia, menos riguroso sera
el requisito para la identidad de secuencia global. Por lo tanto, las regiones sentido o antisentido pueden tener una
identidad de secuencia global de aproximadamente 40% o 50% 0 60% o 70% u 80% 0 90% o 100% a la secuencia
de nucledtidos de un gen enddgeno o el complemento de la misma. Sin embargo, tal como se menciona, las
regiones antisentido o sentido deben comprender una secuencia de nucleétidos de 20 nucleétidos consecutivos que
tiene de aproximadamente 95 a aproximadamente 100% de identidad de secuencia con la secuencia de nucleétidos
del gen enddgeno que codifica el gen diana. El tramo de aproximadamente 95 a aproximadamente 100% de
identidad de secuencia puede ser de aproximadamente 50, 75 o 100 nt.

La eficiencia de los genes quiméricos mencionados anteriormente para la regulacion a la baja del nivel de expresion
génica mediada por ARN antisentido o ARN sentido puede potenciarse adicionalmente por la inclusiéon de elementos
de ADN que resulta en la expresion de moléculas de ARN inhibidoras aberrantes, no poliadeniladas. Un elemento de
ADN de este tipo, adecuado para ese proposito, es una region de ADN que codifica una ribozima de auto-corte y
empalme. La eficiencia puede potenciarse también proporcionando las moléculas de ARN generadas con sefiales de
localizacién o retencion nuclear.

Ademas, un producto de expresion tal como se describe en esta memoria puede ser una secuencia de acido
nucleico que proporciona una molécula de ARN de doble cadena, capaz de regular a la baja la expresion de un gen
que codifica una proteina diana. Tras la transcripcion de la regién de ADN, el ARN es capaz de formar una molécula
de ARNds a través de apareamiento convencional de bases entre una region sentido y antisentido, en que la region
sentido y antisentido son secuencias de nucledtidos tal como se describe anteriormente en esta memoria. Los
productos de expresion, que son ARNds de acuerdo con la invencién pueden comprender, ademas, un intron tal
como un intrén heterdlogo, situado, p. €j., en la secuencia de espaciador entre las regiones de ARN sentido y
antisentido de acuerdo con la divulgacion del documento WO 99/53050. Para lograr la construccion de un transgen
de este tipo, se puede hacer uso de los vectores descritos en el documento WO 02/059294 A1.

En un ejemplo, dicha molécula de ARN comprende una primera y una segunda regién de ARN, en donde 1. dicha
primera region de ARN comprende una secuencia de nucledtidos de al menos 19 nucleétidos consecutivos que tiene
al menos aproximadamente 94% de identidad de secuencia con la secuencia de nucledtidos de dicho gen
enddgeno; 2. dicha segunda region de ARN comprende una secuencia de nucleétidos complementaria a dichos 19
nucledtidos consecutivos de dicha primera region de ARN; 3. dicha primera y segunda region de ARN son capaces
de apareamiento de bases para formar una molécula de ARN de doble cadena entre al menos dichos 19 nucledtidos
consecutivos de dichas primera y segunda region. En otros ejemplos, se aplican las mismas consideraciones que se
ha descrito anteriormente para el ARN sentido y antisentido.

Otro producto de expresion a modo de ejemplo es una molécula de microARN (mirARN, que puede ser procesado a
partir de una molécula de pre-microARN) capaz de guiar la escision del ARNm transcrito a partir del ADN que
codifica la proteina diana que ha de ser traducido a dicha proteina diana. Moléculas de miARN se pueden introducir
convenientemente en células vegetales a través de la expresién de un gen quimérico tal como se describe en esta
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memoria que comprende una (segunda) secuencia de acido nucleico que codifica, como producto de expresion de
interés dicha transcripcion de miARN, pre-miARN o miARN primaria.

Las miARNs son pequefios ARNs enddgenos que regulan la expresion génica en plantas, pero también en otros
eucariotas. Tal como se utiliza en esta memoria, un "miARN" es una molécula de ARN de aproximadamente 20 a 30
nucledtidos (Siomi y Siomi, 2009) de longitud, que se pueden cargar en un complejo RISC y dirigir la escision de una
molécula de ARN diana, en donde la molécula de ARN diana comprende una secuencia de nucleétidos
esencialmente complementaria a la secuencia de nucleétidos de la molécula de miARN. En el ejemplo de miARNS,
se pueden producir uno o mas de los siguientes apareamientos errébneos en el mIARN esencialmente
complementarios con el ARN diana:

- Un apareamiento erréneo entre el nucledtido en el extremo 5' de dicho miARN y la secuencia de
nucleétidos correspondiente en la molécula de ARN diana;

- Un apareamiento erréneo entre uno cualquiera de los nucleétidos en la posiciéon 1 a la posicion 9 de dicho
miARN y la secuencia de nucledétidos correspondiente en la molécula de ARN diana;

- Tres apareamientos erréoneos entre uno cualquiera de los nucleétidos en la posicién 12 a la posicién 21 de
dicho miARN vy la secuencia de nucleotidos correspondiente en la molécula de ARN diana siempre que no
haya mas de dos apareamientos erroneos consecutivos;

- No se permite un apareamiento erréoneo en las posiciones 10 y 11 del miARN (todas las posiciones del
miARN se indican a partir del extremo 5' de la molécula de miARN).

Un ejemplo adicional de un producto de expresion capaz de regular a la baja la expresion de una proteina diana es
codificado por una secuencia de acido nucleico que produce una molécula de ARN pre-miARN que se procesa en un
miARN capaz de guiar la escision del ARNm que codifica dicha proteina diana. En las plantas, miARNs son
procesados a partir de las regiones de tallo-bucle de largos pre-miARNs enddgenos por la actividad de escision de
DICERLIKE1 (DCL1). miARNs de plantas son altamente complementarios a ARNms diana conservados, y guian la
escision de sus dianas. Los miRNAs parecen ser componentes clave en la regulacion de la expresion génica de
redes complejas de las vias implicadas, entre otras cosas, en el desarrollo. Tal como se utiliza en esta memoria, una
molécula de "pre-miARN" es una molécula de ARN de aproximadamente 100 a aproximadamente 200 nucleétidos,
de preferencia de aproximadamente 100 a aproximadamente 130 nucleétidos, que puede adoptar una estructura
secundaria que comprende un tallo de ARNds y un bucle de ARN de cadena sencilla y que comprende, ademas, la
secuencia de nucleotidos del miARN y su secuencia de complemento del miARN en el tallo de ARN de doble
cadena. Preferiblemente, el miARN y su complemento se encuentran a una distancia de aproximadamente 10 a
aproximadamente 20 nucleétidos de los extremos libres del tallo de miARN ARNds. La longitud y la secuencia de la
region de bucle de cadena sencilla no son criticas y pueden variar considerablemente, p. €j., entre 30 y 50 nt de
longitud. Preferiblemente, la diferencia en la energia libre entre la estructura del ARN no apareado y apareado es de
entre -20 y -60 kcal/mol, p. €j., alrededor de -40 kcal/mol. La complementariedad entre el miARN y el miARN no
tiene por qué ser perfecta y se pueden tolerar alrededor de 1 a 3 engrosamientos de nucleétidos no apareados. La
estructura secundaria adoptada por una molécula de ARN puede predecirse mediante algoritmos informaticos
convencionales en la técnica tales como mFold, UNAFold y RNAfold. La cadena particular del tallo de ARNds desde
el pre-miARN que se libera por la actividad DCL y se carga en el complejo RISC se determina por el grado de
complementariedad en el extremo 5', con lo que la cadena que en su extremo 5' es la menos implicada en el enlace
de hidrégeno entre los nucledtidos de las diferentes cadenas del tallo de ARNds escindido se carga en el complejo
RISC y determinara la especificidad de secuencia de la degradacion de la molécula de ARN diana. Sin embargo, si
empiricamente la molécula de miARN de una molécula de pre-miARN sintética particular no es funcional debido a
que se carga la cadena "equivocada" en el complejo RISC, resultara inmediatamente evidente que este problema
puede ser resuelto mediante el intercambio de la posicion de la molécula de miARN y su complemento en las
respectivas cadenas del tallo de ARNds de la molécula de pre-miARN. Tal como se sabe en la técnica, la unién
entre A y U que implican dos uniones hidrégeno, o G y U que implican dos uniones hidrégeno es menos fuerte que
entre G y C que implica tres uniones hidrégeno.

Moléculas de miARN pueden estar comprendidos dentro de sus moléculas de pre-miARN que se producen de forma
natural, pero también pueden ser introducidas en armazones de moléculas pre-miARN existentes mediante el
intercambio de la secuencia de nucleédtidos de la molécula de miARN normalmente procesada a partir de dicha
molécula de pre-miARN existente para la secuencia de nucleétidos de otro miARN de interés. El armazoén del pre-
miARN también puede ser completamente sintético. Del mismo modo, moléculas de miARN sintéticas pueden estar
comprendidas dentro y procesadas de armazones de moléculas de pre-miARN existentes o armazones de pre-
miARN sintéticos.

Productos de expresion a modo de ejemplo también pueden ser ribozimas que catalizan su propio escision o la
escision de otros ARN.
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En un ejemplo del gen quimérico descrito en esta memoria, la modulacién de la expresion es incrementar la
expresion y dicha secuencia de acido nucleico que codifica un producto de expresion de interés codifica un ARN
que, cuando se transcribe, 1. proporciona una molécula de ARN capaz de aumentar la expresién de un gen
enddgeno a dicha planta de algoddn. Genes de este tipo podrian correlacionarse positivamente con la longitud de la
fibra, la resistencia de la fibra o una alteracion deseada en las propiedades de la pared celular, que resultan, p. €j.,
en una carga alterada de dichas paredes celulares, una alteracion en la capacidad de tincién, una produccion
disminuida de fibra de pelusa, una alteracién en la relacion de madurez de la fibra, una disminucién en el contenido
de fibra inmadura o un incremento en la uniformidad de la fibra y micronaire, o 2. proporciona una molécula de ARN
capaz de disminuir la expresion de un gen enddgeno a dicha planta de algodon, en donde dicho gen puede ser
correlacionado negativamente con la longitud de la fibra, la resistencia de la fibra o una alteracién deseada en las
propiedades de la pared celular que resultan, p. ej., en una carga alterada de dichas paredes celulares, una
alteracion en la capacidad de tincion, una produccion disminuida de fibra de pelusa, una alteracién en la relacion de
madurez de la fibra, una disminucion en el contenido de fibra inmadura, o un incremento en la uniformidad de la fibra
y micronaire.

Productos de expresion basados en ARN a modo de ejemplo incluyen ARNs inhibidores tales como miARNs,
siARNs, ARNs antisentido, ARNs sentido, ARNs de horquilla o ribozimas dirigidos a glucanasa, factor
despolimerizante de actina que codifica ADF, CPC que codifica caprice o TRY que codifica triptychon, entre otros.

En otro ejemplo del gen quimérico descrito en esta memoria, dicho producto de expresion es un gen informador o un
gen especifico para fibras tal como se describe en otra parte en esta solicitud.

En un ejemplo del gen quimérico descrito en esta memoria, dicha molécula de ARN comprende una primera y una
segunda region de ARN, en donde 1. dicha primera regiéon de ARN comprende una secuencia de nucleédtidos de al
menos 19 nucledtidos consecutivos que tienen al menos aproximadamente 94% de identidad de secuencia con la
secuencia de nucleotidos de dicho gen enddgeno; 2. dicha segunda region de ARN comprende una secuencia de
nucledtidos complementaria a dichos 19 nucleétidos consecutivos de dicha primera regiéon de ARN; y 3. dichas
primera y segunda regiones de ARN son capaces de un apareamiento de las bases para formar una molécula de
ARN de doble cadena entre al menos dicho 19 nucledtidos consecutivos de dichas primera y segunda regiones.

La presente solicitud también describe un vector que comprende el gen quimérico descrito en esta memoria.

Un "vector" se refiere a cualquier agente basado en acido nucleico capaz de transportar y transferir informacion
genética tal como un plasmido, cosmido, virus, secuencia de replicacion autbnoma, fago, o secuencia de nucleétidos
de ADN o ARN lineal de cadena sencilla, circular de cadena sencilla, lineal de doble cadena o circular de doble
cadena. El vector recombinante se puede derivar de cualquier fuente y es capaz de integracion gendmica o
replicacion autonoma. Por lo tanto, el gen quimérico arriba descrito puede proporcionarse en un vector
recombinante. Un vector recombinante comprende tipicamente, en una orientacion 5' a 3': un promotor para dirigir la
transcripcion de una secuencia de acido nucleico y una secuencia de acido nucleico a transcribir. Estos elementos
se corresponden con el gen quimérico descrito en esta memoria a ser introducido. El vector recombinante puede
comprender, ademas, un terminador de la transcripcién 3', una sefal de poliadenilacion 3', otras secuencias de acido
nucleico no traducidas, secuencias de &acido nucleico de transito y de fijacion de objetivo, marcadores
seleccionables, potenciadores y operadores, segun se desee. La expresion "5' UTR" se refiere a la region no
traducida de ADN aguas arriba, o 5' de la regién codificante de un gen, y "3' UTR" se refiere a la region no traducida
de ADN aguas abajo, o 3' de la regién codificante de un gen. Medios para preparar vectores recombinantes son bien
conocidos en la técnica. Métodos para preparar vectores recombinantes particularmente adecuados para la
transformacion de plantas se describen en los documentos US4971908, US4940835, US4769061 y US4757011. El
vector descrito en esta memoria puede ser un vector de expresion. Vectores tipicos, Utiles para la expresion de
acidos nucleicos en plantas superiores, son bien conocidos en la técnica e incluyen vectores derivados del plasmido
inductor de tumores (Ti) de Agrobacterium tumefaciens.

En otro aspecto, la presente solicitud describe una célula de plantal de algodon transgénica que comprende el gen
quimérico descrito en esta memoria o el vector descrito en esta memoria.

La presente invencion también se dirige a células de plantas de algodén transgénicas y a plantas de algodon
transgénicas que comprenden una secuencia de acido nucleico tal como se describe arriba, es decir, la secuencia
del promotor descrita en esta memoria, enlazada operativamente a una secuencia de acido nucleico heterélogo que
codifica un producto de expresion de interés. Alternativamente, dichas células de plantas transgénicas o plantas
comprenden el gen quimérico descrito en esta memoria. Secuencias de promotor preferidas y productos de
expresion de interés y otros elementos reguladores se han descrito arriba.

Una planta de algoddn transgénica puede ser producida introduciendo la o las secuencias de acido nucleico tal
como se describe arriba en plantas o células vegetales. "Introduccion” en relacion con la presente solicitud se refiere
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a la disposicion de informacién genética en una planta o célula vegetal por medios artificiales. Esto puede efectuarse
por cualquier método conocido en la técnica para la introduccién de ARN o ADN en células vegetales, protoplastos,
callos, raices, tubérculos, semillas, tallos, hojas, plantulas, embriones, polen y microesporas, otros tejidos vegetales
o plantas enteras. Mas particularmente, "introduccion" significa la integracion de forma estable en el genoma de la
planta.

A las plantas que contienen la secuencia de acido nucleico transformadas se las alude como "plantas transgénicas".
Transgénico y recombinante se refieren a un organismo huésped tal como una planta en la que se ha introducido
una molécula de acido nucleico heterdlogo (p. €j., la secuencia de acido nucleico, el gen quimérico o el vector tal
como se describe en esta memoria). El acido nucleico puede ser integrado de forma estable en el genoma de la
planta. Métodos especificos para la introduccién se describen en relacién con los métodos descritos en esta
memoria.

"Algodon” o "planta de algodon”, tal como se utiliza en esta memoria, puede ser cualquier variedad util para el cultivo
de algodon. Las variedades de algodén mas comunmente utilizadas son Gossypium barbadense, G. hirsutum, G.
arboreum y G. herbaceum. Variedades adicionales incluyen G. africanum y G. raimondii. También se incluye la
progenie de los cruces de cualquiera de las especies anteriores con otras especies o cruces entre tales especies.

Una célula de planta de algoddn puede ser cualquier célula que comprende esencialmente la informacion genética
necesaria para definir una planta de algodén, que puede, aparte del gen quimérico descrito en esta memoria, ser
complementada con uno o mas transgenes. Las células pueden derivar de los distintos 6rganos y/o tejidos que
forman una planta de algoddn, incluyendo pero no limitados a frutos, semillas, embriones, tejido reproductor,
regiones meristémicas, tejido de callo, hojas, raices, brotes, flores, tejido vascular, gametofitos, esporofitos, polen y
microesporas.

La presente solicitud también describe una planta transgénica que consiste en la célula de la planta de algodon
transgénica descrita anteriormente en esta memoria, o que comprende el gen quimérico o el vector descrito en esta
memoria integrado de manera estable en el genoma de la planta. Esto puede efectuarse por protocolos de
transformacion descritos en otra parte en esta solicitud.

En otra realizacion, la presente invencion se refiere a una semilla generada a partir de una planta de algodon
transgénica descrita en esta memoria, en donde dicha semilla comprende el gen quimérico descrito en esta
memoria.

La semilla se forma por una planta embrionaria encerrada junto con nutrientes almacenados por una envuelta de la
semilla. Es el producto del évulo maduro de las plantas gimnospermas y angiospermas, a la ultima de las cuales
pertenece el algodén, que se produce después de la fertilizacion y en cierta medida crece dentro de la planta madre.

En esta memoria se describen, ademas, fibras de algoddn y aceite de semilla de algoddn obtenibles u obtenidos de
las plantas descritas en esta memoria. Las fibras de algodén descritas en esta memoria pueden distinguirse de otras
fibras mediante la aplicacion del método de deteccion descrito en el documento W02010/015423 y la comprobacion
de la presencia del acido nucleico de (a) o gen quimérico de (b) en las fibras. Por consiguiente, el acido nucleico de
(a) también se puede utilizar para el seguimiento de paredes celulares, en particular fibras de algodén de acuerdo
con la invencion.

También se describen en esta memoria hilos y materiales textiles hechos a partir de las fibras descritas en esta
memoria, asi como los productos alimenticios y piensos que comprenden o estan hechos del aceite de semilla de
algoddn descrito en esta memoria. También se describe un método para obtener el aceite de semilla de algodén,
que comprende recolectar las semillas de algodén de la planta de algoddn descrita en esta memoria y extraer dicho
aceite de dichas semillas. Ademas, también se describe un método para producir fibras de algodén, que comprende
cultivar la planta de algoddn descrita en esta memoria y recolectar el algodon a partir de dichas plantas de algodén.

Esta disponible un cierto numero de métodos para introducir ADN en células vegetales o plantas, ya sea por
transformacion o introgresion. La transformacion mediada por Agrobacterium de algodon se ha descrito, p. €j., enla
patente de EE.UU. 5.004.863, en la patente de EE.UU. 6.483.013 y en el documento WO2000/71733.

Las plantas también pueden ser transformadas por bombardeo de particulas: particulas de oro o wolframio se
recubren con ADN y luego se disparan en células de plantas jévenes o embriones de plantas. Este método también
permite la transformacion de plastidios de plantas. La transformacion del algodén mediante bombardeo de particulas
se resefa, p. ej., en el documento WO 92/15675.

La transformacion (transduccién) viral se puede utilizar para la expresion transitoria o estable de un gen,
dependiendo de la naturaleza del genoma del virus. El material genético deseado se empaqueta en un virus de
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planta adecuado y se permite que el virus modificado infecte la planta. La progenie de las plantas infectadas esta
libre de virus y también libre del gen insertado. Se describen o se detallan adicionalmente métodos adecuados para
la transformacion viral en el documento WO 90/12107, WO 03/052108 o WO 2005/098004.

"Introgresion” significa la integracion de un gen en el genoma de una planta por medios naturales, es decir, mediante
el cruce de una planta que comprende el gen quimérico descrito en esta memoria con una planta que no comprende
dicho gen quimérico. La descendencia se puede seleccionar para las que comprenden el gen quimérico.

Otros protocolos de transformaciéon y de introgresion también se pueden encontrar en la patente de EE.UU.
7.172.881.

En un aspecto adicional, la presente solicitud describe un método de cultivo de algodén, que comprende (a1)
proporcionar la planta transgénica descrita en esta memoria o producida por el método descrito en esta memoria ; o
(a2) introducir un gen quimérico segun se describe en esta memoria o un vector descrito en esta memoria en una
planta; (b) cultivar la planta de (a1) o (a2); y (c) recolectar el algodén producido por dicha planta.

"Cultivo" se refiere a la creacion del entorno para que la planta crezca, se multiplique y/o envejezca. Condiciones de
cultivo adecuadas para plantas especificas son bien conocidas en la técnica.

La presente solicitud describe también un método de producir una semilla que comprende el gen quimérico descrito
en esta memoria, que comprende (a) cultivar una planta transgénica que comprende el gen quimérico descrito en
esta memoria o el vector descrito en esta memoria, una planta transgénica descrita en esta memoria o una planta
transgénica obtenido por el método descrito en esta memoria, en que dicha planta transgénica produce dicha semilla
y dicho gen quimérico esta comprendido en dicha semilla, y (b) aislar dicha semilla de dicha planta transgénica.

En otro aspecto, la presente solicitud describe un método de efectuar la expresion especifica para la semilla de un
producto en algodén, que comprende introducir el gen quimérico descrito en esta memoria o el vector descrito en
esta memoria en el genoma de una planta de algodén; o proporcionar la planta transgénica descrita en esta
memoria. En un ejemplo, la expresion especifica para la semilla puede ser la expresion especifica para la envuelta
de la semilla, la expresion especifica para tricomas o la expresion especifica para fibras.

La presente solicitud describe, ademas, un método para alterar propiedades de la fibra en una planta de algodon,
que comprende introducir el gen quimérico descrito en esta memoria o el vector descrito en esta memoria en el
genoma de una planta de algodén; o proporcionar la planta transgénica descrita en esta memoria.

En un ejemplo, el método comprende, ademas, cultivar dicha planta hasta que se generen semillas.

En otro ejemplo basado en la etapa adicional de arriba, el método es para aumentar la produccion de algodon de
una planta de algodén y comprende, ademas, recolectar el algodén producido por dicha planta de algodon. En otras
palabras, en esta memoria se describe un método para aumentar la produccién de algodén a partir de una planta de
algoddn, que comprende introducir el gen quimérico descrito en esta memoria o el vector descrito en esta memoria
en el genoma de una planta de algodén; o proporcionar la planta transgénica descrita en esta memoria; cultivar
dicha planta hasta que se generen semillas; y recolectar el algodén producido por dicha planta de algodon.

La expresion "aumentar la produccién” en relacién con la presente solicitud se refiere a un aumento en la produccion
de fibras de algoddn que se puede conseguir, p. €j., aumentando el nimero de fibras producidas en una semilla de
algododn, la longitud de las fibras o la resistencia de la fibras. Genes y productos de expresion de los mismos
implicados en conferir estas propiedades se han descrito anteriormente.

En otro aspecto, la presente solicitud describe el uso del gen quimérico descrito en esta memoria, el vector descrito
en esta memoria o la planta transgénica o célula vegetal descrita en esta memoria para la expresion especifica para
la semilla de un producto en algoddén, para alterar las propiedades de la fibra en el algodén o para aumentar la
produccion de algodén. Las definiciones y ejemplos adicionales arriba descritos para otros aspectos descritos en
esta memoria se aplican igualmente al presente aspecto.

Las células de plantas de algoddn transformadas y plantas de algodén descritas en esta memoria o los obtenidos
por los métodos descritos en esta memoria puede contener, ademas del gen quimérico arriba descrito, al menos otro
gen quimérico que comprende un acido nucleico que codifica un producto de expresion de interés. Ejemplos de un
producto de expresion de este tipo incluyen moléculas de ARN o proteinas tales como, p. €j., una enzima para la
resistencia a un herbicida.
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Productos de expresion de interés adicionales confieren resistencia a los insectos a una planta de algodoén, es decir,
resistencia al ataque por ciertos insectos diana, o la tolerancia a estreses abioticos.

Las células vegetales y plantas transformadas descritas en esta memoria tales como las obtenidas por los métodos
descritos en esta memoria se pueden utilizar adicionalmente en los procedimientos de reproduccién bien conocidos
en la técnica tales como cruce, autofecundacion y retrocruzamiento. Los programas de reproduccion pueden implicar
el cruce para generar una generacion F1 (primera filial), seguido de varias generaciones de autopolinizacion
(generando F2, F3, etc.). El programa de cultivo también puede implicar etapas de retrocruzamiento (BC), con lo que
la descendencia se retro-cruza a una de las lineas parentales, denominada el parental recurrente.

Por consiguiente, también se describe en esta memoria un método para producir plantas que comprenden el gen
quimérico descrito en esta memoria, que comprende la etapa de cruzar la planta de algodon descrita en esta
memoria con otra planta o consigo misma y seleccionar la descendencia que comprende dicho gen quimérico.

Las células de plantas transgénicas y plantas obtenidas por los métodos descritos en esta memoria también se
pueden utilizar adicionalmente en procedimientos de transformacion posteriores, p. ej., para introducir un gen
quimérico adicional.

Las figuras muestran:

Figura 1: Gel de agarosa que presenta los resultados de la reaccion PCR para amplificar la secuencia de ADN de
cuatro genes MADS.

Figura 2: Esquema del procedimiento de PCR inversa.

Figura 3: Etapas de clonacion para recuperar el promotor MADS6 (PMADS6) tal como se describe en el Ejemplo 1.
Esquema 3a/3b de la recuperacion de la secuencia genémica y enfoque de la PCR inversa; 3c. Fragmentos
recuperados de la PCR inversa; 3d a f: creacion de vectores que comprenden el promotor MADS6 completo.
Abreviaturas: bla: gen de resistencia a ampicilina; ORI ColE1: origen de replicacion de plasmido procedente de
pMB1; lacZ: secuencia codificante que codifica el péptido beta-galactosidasa alfa de Escherichia coli; MCS: sitio de
multi-clonacion; 5° UTR: regién 5’ no traducida; Plac: Promotor del operdn lac de Escherichia coli; Pmads6: promotor
MADSES; Phis: secuencia que incluye la regién del promotor del gen histona H4 de Arabidopsis thaliana y el primer
intrén del gen Il de la variante de histona H3.lll de Arabidopsis thaliana; 2mepsps: secuencia codificante del gen
doble mutante 5-enol piruvilshikimate-3-fosfato sintasa de Zea mays (maiz); (Lebrun et al., 1997) TPotp C: secuencia
codificante del péptido de transito optimizado, que contiene la secuencia de los genes de la subunidad pequefia
RuBisCO de Zea mays (maiz) y Helianthus annuus (girasol); aadA: estreptomicina y resistencia a espectinomicina;
la secuencia codificante del gen aminoglicésido adeniltransferasa (aadA) del transposon Tn7 de Escherichia coli
(Fling et al., 1985); bar: secuencia codificante del gen fosfinotricina acetiltransferasa (= gen de resistencia bialafos)
de Streptomyces hygroscopicus (Thompson et al, 1987); 3'nos: fragmento del extremo 3' no traducido del gen
nopalina sintasa del ADN-T de pTiT37 y que contiene sefiales de poliadenilacion de plantas; ori pVS1: origen de
replicacion de plasmido procedente de pVS1 para el mantenimiento estable en Agrobacterium; P35S3: fragmento de
la regién del promotor de la transcripcion de virus del mosaico de la coliflor 35S; GUS: secuencia codificante del gen
beta-glucuronidasa de Escherichia coli, incluyendo el segundo intrén del gen ST-LS1 de Solanum tuberosum
(patata).

Figura 4: Produccion del vector de la transformacion de algodéon pTTS108 que comprende el promotor MADS6
putativo, la secuencia codificante de GUS y el marcador de seleccion bar.

Figura 5: Ovulos transformadas con el gen informador GUS controlado por PMADS6 (Figura 5a) y un gen informador
GUS controlado por PFBP7 (Figura 5b) 6 dap. Los circulos indican manchas azules que se encuentran en los 6vulos
que corresponde a la expresion de GUS.

Los ejemplos ilustran la invencion.
Materiales

A menos que se indique lo contrario, los productos quimicos y reactivos en los ejemplos se obtuvieron de Sigma
Chemical Company, las endonucleasas de restriccion eran de Fermentas o Roche-Boehringer, y otras enzimas
modificadoras o kits con respecto a productos bioquimicos y ensayos bioldgicos moleculares eran de Qiagen,
Invitrogen y Q-BlOgene. Las cepas bacterianas eran de Invitrogen. Las etapas de clonacion llevadas a cabo tales
como, p. €j., escisiones por restriccion, electroforesis en gel de agarosa, purificacion de fragmentos de ADN, enlace
de fragmentos de ADN, transformacién de células de E. coli, bacterias en crecimiento, fagos que se multiplican y
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analisis de la secuencia de ADN recombinante se llevan a cabo tal como se describe por Sambrook (1989). La
secuenciacion de moléculas de ADN recombinante se lleva a cabo usando el secuenciador de ADN por
fluorescencia laser ABI seguin el método de Sanger.

Ejemplo 1: Seguimiento del promotor MADS6 en algodon

El promotor FBP7 de petunia es conocido por expresar tricomas especificamente. En el curso de la presente
invencion, se identificé en algoddn un promotor con propiedades similares.

Se efectud una busqueda BLAST con la secuencia de la proteina FBP7 controlada por el promotor FBP7 en la base
de datos TrEMBL para identificar homologos potenciales en el algodon.

La busqueda recuperd dos aciertos en Gossypium hirsutum, ambos de los cuales son proteinas MADS-box
denominadas GhMADS6 y GhMADS?.

En plantas, los genes MADS-box codifican una gran familia de factores de transcripcion de al menos 100 miembros
(revisado por De Bodt et al. 2003; Kofuji et al 2003; Parenicova et al. 2003; Nam et al., 2004).

Se ha encontrado por Lightfoot et al. (2007) que GhMADS6 y GhMADS7, ademas de dos mas, GhMADS4 y
GhMADSS5, son homologos de FBP7. Este grupo demostr6 que MADS5 y MADS6 se expresan altamente en el
ovulo, la flor y tejido de las fibras. Ademas de ello, ambas proteinas se expresan en el desarrollo temprano de las
fibras (0 a 6 DPA). No se detectd expresion alguna en las hojas y el tallo. MADS5 muestra una baja expresion en la
raiz.

Con el fin de encontrar un promotor especifico para las fibras, el gen que codifica MADS6 fue escogido para la
investigacion adicional.

Se utilizé una busqueda blastn para identificar el ADNc que codifica la proteina MADS6. La informacion recuperada
reveld un fragmento de ADNc de 1040 pares de bases. Sin embargo, una busqueda de esta secuencia en bases de
datos gendmicas no produjo informacion alguna. Por consiguiente, no se pudo determinar la secuencia de
nucledtidos 5' con respecto a la secuencia codificante MADS6.

En el presente caso, los genes MADS identificados muestran un nivel muy alto de identidad de secuencia. Esto hace
una tarea dificil el seguimiento del promotor de un gen MADS especifico, en este caso el gen MADS6. Para un
enfoque basado en la PCR inversa, se necesita encontrar cebadores especificos para el gen MADS seleccionado,
los cuales, considerando la alta identidad de secuencia entre los miembros de la familia, es bastante elaborada.

La secuencia gendmica fue trazada por PCR utilizando los siguientes cebadores.
MADS4

TSOL454 directo: 5' - tcgaggccatacattctcag - 3' (SEQ ID NO: 2)
TSOL455 inverso: 5' - gtcttacacactctacacatc - 3' (SEQ ID NO: 3)

MADS5

TSOL456_directo: 5' - agaggaactcccactccctac - 3' (SEQ ID NO: 4)
TSOL457 _inverso: 5' - atgtagagtacatatggttga - 3' (SEQ ID NO: 5)

MADS6

TSOL458 directo: 5' - catccatctgcttactcecat - 3' (SEQ ID NO: 6)
TSOL459 inverso: 5' - tacatcatacgaacttcaca - 3' (SEQ ID NO: 7)

MADS7

TSOL460_directo: 5' - caaaccagctgatgcaagcage - 3' (SEQ ID NO: 8)
TSOL461_inverso: 5' - caacaactaggctttcaactgt - 3' (SEQ ID NO: 9)

Las reacciones de PCR se realizaron en ADN gendmico de tipo salvaje Cocker.
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Para todos los cuatro genes, se amplificd un Unico fragmento mayor que el fragmento esperado, en base a
secuencias de ADNc (véase la Figura 1). Esto indica que los cuatro genes contienen intrones dentro de la region
codificante amplificada.

Los fragmentos de PCR obtenidos para MADS 4, MADS5 y MADS7 se almacenaron a -20° C. El fragmento de PCR
obtenido para MADSG6 se cloné en un vector de clonacion.

Para comparacion, se realizd una reaccion PCR adicional sobre el ADN genémico para MADS6 utilizando los
cebadores resefiados en Lightfoot et al. (2007). Una vez mas, el fragmento obtenido (1040 pb) era mayor que el
fragmento de ADNc correspondiente (394 pb). El fragmento obtenido se cloné y secuencié y se alined con un
fragmento gendmico obtenido con cebadores especificos para el extremo 3' de MADSB6, con la secuencia de ADNc
de MADSG6 y con los fragmentos obtenidos a partir de ADNc utilizando cebadores especificos para el extremo 3' de
MADSS6. Se pudieron confirmar intrones dentro de la secuencia codificante.

El fragmento de 1040 pares de bases obtenido, correspondiente a la parte 3' del gen MADS6, se tomd entonces
como base para la amplificacion de la secuencia 5' gendmica que comprende el promotor.

Se juzgo el enfoque de la PCR inversa. Un esquema de las etapas a realizar se representa en la figura 2.
Un buen candidato para la enzima A se podria definir como Nhel. Ensayos con esta enzima resultaron en
fragmentos que se hibridan con fragmentos genémicos de mas de 5 kb.

Después se disefiaron cebadores anidados para la PCT inversa que fijan como objetivo el extremo 3' de la
secuencia codificante MADS6 que se encontré que era al menos idéntica de los cuatro genes MADS identificados en
G. hirsutum.

Las reacciones PCR se establecieron con estos cebadores y algunos de los candidatos para la enzima A.

Solo podian obtenerse multiples bandas no especificas utilizando los cebadores anteriores dirigidos especificamente
a MADSEG en la region 3' del gen, y no pudo determinarse la secuencia 5' aguas arriba del gen MADS6.

Se realiz6 un intento adicional con la secuencia 5 menos especifica del gen MADS6. En primer lugar, secuencias 5'-
gendmicas de MADS6 se amplificaron utilizando cebadores directos TSOL472 (5' - GGTACAAGTGATCAAAGAG -
3'; SEQ ID NO: 10) resp. TSOL473 (5' - ATTGGCCGGAACTCTTACCA - 3'; SEQ ID NO: 11), la unién a la region 5'
no traducida (UTR) y cebador inverso TSOL465 que tiene la secuencia 5' - GGACCTGATCCTAGTAATTCC - 3'
(SEQ ID NO: 12) y la unién al ADNc de MADS6. Aunque la distancia entre TSOL472 y TSOL473 en la 5'UTR de la
secuencia de ADNc es solamente 30 pb, los fragmentos amplificados (2500 pb, resp. 3250 pb) difieren en 750 pb de
longitud; lo que indica una secuencia de intrén de 750 pb en la 5'UTR del gen MADSB. La clonacién y secuenciacion
de ambos fragmentos confirmaron esta hipotesis.

El fragmento mas largo de 3251 pares de bases se tom6 como base para la amplificacion de la secuencia 5' que
comprende el promotor (véase la figura 3a).

En un enfoque de PCR inversa adicional, un buen candidato para la enzima B se definié por hibridacion de ADN
Coker gendmico digerido a una sonda 5'UTR de MADS6 (fragmento de 540 pb obtenido mediante amplificacion por
PCR con los cebadores TSOL473 (SEQ ID NO: 11) y TSOL512 (5' - AGCCATTCCTATTCCCATAC - 3'; SEQ ID NO:
13).

Para todas las enzimas de restriccion testadas se obtuvieron al menos 2 fragmentos de hibridacioén, lo que indica
una hibridacioén cruzada con al menos otro miembro de la familia MADS.

De todas las enzimas, Bcll, Ndel y Hindlll fueron consideradas como las mas prometedoras. Todas estas enzimas
proporcionaron 2 bandas de hibridacion de entre 3,5y 0,8 kb.

A continuacion, el ADN Coker gendmico se digirié en tres viales de reaccion con Bcll, Ndel y Hindlll. 10 ug de ADN
gendmico digerido, limpiado por precipitacion y resuspendido en 85 pl de tampdn TE se autoligd (en un volumen de
reaccion de 100 pl) para obtener fragmentos circulares (fig.3 b), adecuados para el andlisis por PCR anidada.

Se realizé una PCR anidada utilizando cebadores TSOL502 (5'-CTGTTCTATCTTTCCCTTCTTG - 3', SEQ ID NO:
14) y TSOL503 (5' - AGAAAGAAAGCATGCATTTAGG - 3'; SEQ ID NO: 15) para la primera reaccion PCR y los
cebadores TSOL500 (5' - ATACATGATGGGTTCTCTTC - 3 SEQ ID NO: 16) y TSOL501 (5-
AAGCATGCATTTAGGTAAAG - 3'; SEQ ID NO: 17) para la segunda reaccion PCR. La PCR anidada dio como
resultado la amplificaciéon de una banda que tiene un tamafo correspondiente a la banda de hibridacién para dos de
las tres enzimas ensayadas: amplificacion de un fragmento de 850 pb en HindlIl resp. un fragmento de 1,7 kb en
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Ndel digerido y ADN gendmico re-ligado. La banda amplificada de 1,7 kb se clon6 en un vector de clonacién y se
secuencio. El vector recombinante se denominé pTS478 (Figura 3b).

Los dos fragmentos obtenidos y clonados que corresponden al 5'UTR vy la region del promotor putativo se unieron
como sigue (Figura 3c).

Como primer paso, ambos fragmentos fueron amplificados por PCR afiadiendo sitios de clonacién adecuados para
la clonacion adicional.

A / Amplificacion de la mayor parte de aguas arriba: amplificacion por PCR en el ADN molde de pTS478, utilizando
el cebador directo TSOL558 (5-GCGCGGTACCGAATTCCATATGTATATTATATATT-3' que contiene sitios de
restriccion  Kpnl 'y EcoRl; SEQ ID NO: 18) y el cebador inverso TSOL559 (5'-
TATAACTAGTAGTGTGCTGGAATTCGC-3' que contiene un sitio de restriccion Spel; SEQ ID NO: 19). El fragmento
se clond como vector intermedio (pTS412) y se secuencio (Figura 3d).

B / amplificacion de la mayor parte 3’ de 5'UTR: amplificacion por PCR en el ADN molde de pTS469, utilizando el
cebador directo  TSOL473  (5-ATTGGCCGGAACTCTTACCA-3') y el inverso TSOL560 (5-
GCATCCATGGTCTCTTTGATCACTTGTA-3' que contiene un sitio de restriccion Ncol en el inicio de la traduccion;
SEQ ID NO: 20). Después de la digestion de la restriccion Sphl, el fragmento se ligd en pTS412 y se lineariz6 por
digestion de la restriccion Sphl. Como resultado, los dos fragmentos podian ser unidos en el vector pTS413; con
ello, se pudo reconstruir la secuencia 5' aguas arriba completa (1,5 kb) (promotor + 5'UTR incluyendo el intron de
750 pb) (Figura 3e). La secuencia de la insercion de pTS413 completo (1,5 kb) fue confirmada por secuenciacion.

Para una facil clonacion e intercambio entre diferentes vectores de transformacion de plantas, el fragmento aguas
arriba MADS6 de 1,5 kb se clond en un plasmido como fragmento Kpnl/Ncol.

El vector pTS414 resultante contiene un fragmento de 1,5 kb que comprende la secuencia 5’ aguas arriba del gen
MADS®6 de G. hirsutum, que comprende la secuencia de promotor putativo.

Ejemplo 2: Construccion de un casete de expresion que comprende el promotor pMADS6 y una secuencia
que codifica un producto de expresion de interés

El vector pTS414 que comprende el fragmento de 1,5 kb obtenido en el ejemplo 1 y un vector que comprende la
secuencia codificante para un producto de expresion de interés se digiridé con las enzimas de restriccion apropiadas.
El fragmento de la secuencia que codifica el producto de expresion de interés se ligd en el vector que comprende
dicho fragmento de 1,5 kb.

El vector resultante se digiere entonces con enzimas de restriccion apropiadas, el casete de expresion que
comprende la secuencia que codifica el producto de expresion de interés unido al promotor MADS6 putativo se
purifica y clona en dos vectores, uno que comprende el marcador de seleccidon bar y uno que comprende la
seleccién de epsps.

Ejemplo 3: Construccion de un casete de expresion que comprende el promotor pMADS6 y el gen
informador GUS

El vector pTS414 que comprende el fragmento de 1,5 kb obtenido en el ejemplo 1 y un vector que comprende la
secuencia codificante de GUS (SEQ ID NO: 21) se digirié con enzimas de restriccion EcoRI y Ncol. El fragmento de
la secuencia de GUS se ligé en pTS414 para obtener pTS415 (véase la figura 4). Se realiz6 una construccion de
control por clonacién del promotor FBP7 unido al informador de GUS.

pTS415 se digirid entonces con EcoRl y Pstl, el casete de expresion que comprende la secuencia codificante de
GUS unido al promotor MADSG6 putativo se purificd y se cloné en un vector que comprende el marcador de seleccion
bar, resultando el vector pTTS108 (Figura 4). Este vector se utilizd para la transformacion estable de algodon.

Ejemplo 4: Analisis de la expresion de construcciones informadoras que comprenden pMADS6 y pFBP7,
ambos unidos a un gen informador GUS

Ovulos de algodén se transformaron por bombardeo de particulas utilizando una Pistola de Genes Bio-RAD Modelo
PDS 1000/He Biolistic. 60 mg de particulas de oro de un diametro medio de 0,3 a 3 ym se lavaron una vez con
etanol al 70% y posteriormente 3 veces con agua destilada. Las particulas se resuspendieron en 1 ml de agua
destilada. A 50 pl de suspension, se afadieron 5 ug de ADN, 50 ul de CaCl; y 20 ul de espermidina, la mezcla
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resultante se agité suavemente durante 10 min a TA y después se dejé a TA durante 5 min mas. El sedimento
resultante se lavo 3 veces con etanol al 100% y luego se re-suspendio en 55 pl de etanol al 100%.

6 pl de la suspension se sembraron en estrias en macrotransportadores (Bio-Rad) y se dejaron secar. El bombardeo
de particulas se llevo a cabo utilizando discos Rupture de 900, 1100, 1350 psi (Bio-RAD).

La expresion del gen informador GUS controlado por PMADSG6 (construccion pTS417) o PFBP7 se analizé 6 dias
después de la polinizacion (dap).
La Figura 5 muestra 6vulos transformadas con el gen informador GUS controlado por PMADS6 (Figura 5a) y un gen
informador GUS controlado por PFBP7 (Figura 5b) 6 dap. Los circulos indican manchas azules que se encuentran
en los ovulos que corresponde a la expresion de GUS. A partir de estos resultados, es evidente que PMADS6
conduce la expresion en el évulo.

Ejemplo 5: Analisis de pMADS6 por motivos de unién especifica para semillas y tricomas

Se llevé a cabo un analisis del promotor utilizando bases de datos disponibles publicamente tales como PLACE
(http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/), RegSite (http://linux1.softberry.com/berry.phtml?topic=regsitelist), PlantCare
(Lescot et al., 2002;. disponible en http://bicinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) y AtcisDB (Davuluri et
al, 2003). La busqueda se limitdé a elementos especificos para tricomas, asi como a motivos correspondientes a una
caja L1 y motivos de unién a MYB. Los dos ultimos se han descrito como motivos que confieren potencialmente una
expresion especifica de tricomas (Wang y Chen, 2004).

La busqueda revelé dos motivos que confieren en potencia una expresion especifica para la semilla, especifica para
la envuelta de la semilla o especifica para tricomas. El primero es una caja T/G que corresponde al motivo
RPSP01178 de tricomas situado partiendo de la posicion -1224 (correspondiente a la posicion 298 de SEQ ID NO:1
La secuencia exacta del motivo caja T/G es AACGTG. Dicho motivo de union ha sido identificado en el promotor de
un gen MYB de fibra de algodén (Shangguan et al., 2008), en donde su delecion reduce la actividad del promotor en
Arabidopsis y tabaco.

El otro motivo de unién corresponde a un motivo de union MYB y se encuentra en la posicién -676 (correspondiente
a la posicion 846 de SEQ ID NO: 1. Curiosamente, dicho motivo de unién MYB también esta presente en la
secuencia codificante del gen MADSG6 regulado de forma natural por el presente promotor. Ha sido identificado por
Wang y Chen (2004) y se encuentra en al menos el promotor RDL1, en donde confiere especificidad para tricomas
en Arabidopsis, y en los promotores GL1 (que controla el gen myb en Arabidopsis) y GaMyb2 (que controla el gen
MYB en algodon). Se ha demostrado anteriormente que la interrupcion del motivo de unién MYB conduce a una
reduccion en la produccién de tricomas.

Ejemplo 6: Analisis de la expresion de pMADSG6 en fibras de algodén y otros tejidos vegetales de algodon

Algodon fue transformado por un método de transformacion mediado por Agrobacterium bien conocido en la técnica
con la construccion de acuerdo con el ejemplo 3 de acuerdo con protocolos bien conocidos en la técnica y plantas
transformadas se cultivaron en el invernadero. Las plantas se analizaron para la expresién de GUS.

La expresion de GUS en la fibra en desarrollo podria ser detectada 1 DPA, una alta expresion 5 DPA, 8 DPA, 10
DPA, 13 DPA y 30 DPA. Una baja expresion de GUS se pudo detectar en las anteras. No se detectd expresion en
los sépalos, el tallo, el eje floral y las raices.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Bayer CropScience N.V.

<120> Nuevo promotor especifico para la envuelta de la semilla en algodén

<130> becs11_2007

<160> 21

<170> PatentIn version 3.5

<210>1
<211> 1522
<212> ADN

<213> Gossypium hirsutum

<400> 1

tatgtatatt
aaatattgag
cttaaaatat
agctaaaatc
atggggttag
gtgtatggea
gttgagtctg
gcacgttagt
aaaaatggtg
tctctaacce
tgagtctcce
ctaccctect
gattcgtgat
agggttttcg
gctctcagtt
acctaaatgc
ttctacttct
cttcaccata
ccctacttgt
tggagtaata
aaaagtcttt
ctagggtatg

ttttttttte

atatattatt
gccattaaag
atttagaaat
aatagttccc
actaatctta
ccaaaaccct
agtctaaaca
gagttcaggg
gaaatttgca
tttcggcaaa
accccatcte
cggaggaaag
tttccgaaag
tttettttee
agatcttgtt
atgctttcett
ttgcatgatg
atcatacaaa
gtttcagatc
atatgcaacg
cttttcattt
ggaataggaa

agtctttatt

aataaaattg
ttcatcaaaa
atttaaaaaa
ctaatgtagt
gtgggggtat
aactccatag
ccgcccatta
actttaaata
cctgcecaaagce
ttacaattcc
tctaagctce
ttattaaata
ctgaattgge
tttcatcatc
aaatatgtat
tettttttte
aagatctgtt
aatacatgat
tttccaaaaa
ataaaagtaa
ttactaggcc
tggctaactt

atttctattt
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gaaataaact
cacatcattt
atattgataa
agtactgaaa
tattacacag
aaatggaagg
aatggagaca
aggattacaa
tctttteatt
aaggtctttt
ctcecctataa
tatactctca
cggaactctt
ttcttttaat
atacttactt
tcatcttett
ctgttctatce
gggttctectt
tceccttcaac
tagtacatcc
tttagatttg
ttccteccata

acgtctcaaa

atatgtatga
ggcatcaaat
actttgatag
ttgtagaata
tgtacgtagt
caaagataga
gtagaaaaga
aatatggaaa
ttgctaattc
tccaactctg
tatcacctat
aaacactttg
accaaaatac
gaagaaaaac
tttttaacte
agatctgtgt
tttcecttet
catatttcat
ttgagctctt
atgaaataaa
taagtttctt
cccaaaagtc

acaaatggat

aattttttaa
taaacaaaac
attaatacca
ttatcttgat
gcaggacaac
gagtgtgaac
ttcgagaagg
cctcattget
tacaccctct
aaaacttgag
aagcttaggce
ctttetttgg
ctcaggtttg
aaaaacaatt
ttatttcttt
tgtcagaacc
tgecetttttt
gaatattcat
tttttttttg
ttaaaaaccce
ggaattgaag
ttttctttte

ctacttctta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

tactctcaat ttccttcatc taaacaccat tttttttctc agattttcac tgattcatac

ttatcatcta tttcccaaaa ggtaaatatt attctaaaca ggcagatcgg gtagtgtttg

caggtacaag tgatcaaaga ga

22

1440

1500

1522
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<210> 2

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador TSOL454 directo

<400> 2

tcgaggccat acattctcag 20
<210> 3

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador TSOL455 inverso

<400> 3

gtcttacaca ctctacacat c 21
<210> 4

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador TSOL456_directo

<400> 4

agaggaactc ccactcccta ¢ 21
<210>5

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador TSOL457_inverso

<400> 5

atgtagagta catatggttg a 21
<210> 6

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador TSOL458 directo

<400> 6

catccatctg cttactccca t 21
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<210>7

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador TSOL459 inverso

<400> 7
tacatcatac gaacttcaca 20

<210> 8

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador TSOL460_directo

<400> 8

caaaccagct gatgcaagca gc 22
<210>9

<211> 22

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador TSOL461_inverso

<400> 9

caacaactag gctttcaact gt 22
<210> 10

<211>19

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador TSOL472_directo

<400> 10
ggtacaagtg atcaaagag 19
<210> 11
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador TSOL473_directo
<400> 11

attggccgga actcttacca 20
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<210> 12

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador TSOL465 inverso

<400> 12

ggacctgatc ctagtaattc c 21
<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador TSOL512_inverso

<400> 13

agccattcct attcccatac 20
<210> 14

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador TSOL502

<400> 14

ctgttctatc tttcccttct tg 22
<210> 15

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador TSOL503

<400> 15

agaaagaaag catgcattta gg 22
<210> 16

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador TSOL500

<400> 16

atacatgatg ggttctcttc 20

25
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<210> 17

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador TSOL501

<400> 17

aagcatgcat ttaggtaaag 20
<210> 18

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador TSOL558 directo

<400> 18

gcgceggtacc gaattccata tgtatattat atatt 35
<210>19

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador TSOL559 inverso

<400> 19

tataactagt agtgtgctgg aattcgc 27
<210> 20

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador TSOL560_inverso

<400> 20

gcatccatgg tctctttgat cacttgta 28
<210> 21

<211> 1815

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> secuencia de acido nucleico que codifica beta-glucuronidasa

<400> 21
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atggtaccge
gcattcagtce
caagaaagcc
attcgtaatt
gcaggccagce
aataatcagg
ccgtatgtta
tggcagacta
tacttccatg
ccgaacacct
gcgtetgttg
gatcaacagg
cacctctgge
acagagtgtg
cagttcctga
gacttgegtg
tggattgggg
tgggcagatg
tctttaggca
gtcaacgggg
aaaaaccacc
ggtgcacggg
ccgatcacct
tttgatgtge
acggcagaga
attatcatca
atgtggagtg
gtcagcgceceg
atattgcgeg
gcggetttte

ggaggcaaac

gtactgtaga
tggatcgega
gggcaattgce
atgcgggcaa
gtatcgtgcect
aagtgatgga
ttgccgggaa
tcecegeeggg
atttctttaa
gggtggacga
actggcaggt
tggttgcaac
aaccgggtga
atatctaccc
ttaaccacaa
gcaaaggatt
ccaactccta
aacatggcat
ttggtttcga
aaactcagca
caagcgtggt
aatatttcge
gcgtcaatgt
tgtgcctgaa
aggtactgga
ccgaatacgg
aagagtatca
tecgteggtga
ttggcggtaa
tgctgcaaaa

aatga

aaccccaacc
aaactgtgga
tgtgccaggce
cgtctggtat
gcgtttegat
gcatcagggce
aagtgtacgt
aatggtgatt
ctatgccgga
tatcaccgtg
ggtggccaat
tggacaaggc
aggttatctce
gcttegegte
accgttctac
cgataacgtg
ccgtaccteg
cgtggtgatt
agcgggcaac
agcgcactta
gatgtggagt
gccactggeg
aatgttctge
ccgttattac
aaaagaactt
cgtggatacg
gtgtgcatgg
acaggtatgg
caagaaaggg

acgctggact
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cgtgaaatca
attgatcage
agttttaacg
cagcgcgaag
gcggtcactce
ggctatacge
atcaccgttt
accgacgaaa
atccatcgca
gtgacgcatg
ggtgatgtca
actagcggga
tatgaactgt
ggcatcecggt
tttactggct
ctgatggtgce
cattaccctt
gatgaaactg
aagccgaaag
caggcgatta
attgccaacg
gaagcaacgc
gacgctcaca
ggatggtatg
ctggecectgge
ttagccggge
ctggatatgt
aatttcgccg
atcttcactce

ggcatgaact

aaaaactcga
gttggtggga
atcagttcgce
tctttatacc
attacggcaa
catttgaagc
gtgtgaacaa
acggcaagaa
gcgtaatget
tcgcgcaaga
gcgttgaact
ctttgcaagt
gcgtcacage
cagtggcagt
ttggtcgtca
acgaccacgc
acgctgaaga
ctgectgtegg
aactgtacag
aagagctgat
aaccggatac
gtaaactcga
ccgataccat
tccaaagcgg
aggagaaact
tgcactcaat
atcaccgegt
attttgcgac
gcgaccgcaa

tcggtgaaaa
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cggcctgtgg
aagcgegtta
cgatgcagat
gaaaggttgg
agtgtgggtc
cgatgtcacg
cgaactgaac
aaagcagtct
ctacaccacg
ctgtaaccac
gcgtgatgceg
ggtgaatccg
caaaagccag
gaagggcgaa
tgaagatgcg
attaatggac
gatgctcgac
ctttaaccte
cgaagaggca
agcgcgtgac
ccgtcecgecaa
cccgacgegt
cagcgatctce
cgatttggaa
gcatcagceceg
gtacaccgac
ctttgatege
ctcgcaaggce
accgaagtcg

accgcagcag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1815



10

15

20

25

30

35

40

ES 2632007 T3

REIVINDICACIONES
1. Una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada de

(a) SEQ ID NO: 1 o un fragmento del mismo, en donde dicho fragmento comprende al menos 600 nucleétidos
consecutivos de SEQ ID NO: 1, comprendiendo el fragmento, ademas, un motivo caja T/G que tiene la
secuencia de nucledtidos desde la posicion de nucledtidos 298 a 303 de SEQ ID NO: 1 y un motivo de
unién MYB que tiene la secuencia de nucleétidos desde la posicién de nucledtidos 846 a 851 de SEQ ID
NO: 1y en donde dicho fragmento, cuando se introduce en algoddn, tiene actividad del promotor especifica
para la semilla con altos niveles de expresion en fibras desde el dia 5 post-antesis hasta el dia 30 post-
antesis;

(b) una secuencia de nucleétidos con al menos 95% de identidad de secuencia con la secuencia de nucleétidos
de (a), comprendiendo dicho fragmento, ademas, un motivo caja T/G que tiene la secuencia de nucleotidos
desde la posicion de nucledtidos 298 a 303 de SEQ ID NO: 1 y un motivo de union MYB que tiene la
secuencia de nucledtidos desde la posicion 846 a 851 de SEQ ID NO: 1 y que tiene actividad del promotor
especifica para la semilla con altos niveles de expresién en fibras desde el dia 5 post-antesis hasta el dia
30 post-antesis cuando se introduce en algodén;

(c) una secuencia de nucledtidos complementaria a la secuencia de nucleétidos de una cualquiera de (a) o (b).

2. El acido nucleico de la reivindicacion 1, en donde dicha actividad del promotor especifico para la semilla es
especifica para tricomas.

3. Un gen quimérico que comprende el acido nucleico de la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, enlazado
operativamente a una secuencia de acido nucleico que codifica un producto de expresion de interés, y
opcionalmente una secuencia de terminacion de la transcripcion y de poliadenilacion.

4. El gen quimérico de la reivindicacion 3, en donde dicho producto de expresion de interés es una proteina o una
molécula de ARN capaz de modular la expresiéon de un gen endégeno a dicha planta.

5. El gen quimérico de la reivindicacion 3 o 4, en donde dicho producto de expresién es un gen informador o un gen
especifico para fibras.

6. El gen quimérico de la reivindicacion 4, en donde dicha molécula de ARN comprende una primera y una segunda
region de ARN, en donde

1. dicha primera region de ARN comprende una secuencia de nucleétidos de al menos 19 nucledtidos
consecutivos que tienen al menos aproximadamente 94% de identidad de secuencia con la secuencia de
nucleétidos de dicho gen endégeno;

2. dicha segunda region de ARN comprende una secuencia de nucleétidos complementaria a dichos 19
nucleétidos consecutivos de dicha primera region de ARN; y

3. dicha primera y segunda region de ARN son capaces de apareamientos de bases para formar una
molécula de ARN de doble cadena entre al menos dichos 19 nucledtidos consecutivos de dicha primera y segunda
region.

7. Un vector, que comprende el gen quimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6.

8. Una célula de planta de algodén transgénica que comprende el gen quimérico de una cualquiera de las
reivindicaciones 3 a 6 o el vector de la reivindicacion 7.

9. Una planta de algodén transgénica que comprende el gen quimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a
6 o el vector de la reivindicacion 7, establemente integrado en su genoma o que consiste en la célula de la planta de
algoddn transgénica de la reivindicacion 8.

10. La planta transgénica de la reivindicacion 9, que es G. hirsutum, G. barbadense, G. arboreum o G. herbaceum.

11. Una semilla generada a partir de una planta transgénica de acuerdo con la reivindicacion 9 o 10, en donde la
semilla comprende el gen quimérico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6.
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12. Fibras de algodon obtenibles a partir de la planta transgénica de la reivindicacion 9 o 10.

13. Un método de efectuar la expresion especifica para la semilla de un producto en algodén, que comprende
introducir el gen quimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6 o el vector de la reivindicacion 7 en el
genoma de una planta de algodén; o

proporcionar una planta transgénica de la reivindicacion 9 o 10.

14. El método de la reivindicacion 13 que comprende, ademas, cultivar dicha planta hasta generar semillas.

15. Uso del gen quimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6, del vector de la reivindicacion 7 o de la
planta transgénica de la reivindicacion 9 o 10 para la expresion especifica para la semilla de un producto en algodén,
o para alterar las propiedades de las fibras en algodén.
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Figura 2
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Figura 5a
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Figura 5b
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