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DESCRIPCIÓN 
 

Método para mejorar el rendimiento de granos y promover el crecimiento de plantas 
 
Campo técnico: 5 
La presente invención se refiere a un método para incrementar el rendimiento de granos y promover el crecimiento 
de plantas monocotiledóneas y dicotiledóneas en comparación con el tipo salvaje mediante sobreexpresión de la 
proteína TMT (transportadora de monosacáridos tonoplástica), o una homóloga de la misma en células de plantas 
isogénicas o transgénicas, en la que la proteína TMT (transportadora de monosacáridos tonoplástica), o la homóloga 
de la misma, exhibe una identidad de secuencia del 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 99% o 10 
100% con una secuencia de aminoácidos de la proteína TMT (transportadora de monosacáridos tonoplástica) de 
Arabidopsis thaliana TMT1. 
 
La invención se refiere además al uso de una planta transgénica que comprende células vegetales que comprenden 
una secuencia nucleotídica que codifica una proteína TMT (transportadora de monosacáridos tonoplástica), o una 15 
homóloga de la misma, así como una secuencia nucleotídica reguladora, enlazada operativamente con la misma 
para incrementar el rendimiento de granos y la promoción del crecimiento de las plantas en comparación con el tipo 
salvaje por sobreexpresión de la proteína TMT (transportadora de monosacáridos tonoplástica), o una homóloga de 
la misma, en las células vegetales de la planta transgénica. Una planta transgénica de acuerdo con la presente 
invención tiene la propiedad de un rendimiento de grano mejorado y un crecimiento incrementado en comparación 20 
con el tipo salvaje y comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una proteína TMT (transportadora de 
monosacáridos tonoplástica), así como una secuencia nucleotídica reguladora, unida operativamente a la misma, 
para el control de una expresión genética aumentada de la proteína TMT en las células vegetales de la planta 
transgénica. Además, la invención se refiere al uso de una planta transgénica en el cultivo y producción de plantas 
cultivadas y plantas útiles o biomasa, aceites o proteínas producidas a partir de ellas. La invención se refiere 25 
además a una construcción genética que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una proteína TMT 
(transportadora de monosacáridos tonoplástica) de Arabidopsis thaliana TMT1. 
 
Técnica antecedente: 
Se utilizan muchas plantas como base para obtener aceites y proteínas y, por lo tanto, representan importantes 30 
transportadores de materias primas para la industria alimenticia. A este respecto, se puede hacer mención en primer 
lugar a la colza (Brassica napus), que es de importancia agronómica mundial y almacena grandes cantidades de 
aceite y proteínas en su grano. Sólo en Alemania, se cosecharon cerca de 6,2 millones de toneladas de colza en 
2009. Debido a sus cualidades de almacenamiento de aceite, esta especie de planta es particularmente deseable en 
la agricultura para la producción de aceites y proteínas, como se demuestra por los muchos intentos de mejorar el 35 
rendimiento de grano y el rendimiento de los productos producidos por la planta. La producción de aceite a partir de 
los granos de colza ocupa el tercer lugar en todo el mundo después del aceite de soja y del aceite de palma 
(Jaworski et al., 1993, Rendimiento de granos de canola en relación con los métodos de cosecha. In Janick, JE 
Simon, eds, New Crops. Wiley, Nueva York, pags. 330 - 301). Los ingredientes principales de los granos de colza 
son predominantemente aceite (aproximadamente 35 - 45%) y proteína (20 - 22%). El aceite es, en consecuencia, el 40 
almacén de energía principal de los granos maduros. 
 
Un pariente cercano de la colza es el organismo modelo Arabidopsis thaliana, que se utiliza en la investigación 
genética y es un excelente representante de la fisiología de las plantas superiores. Por esta razón, los resultados 
obtenidos en la planta modelo Arabidopsis thaliana también se pueden transferir a otras especies de plantas. Debido 45 
a la capacidad de las plantas para actuar como proveedoras de aceite y proteína, ya se han hecho intentos durante 
un tiempo relativamente largo para incrementar el rendimiento de la planta y el rendimiento de los granos durante el 
cultivo con el fin último de incrementar la cantidad de aceite o proteína producida durante la producción. Si los 
rendimientos de granos pueden ser mejorados con éxito, entonces se espera un aumento en la cosecha de aceite y 
proteína por hectárea. 50 
 
Un enfoque de este tipo se sigue en el documento WO 2008/092935 A2. Esta memoria descriptiva describe un 
método para mejorar la cosecha en plantas mediante la modulación de la expresión de un ácido nucleico que 
codifica la proteína YEP (proteína de mejora del rendimiento). La YEP se selecciona de un grupo de proteínas 
celulares, en particular un polipéptido similar a la proteína 1 de muestreo nucleosómico (tipo NAP1), un polipéptido 55 
LikeSm (proteína Lsm), una ciclina H truncada (CycHTr), un polipéptido Remorin y una proteína DREB. La 
transfección de células vegetales con YEP conduce a una mayor tasa de crecimiento de las plantas y partes de 
plantas, tales como, por ejemplo, los granos. El método se basa en consecuencia en la introducción de genes 
extraños y la expresión de los mismos en plantas transgénicas. Sin embargo, no se hace referencia al transporte de 
azúcar desde el citosol a la vacuola de la planta. 60 
 
Con el fin desarrollar granos para poder almacenar aceites y proteínas, en primer lugar debe haber comunicación 
entre las hojas verdes fotosintéticamente activas y los órganos de almacenamiento; es decir, los productos de la 
fotosíntesis son transportados desde las hojas al interior de los granos, en los que se ensamblan en lípidos y 
proteínas. La fotosíntesis es un proceso en el que la energía de la luz se convierte en energía bioquímica y en el que 65 
los azúcares, el almidón, los aminoácidos y los ácidos orgánicos se producen en última instancia en la hoja. Si los 
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azúcares en particular no se eliminan de la hoja con suficiente rapidez, se produce una acumulación en el citosol de 
las células fotosintéticas individuales. Esta acumulación de azúcar señala a la hoja que la fotosíntesis era lo 
suficientemente eficiente, y a continuación se regula a nivel genético (Rolland et al., 2002, Detección y señalización 
de azúcares en plantas, Plant Cell 14: 185 - 205). Esto significa que los genes necesarios para la fotosíntesis 
eficiente se reducen en su expresión por altas concentraciones de azúcar en el citosol, lo que conduce a una caída 5 
en la eficiencia fotosintética (Koch, 1996, Expresión de genes modulados con carbohidratos en plantas, Ann Rev 
Planta Physiol Plant Mol Biol 47: 509 - 540). Esto a su vez tiene como resultado que la fotosíntesis máxima 
alcanzable es inhibida por altas concentraciones de azúcares, aquí en particular glucosa, en el citosol de las células 
fotosintéticamente activas. 
 10 
En diversas plantas monocotiledóneas y dicotiledóneas tales como Nedicago (número de identificación. 
AC131026), Vitis vinifera (número de identificación. AAX47312) y arroz (Oryza sativa; número de identificación. 
Os02g13560), se ha descubierto una proteína que es responsable de transportar azúcar desde el citoplasma de una 
célula vegetal a la vacuola de la misma. Las vacuolas de las plantas juegan un papel central en el almacenamiento a 
largo o corto plazo de los azúcares. Tejidos de almacenamiento tales como remolacha (Beta vulgaris) y Saccharum 15 
officinarum acumulan grandes cantidades de sacarosa para servir como fuente de energía para el metabolismo de 
las plantas. Los azúcares se acumulan en las hojas durante el día y se liberan de la vacuola por la noche. 
 
Finalmente, se ha identificado un gen en la planta Arabidopsis cuyo producto proteico es un transportador de azúcar 
que está localizado en la membrana de la vacuola de células fotosintéticamente activas y es capaz de importar 20 
glucosa (monosacárido) desde el citosol a la vacuola (Wormit et al., 2006, Identificación molecular y caracterización 
fisiológica de un nuevo transportador de monosacáridos de Arabidopsis implicado en el transporte de azúcar 
vacuolar. Cell Plant 18: 3476 - 3490). Esta proteína de transporte, conocida como transportador de monosacáridos 
tonoplástica (TMT), está localizada en la membrana del organelo celular más grande. La vacuola como organelo de 
una célula vegetal ocupa un volumen de aproximadamente el 90% en una célula vegetal fotosintéticamente activa 25 
(Martinola et al., 2007, Transportadores Vacuolares y su papel esencial en el metabolismo de las plantas, J Exp Bot 
58: 83 - 102) y por lo tanto, es de una enorme importancia para el almacenamiento del azúcar considerando 
solamente su tamaño (Neuhaus HE, 2007, Transporte de metabolitos primarios a través de la membrana vacuolar 
de la planta. FEBS Lett 581: 2223 - 2222). La proteína transportadora de monosacáridos tonoplástica (TMT) 
comprende tres isoformas en Arabidopsis thaliana, que se denominan TMT1, TMT2 y TMT3. Los genes de TMT1 y 30 
TMT2 muestran un patrón de expresión específico del tipo de tejido y de tipo de célula, mientras que el gen TMT3 se 
expresa muy débilmente. Por medio de desactivadores genéticos se ha podido demostrar que las plantas cambiadas 
de esta manera acumulaban notablemente menos glucosa y fructosa en la vacuola en comparación con las plantas 
de tipo salvaje. No se pudo detectar ninguna diferencia para el disacárido de sacarosa. 
 35 
Solamente en las especies de plantas Arabidopsis thaliana, se han identificado más de 60 isoformas de proteínas de 
transporte de monosacáridos, las cuales se han clasificado en varios grupos (Lalonde et al., 2004, Mecanismos de 
transporte para formas orgánicas de carbono y nitrógeno entre fuente y sumidero, Annu, Rev. Plant Biol, 55, 341 - 
372). Un número de estas proteínas de transporte también se localizan en la membrana vacuolar. 
 40 
Los documentos US 2006/0150283 A1 y US 2007/0214517 A1 describen moléculas de DNA para facilitar la 
explotación de plantas como fábricas para la síntesis de moléculas valiosas. La caracterización de la proteína TMT 
(Transportadora de Monosacáridos Tonoplástica) también fue parte de la disertación que investigó la desactivación 
de las cadenas de TMT dando lugar a una síntesis de sacarosa y tasa de respiración incrementadas en condiciones 
de frío. Se encontró que el AtERD6.5 y la glucosa BvIMP se transportaron desde la vacuola, mientras que el 45 
AtERD6.5 transportó fructosa desde la vacuola (Charakterisierung von vakuolären Transportproteinen aus Pflanzen 
unter besonderer Berücksichtigung abiotischer Stressbedingungen, Tesis Stefan Wic, Technische Universität 
Kaiserslautern, Oktober 2009). La familia de genes TMT (Transportadora de Monosacáridos Tonoplástica) también 
se investigó con más detalle y se identificaron homólogas en otros organismos vegetales (Johnson et al., La familia 
de genes transportadores de monosacáridos en plantas terrestres es antigua y muestra una expresión diferencial de 50 
subfamilia y expansión a través de los linajes, 2006. BMC Evol. Biol., 6: 64 - 83; Wingenter et al., Aumento de 
Actividad del Transportador de Monosacáridos Vacuolar TMT1 Altera la División Celular del Azúcar, la Señalización 
del Azúcar y el Rendimiento de los granos en Arabidopsis, 2010. Planta Physiol. 154: 665 - 677). 
 
Exposición de la Invención: 55 
En este contexto, un objeto de la presente invención es proporcionar un método y una planta transgénica con los 
que se puede mejorar el rendimiento y el crecimiento del grano. De esta manera, el rendimiento de aceite y de 
proteína producido con la planta, entre otros, debe ser incrementado. 
 
Ese objeto se consigue por un método que tiene las características de la reivindicación 1. Las realizaciones 60 
preferidas se encuentran en las reivindicaciones dependientes. 
 
Los inventores han encontrado, sorprendentemente, que los mutantes de sobreexpresión de la proteína 
transportadora de monosacáridos tonoplástica (TMT) conducen a una concentración de azúcares tales como 
glucosa en la vacuola de células vegetales, mientras que las concentraciones de azúcar en el citosol celular son más 65 
bajas. La sobreexpresión de la proteína de transporte de azúcar resultó en una expresión mejorada de los genes 
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responsables de la fotosíntesis (también observable por el aumento de la eficiencia fotosintética) y, finalmente, en un 
aumento en el peso de los granos de la planta. El número de granos por silícula permaneció sin cambios. Sin 
embargo, el número de granos totales por planta aumentó significativamente. Esto conduce a la conclusión de que la 
sobreexpresión de una proteína de transporte de azúcar localizada en la membrana de la vacuola da como resultado 
un aumento en el rendimiento del grano y en la promoción del crecimiento en las plantas. Debido a que las proteínas 5 
de transporte para el transporte de mono y di sacáridos desde el citoplasma hacia la vacuola se encuentran en todas 
las células vegetales que contienen vacuolas, el método de acuerdo con la invención se puede usar tanto en plantas 
monocotiledóneas como dicotiledóneas. Si los resultados obtenidos en esta invención son transferidos desde la 
Arabidopsis a la colza, entonces el método de acuerdo con la invención se puede usar para mejorar 
significativamente el rendimiento de aceite y proteína en la colza. Por medio de la invención, es posible mejorar las 10 
cosechas de plantas cultivadas y útiles que son de importancia mundial, y los productos producidos a partir de ellas. 
 
El método de acuerdo con la invención se basa en la sobreexpresión de la proteína transportador de monosacáridos 
tonoplástica (TMT), o una homóloga o análoga a la misma, en células isogénicas o transgénicas de plantas 
monocotiledóneas o dicotiledóneas. El clon de cDNA de acuerdo con la invención (número de identificación. 15 
8B8T74) codifica 734 aminoácidos y muestra una similitud de secuencia de 32% con el transportador de glucosa 
bacteriana GTR de Synechocystis y 26% de similitud con la proteína de transporte de glucosa STP1 de Arabidopsis 
localizada en la membrana plasmática (Wormit et al., 2006, Identificación molecular y caracterización fisiológica de 
un nuevo transportador de monosacáridos de Arabidopsis implicado en el transporte de azúcar vacuolar. Cell Plant 
18: 3476 - 3490). Esta proteína es conocida como la proteína transportadora de monosacáridos tonoplástica (TMT) 20 
1. Por medio de la reacción en cadena de la polimerasa fue posible amplificar dos isoformas de TMT adicionales 
además de TMT1, la proteína TMT2 que contenía 739 residuos de aminoácidos y la proteína TMT3 que contenía 
729 residuos de aminoácidos. 
 
La proteína TMT1 tiene 12 dominios transmembrana y un bucle hidrófilo central relativamente grande localizado que 25 
conecta los dominios 6 y 7 uno al otro. Este bucle contiene aproximadamente 320 residuos de aminoácidos y es, por 
consiguiente, cuatro a cinco veces mayor que las estructuras correspondientes en otras proteínas de transporte de 
monosacáridos conocidas en procariotas y eucariotas. La secuencia de cDNA de la proteína transportadora de 
monosacáridos tonoplástica (TMT) en la Arabidopsis thaliana se muestra en la SEQ ID NO: 2 y la secuencia de 
aminoácidos derivada de la misma se muestra en la SEQ ID NO: 1. 30 
 
Los ensayos llevados a cabo en los siguientes ejemplos muestran claramente que, por sobreexpresión de la 
proteína transportadora de monosacáridos tonoplástica (TMT) de la Arabidopsis thaliana TMT1, el peso de los 
granos podría ser aumentado en comparación con las plantas de tipo silvestre y el contenido de aceite y proteínas 
en granos maduros de Arabidopsis mejoraron. Además, el rendimiento de cosechas de granos en varias líneas de 35 
Arabidopsis también podría ser aumentado. La sobreexpresión conduce además a que las plantas de Arabidopsis se 
desarrollan marcadamente más rápidamente en comparación con el tipo silvestre y exhiben un mayor crecimiento. 
Esto es atribuible presumiblemente al hecho de que la sobreexpresión de la proteína TMT conduce a una 
acumulación del azúcar desde el citosol en la vacuola de la célula vegetal y de esta manera aumenta la velocidad de 
fotosíntesis. Alternativamente, se puede suponer que los granos más grandes de los mutantes de sobreexpresión 40 
proporcionan a las plántulas más energía, lo que representaría una ventaja sobre las plántulas de tipo salvaje en 
particular en la fase temprana de desarrollo. Debido a que se conocen un número de proteínas de transporte de 
azúcar que están localizadas en la membrana de vacuola tanto en células vegetales monocotiledóneas como 
dicotiledóneas, es comprensible que el principio de acuerdo con la invención sea generalmente transferible a 
proteínas de transporte de azúcar correspondientes. 45 
 
Debido a que la proteína TMT (transportadora de monosacáridos tonoplástica) identificada en Arabidopsis 
thaliana también exhibe homologías de secuencia para transportar proteínas en otras células vegetales (véase la 
introducción), las proteínas de transporte homólogas a la proteína de transporte TMT1 de Arabidopsis thaliana 
también están incluidas en la invención. 50 
 
Por lo tanto, una "homóloga" dentro del alcance de la invención indica una proteína de transporte que exhibe una 
alta identidad de secuencia con la proteína TMT (transportadora de monosacáridos tonoplástica) de Arabidopsis 
thaliana TMT1. Preferiblemente, una homóloga tiene una identidad de secuencia del 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% con una secuencia de aminoácidos proteína TMT (transportadora de 55 
monosacáridos tonoplástica) de la Arabidopsis thaliana TMT1. 
 
A título de distinción, una "análoga" dentro del alcance de la invención denota una proteína de transporte de azúcar 
que está localizada en la membrana de la vacuola y realiza la función de transportar azúcar desde el citoplasma a la 
vacuola sin tener que ser necesariamente una homología de secuencia con la proteína TMT (transportadora de 60 
monosacáridos tonoplástica). Por lo tanto, una análoga tiene la misma función que la proteína TMT1 pero puede ser 
estructuralmente diferente. A diferencia de una homóloga, una relación genética no es un requisito previo. 
 
Preferiblemente, la proteína TMT (transportadora de monosacáridos tonoplástica) de la Arabidopsis thaliana TMT1 
que tiene una secuencia de aminoácidos de acuerdo con SEQ ID Nº 1, o una homóloga o análoga de la misma, se 65 
usa para mejorar el rendimiento de los granos para promover el crecimiento de plantas monocotiledóneas o 
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dicotiledóneas. Para la sobreexpresión o la expresión de genes regulados, se introduce preferiblemente una 
secuencia de nucleótidos que codifica la proteína TMT (transportadora de monosacáridos tonoplástica), o una 
homóloga o análoga de la misma, en las células vegetales y se sobreexpresa en las células vegetales bajo el control 
de un promotor constitutivo o inducible. Ejemplos de promotores constitutivos son el promotor 35S del virus del 
mosaico de la coliflor, el promotor de nopalina / octopina sintasa Agrobacterium tumefaciens o el promotor Emu de 5 
maíz. Además hay promotores inducibles por luz, tales como, por ejemplo, el promotor rbcS de la pequeña 
subunidad RUBISCO (arroz, tomate). Los métodos para la expresión genética de genes en células vegetales son 
generalmente convencionalmente conocidos y descritos en la literatura, así como los métodos de clonación 
específicos y la regulación controlada de la expresión genética. Además de los promotores, también pueden ser 
necesarias secuencias de terminación para la expresión controlada de genes. Para la selección de plántulas es 10 
posible introducir adicionalmente genes marcadores (por ejemplo, GFP) u otros genes de selección para los que 
están disponibles anticuerpos específicos para la detección, por ejemplo contra el motivo c - myc. 
 
La expresión genética puede tener lugar ya sea por clonación de un plásmido con las correspondientes secuencias 
de nucleótidos o por incorporación en el genoma de la célula vegetal. La integración estable en el genoma de la 15 
célula vegetal y la posibilidad de regulación enfocada de la expresión genética conduce a una expresión estable de 
la proteína TMT (transportadora de monosacáridos tonoplástica), o una homóloga o análoga de la misma, en la 
célula vegetal. 
 
Es posible de acuerdo con la invención que la sobreexpresión de la proteína TMT (transportadora de monosacáridos 20 
tonoplástica), o una homóloga o análoga de la misma, sea posible tanto en células vegetales isogénicas como 
transgénicas. En células vegetales isogénicas, el gen endógeno para la proteína transportadora en cuestión está 
sobreexpresado y, en última instancia, conduce a una mayor producción de granos y un crecimiento más rápido de 
la planta en comparación con el tipo salvaje. Además, también es posible utilizar proteína de transporte de azúcar de 
otras especies vegetales para la sobreexpresión, de manera que se obtiene una expresión genética transgénica en 25 
las células vegetales transfectadas. Por ejemplo, el gen para la proteína TMT (transportadora de monosacáridos 
tonoplástica) de la Arabidopsis thaliana TMT1 puede ser transfectado en la planta de colza Brassica napus y el gen 
puede ser expresado. 
 
La expresión de la proteína TMT (transportadora de monosacáridos tonoplástica), o de una homóloga o análoga de 30 
la misma, en células vegetales, en particular en células vegetales que tienen una alta capacidad de almacenamiento 
vacuolar, tal como el Brassica napus, es particularmente interesante económicamente porque aquí se pueden 
producir grandes cantidades de aceite o proteína. Por ejemplo, la producción de endospermo o la producción de 
tubérculos de patata se puede mejorar mediante la inserción enfocada del gen de acuerdo con la invención para la 
proteína TMT (transportadora de monosacáridos tonoplástica) y su expresión, como resultado de lo cual se logra un 35 
rendimiento de almidón más alto lo cual a su vez incrementa la producción de bioetanol. 
 
La incorporación enfocada y la expresión de la proteína TMT (transportadora de monosacáridos tonoplástica), o una 
homóloga o análoga de la misma, en células de plantas isogénicas o transgénicas, conduce adicionalmente a un 
aumento del rendimiento por unidad de área, porque las plantas alcanzan el tamaño de recolección mucho más 40 
temprano y se pueden modificar en consecuencia. Por lo tanto, es posible conseguir más cosechas en la misma 
superficie de cultivo en un tiempo más corto. El método de acuerdo con la invención conduce a aumentos marcados 
en la cosecha con un rendimiento de biomasa mejorado marcadamente por unidad de superficie en comparación 
con las plantas de tipo salvaje. 
 45 
El método de acuerdo con la invención se puede utilizarse, en principio, en todas las plantas monocotiledóneas y 
dicotiledóneas. Las plantas cultivadas y las plantas útiles en particular son económicamente interesantes, tales 
como, por ejemplo, la colza Brassica napus. Se da preferencia, por ejemplo, a las especies y a sus géneros 
más altos de Arabidopsis thaliana, de Brassica napus, de Brassica oleracea, de Brassica rapa, de Arachis hypogea, 
de Boechera stricta, de Bruguiera gymnorhiza, de Citrus paradisi, de Poncirus trifoliata, de Euphorbia esula, de 50 
Fragaria vesca, de Gossypium hirsutum, de Gossypium raimondii, de Glycine max, de Helianthus annuus, de 
Ipomoea nil, de Lycopersicon esculentum, de Lactuca perennis, de Lactuca salina, de Lactuca serriola, de Lactuca 
sativa, de Loto japonicus, de Malus domestica, de Nicotiana tabacum, de Oryza australiensis, de Oryza brachyanth, 
de Oryza punctata, de Oryza ridleyi, de Oryza rufipogon, de Oryza sativa, de Populus trichocarpa, de Poncirus 
trifoliata, de Prunus Persica, de Solanum tuberosum, de Sorghum bicolor, de Triticum aestivum, de Zea mays, de 55 
Saccharum officinarum, de Panicum virgatum, de Miscanthus, de Vitis vinifera, de Cannabis sativa. 
 
La invención se refiere además a una planta transgénica que tiene la propiedad de un rendimiento de grano 
mejorado y un crecimiento mejorado en comparación con el tipo salvaje, que comprende una secuencia de 
nucleótidos que codifica una proteína TMT (transportadora de monosacáridos tonoplástica), así como una secuencia 60 
nucleotídica reguladora, operativamente ligados a la misma, para el control de una expresión genética aumentada 
de la proteína TMT en las células vegetales de la planta transgénica. Preferiblemente, la secuencia de nucleótidos 
codifica para la proteína TMT (transportadora de monosacáridos tonoplástica) de Arabidopsis thaliana TMT1 de 
acuerdo con SEQ ID NO: 1, o una homóloga o análoga de la misma. 
 65 
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La planta transgénica de acuerdo con la invención se puede utilizar en el cultivo de plantas cultivadas o plantas 
útiles. Además, se puede utilizar en la producción de biomasa, aceites o proteínas producidas a partir de las 
mismas. 
 
La invención también incluye la construcción de genes que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica 5 
una proteína TMT (transportadora de monosacáridos tonoplástica) TMT1 de Arabidopsis thaliana de acuerdo con 
SEQ ID NO: 1, o una homóloga o análoga de la misma, así como secuencias reguladoras de nucleótidos, enlazadas 
operativamente con la misma, para el control de una expresión genética aumentada de la proteína TMT en una 
célula vegetal. La invención se explica con mayor detalle en las siguientes figuras. 
 10 
Breve descripción de los dibujos: 
En las figuras: 
 

La figura 1 muestra un diagrama de clonación para la producción de una construcción de sobreexpresión de 
proteína TMT (transportadora de monosacáridos tonoplástica); 15 
la figura 2 muestra una representación esquemática de las inserciones de T - DNA del mutante doble TMT1 - 
2;  
la figura 3 muestra el peso de mil granos de Arabidopsis ; 
la figura 4 muestra los contenidos de aceite y lípidos de los granos de Arabidopsis; 
la figura 5 muestra el número de granos por silícula en Arabidopsis; 20 
la figura 6 muestra el peso total de los granos por planta de Arabidopsis ; 
la figura 7 muestra el desarrollo de plantas de Arabidopsis después de 15 y 34 días. 

 
Mejor modo de realizar la Invención: 
 25 
Ejemplos: 
 
Clonación de la construcción del plásmido para la sobreexpresión de la proteína TMT (Attmt1) 
Para la expresión de la proteína de transporte de azúcar, el cDNA de la TMT proteína (transportadora de 
monosacáridos tonoplástica) de la Arabidopsis thaliana TMT1 (= Attmt - CDNA). Para la producción de la 30 
construcción de sobreexpresión, se utilizó Attmt - cDNA, que contiene un motivo c - myc en la región del bucle 
hidrófilo entre los dominios transmembrana putativos 6 y 7. Ésta es la construcción pMUT3 (véase la figura 1). 
 
La secuencia completa de DNAc se cortó primero del plásmido pMUT3 con las enzimas de restricción EcoRI y Clal y 
se ligó al plásmido pHannibal linealizado con las mismas enzimas (pSR3). Se formó un casete de expresión en la 35 
que un promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor estaba situado aguas arriba del DNAc de TMT1 y un 
terminador OCS estaba situado aguas abajo del gen en el extremo de aguas abajo (señal de poliadenilación del gen 
de la octopina sintasa). Una digestión de restricción adicional con la enzima de restricción NotI del plásmido pSR3 
condujo al aislamiento de la casete, que finalmente se introdujo en el vector de transformación de plantas pART27 
(pSR6). 40 
 
La secuencia de cDNA de Attmt1 (SEQ ID NO: 2) con un motivo c - myc integrado (enfatizado en rojo) es la 
siguiente:  
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El diagrama de clonación que se muestra en la figura 1 muestra la producción de la construcción de sobreexpresión 
pSR6 basada en Attmt1 cDNA. 
 
Las secuencias de los vectores pMUT3 y pSR3 obtenida de esta manera se dan en el listado de secuencias o SEQ 5 
ID NO. 3 y SEQ ID NO. 4. 
 
Producción de líneas de sobreexpresión Attmt1  
Para la introducción de la construcción de sobreexpresión en el genoma de las plantas Arabidopsis, se utilizó el 
denominado "proceso de inmersión floral". En este proceso, las inflorescencias se sumergieron en una suspensión 10 
de agrobacterias (cepa GV3101) que había sido previamente transformada con la construcción pSR6. Las plantas 
transformadas eran líneas celulares de inserción de t - DNA homocigótico, en las que tanto el gen nativo tmt1 como 
el gen nativo tmt2 se habían suprimido mediante la inserción de un DNA de transferencia (véase Wormit et al., 2006: 
Identificación molecular y caracterización fisiológica de un nuevo transportador de monosacáridos de Arabidopsis 
implicado en el transporte de azúcar vacuolar. Cell Plant 18: 3476 - 3490). De esta manera, la producción del mRNA 15 
nativo para tmt1 y tmt2 se suprimió y se impidió la co - supresión del mRNA artificial. En lugar de una supresión de 
los genes de tmt1 y tmt2, una secuencia heteróloga tmt también puede ser sobreexpresada. La expresión de una 
secuencia nativa tmt1 - cDNA es además posible. 
 
Cuando se completó la formación de granos, las plantas se cosecharon y se hicieron germinar en placas de agar 20 
que contenían kanamicina para la selección de líneas celulares transgénicas. Debido a que las células vegetales 
transfectadas portan un gen de resistencia a la kanamicina, sólo aquellas plántulas en las que la transfección con el 
gen tmt1 - cDNA ha tenido éxito se pueden desarrollar, porque estas células desarrollan resistencia al antibiótico. 
 
La selección de las líneas celulares de sobreexpresión se llevó a cabo mediante un análisis de transferencia de 25 
Northern, seleccionando aquellas líneas que exhiben un marcado incremento en la cantidad de la transcripción de 
Attmt1 en comparación con el tipo salvaje. 
 
Esta situación se ilustra de nuevo esquemáticamente en la figura 2. Las inserciones individuales de t - DNA en las 
regiones Exon del cDNA Attmt1y Attmt2 se muestran. 30 
 
Cultivo de plantas para el análisis de granos 
Antes de la germinación, los granos de Arabidopsis se incubaron durante dos días en la oscuridad a 4ºC para la 
inhibición. Las plantas de tipo salvaje, la línea celular mutante homocigótica tmt1 - 2 y las tres líneas celulares de 
sobreexpresión tmt1 1, 4 y 10 se cultivaron en placas durante nueve semanas y se cultivaron a 22ºC en condiciones 35 
de días cortos (10 horas de luz, 14 horas de oscuridad) en una cámara de crecimiento. A continuación, las plantas 
se cambiaron a condiciones de días largos (14 horas de luz, 10 horas de oscuridad) a 22ºC. El riego se continuó 
durante tres semanas bajo esas condiciones. A continuación, se detuvo el riego y se cultivaron más las plantas 
hasta que se observó una sequedad completa de la infrutescencia. Los granos de las plantas individuales se 
recolectaron con la ayuda de un colector de granos (Aracon 720). 40 
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Análisis de granos 
Para la cuantificación de ácidos grasos, se homogeneizaron 0,1 g de granos completamente maduros y secados al 
aire en un mortero en nitrógeno líquido. A continuación se añadió un volumen de 1,5 ml de isopropanol y se realizó 
otra homogeneización. La suspensión se transfirió a un recipiente de reacción que tenía un volumen de 1,5 ml y se 5 
incubó durante 12 horas a 4ºC en un agitador de laboratorio a 100 rpm. Las muestras se centrifugaron a 
continuación durante 10 min a 12.000 g y el sobrenadante se transfirió a recipientes de reacción de 1,5 ml 
previamente medidos. Los recipientes de reacción se incubaron durante 8 horas a 60°C con el fin de evaporar el 
isopropanol. El contenido total de lípidos se determinó entonces por gravimetría. 
 10 
Para la cuantificación de proteínas del grano, se homogeneizaron 0,1 g de grano en un mortero a temperatura 
ambiente. A continuación, un volumen de 1000 µl de un medio tampón (HEPES 50 mM, 5 mM MGCl2, PH 7,5, Triton 
X100 al 1%, glicerol al 15%, SDS al 2%, EDTA 1 mM, PMSF, 1/100 (v / v)) y se realizó otra homogeneización. La 
suspensión se transfirió a recipientes de reacción de 1,5 ml, y las muestras se centrifugaron durante 10 min a 12.000 
g a temperatura ambiente. El sobrenadante se transfirió a nuevos recipientes de reacción de 1,5 ml y las proteínas 15 
se cuantificaron con reactivo BCA de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. 
 
Resultados 
La figura 3 muestra el peso de mil granos de Arabidopsis Como control se utilizó una planta de Arabidopsis de tipo 
salvaje, así como un mutante tmt1 - 2 que mostró una actividad de TMT vacuolar muy reducida (Wormit et al., 2006, 20 
Identificación molecular y caracterización fisiológica de un nuevo transportador de monosacáridos de Arabidopsis 
implicado en el transporte de azúcar vacuolar. Cell Plant 18: 3476 - 3490). La sobreexpresión con las líneas de 
sobreexpresión 1, 4 y 10 conduce a un aumento significativo en el peso de mil granos en comparación con el tipo 
salvaje. 
 25 
La figura 4 muestra los contenidos de aceite y lípidos de los granos de Arabidopsis. El contenido de aceite (figura 
4A) y el contenido de proteína (figura 4B) se incrementan en comparación con la Arabidopsis de tipo salvaje (WT) y 
las tres líneas de sobreexpresión de TMT1 independientes. 
 
La figura 5 muestra el número de granos por silícula en la Arabidopsis. El número medio de granos por silícula de las 30 
plantas de Arabidopsis de tipo salvaje (WT) y las tres líneas independientes de sobreexpresión de TMT1 es 
prácticamente el mismo. 
 
La figura 6 resume el peso total de los granos por planta de Arabidopsis. El peso total medio de todas los granos 
maduros en las plantas de Arabidopsis de tipo salvaje (WT) y las tres líneas de sobreexpresión independientes de 35 
TMT1. El peso total de los granos aumenta notablemente en las líneas de sobreexpresión en comparación con el 
tipo salvaje. En la figura 6A, esto ya se puede ver visualmente, mientras que en la figura 6B se realizó una 
cuantificación de los granos por planta. 
 
La figura 7 muestra el desarrollo de las plantas de Arabidopsis después de 15 y 34 días. Las líneas de 40 
sobreexpresión muestran un crecimiento marcadamente estimulado después de sólo 15 días y son notablemente 
mayores comparadas con la planta de Arabidopsis de tipo salvaje. Por lo tanto, una sobreexpresión de TMT1 
conduce a un mayor crecimiento de las plantas. 
 
En resumen, los resultados muestran claramente que el rendimiento de grano, la capacidad de germinación y el 45 
crecimiento de las plantas se pueden mejorar mediante una sobreexpresión de la proteína TMT (transportadora de 
monosacáridos tonoplástica). 
 
Descripción del texto referente a las figuras: 
Figura 1: Diagrama de clonación para la producción de la construcción de sobreexpresión de Attmt1 pSR6 amp: gen 50 
de resistencia a la ampicilina; CaMV - 35S: promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor; OCS: señal de 
poliadenilación del gen de la octopina sintasa; tmt1 - cmyc: cDNA de Attmt1 con motivo cmyc insertado; 
 
Figura 2: Representación esquemática de las inserciones de T - DNA del mutante doble tmt1 - 2 AttMT1 con 
inserción del T -DNA;, B: AttMT2 con inserción del T -DNA; 55 
 
Figura.3: Peso de mil granos de Arabidopsis Se muestra el peso de las plantas de Arabidopsis del tipo salvaje (Wt, 
basado en el 100%) y tres líneas de sobreexpresión de TMT1 independientes. tmt1 - 2 es un mutante que no exhibe 
actividad de TMT vacuolar (Wormit et al., 2006). Los datos son estadísticamente significativos (valores medios +/ - 
error estándar) y son de tres cultivos de plantas independientes; 60 
 
Figura 4: Contenido de aceite y lípidos de los granos de Arabidopsis El contenido de aceite (A) y el contenido de 
proteína (B) de las plantas de Arabidopsis de tipo salvaje (Wt) y tres líneas de sobreexpresión de TMT1 
independientes. tmt1 - 2 es un mutante que no exhibe actividad de TMT vacuolar (Wormit et al., 2006). Los datos 
son estadísticamente significativos (valores medios +/ - error estándar) y son de tres cultivos de plantas 65 
independientes; 
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Figura 5: Número de granos por silícula en la Arabidopsis. El número medio de granos por silícula de las plantas de 
Arabidopsis de tipo salvaje (Wt) y tres líneas de sobreexpresión de TMT1 independientes. tmt1 - 2 es un mutante 
que no exhibe actividad de TMT vacuolar (Wormit et al., 2006). Los datos son estadísticamente significativos 
(valores medios +/ - error estándar) y son de tres cultivos de plantas independientes; 5 
 
Figura 6: Peso total de los granos por planta de Arabidopsis. El peso total medio de todos los granos maduros en las 
plantas de Arabidopsis de tipo salvaje (Wt) y tres líneas de sobreexpresión de TMT1 independientes. tmt1 - 2 es un 
mutante que no exhibe actividad de TMT vacuolar (Wormit et al., 2006). A. Representación visual, B. Cuantificación 
de granos. Los datos son estadísticamente significativos (valores medios +/ - error estándar) y son de tres cultivos 10 
de plantas independientes; 
 
Figura 7: Desarrollo de las plantas de Arabidopsis después de 15 y 34 días. El estado de desarrollo de las plantas de 
Arabidopsis de tipo salvaje (Wt), mutantes tmt1 - 2, que carecen de la actividad del transportador de glucosa 
vacuolar TMT (Wormit et al, 2006), y se muestran tres líneas de sobreexpresión de TMT1 independientes. El 15 
desarrollo más rápido de las líneas de sobreexpresión TMT se puede ver claramente. 
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REIVINDICACIONES 
 

1. Un método para mejorar el rendimiento de granos y mejorar el crecimiento de plantas monocotiledóneas y 
dicotiledóneas en comparación con el tipo salvaje por sobreexpresión de la proteína TMT (transportadora de 
monosacáridos tonoplástica), o una homóloga de la misma, en células vegetales isogénicas o transgénicas, en el 5 
que la proteina TMT (transportadora de monosacáridos tonoplástica), o su homóloga, exhibe una identidad de 
secuencia del 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% con una secuencia de 
aminoácidos de proteína TMT (transportadora de monosacáridos tonoplástica) de la Arabidopsis thaliana TMT1 de 
acuerdo con SEQ ID NO: 1. 
 10 
2. El método de acuerdo con la reivindicación 1, en el que la proteína TMT (transportadora de monosacáridos 
tonoplástica) comprende la secuencia de aminoácidos de la Arabidopsis thaliana TMT1 de acuerdo con SEQ ID NO:  
 
3. El método de acuerdo con la reivindicación 1 ó 2, en el que una secuencia de nucleótidos que codifica la 
proteína TMT (transportadora de monosacáridos tonoplástica), o la homóloga de la misma, se introduce en las 15 
células vegetales y se sobreexpresa en las células vegetales bajo el control de un promotor constitutivo o inducible. 
 
4. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que las plantas son plantas 
cultivadas o útiles de la especie o géneros superiores de Arabidopsis thaliana, de Brassica napus, de Brassica 
oleracea, de Brassica rapa, de Arachis hypogea, de Boechera stricta, de Bruguiera gymnorhiza, de Citrus paradisi, 20 
de Poncirus trifoliado, de Euphorbia esula, de Fragaria vesca, de Gossypium hirsutum, de Gossypium raimondii, de 
Glycine max, de Helianthus annuus, de Ipomoea nil, de Lycopersicon esculentum , de Lactuca perennis, de Lactuca 
salina, de Lactuca serriola, de Lactuca sativa, de Loto japonicus, de Malus domestica, de Nicotiana tabacum, de 
Oryza australiensis, de Oryza brachyanth, de Oryza punctata, de Oryza ridleyi, de Oryza rufipogon, de Oryza sativa, 
de Populus trichocarpa, de Poncirus trifoliata, de Prunus Persica, de Solanum tuberosum, de Sorghum bicolor, de 25 
Triticum aestivum, de Zea mays, de Saccharum officinarum, de Panicum virgatum, de Miscanthus, de Vitis 
vinifera y de Cannabis sativa. 
 
5. Uso de una planta transgénica que comprende células vegetales que comprenden una secuencia de nucleótidos 
que codifica una proteína TMT (transportadora de monosacáridos tonoplástica), o una homóloga de la misma, en la 30 
que la proteína TMT (transportadora de monosacáridos tonoplástica), o su homóloga, exhibe una identidad de 
secuencia de 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% con una secuencia de 
aminoácidos de proteína TMT (transportadora de monosacáridos tonoplástica) de la Arabidopsis thaliana TMT1 de 
acuerdo con SEQ ID NO: 1, así como una secuencia de nucleótidos reguladora, operativamente ligada con la 
misma, para mejorar el rendimiento de grano y mejorar el crecimiento de las plantas en comparación con el tipo 35 
salvaje por sobreexpresión de la proteína TMT (transportadora de monosacáridos tonoplástica), o una homóloga de 
la misma, en las células vegetales de la planta transgénica. 
 
6. El uso de acuerdo con la reivindicación 5, en el que la proteína TMT (transportadora de monosacáridos 
tonoplástica) presenta una identidad de secuencia del 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 40 
98%, 99% o 100% con una secuencia de aminoácidos de proteína TMT (transportadora de monosacáridos 
tonoplástica) de la Arabidopsis thaliana TMT1 de acuerdo con SEQ ID NO: 1. 
 
7. El uso de acuerdo con la reivindicación 5 ó 6, en el que la planta se selecciona de entre Arabidopsis thaliana, 
Brassica napus, Brassica oleracea, Brassica rapa, Arachis hypogea, Boechera stricta, Bruguiera gymnorhiza, Citrus 45 
paradisi, Poncirus trifoliado, Euphorbia esula, Fragaria vesca, Gossypium hirsutum, Gossypium raimondii, Glycine 
max, Helianthus annuus, Ipomoea nil, Lycopersicon esculentum, Lactuca perennis, Lactuca salina, Lactuca serriola, 
Lactuca sativa, Loto japonicus, Malus domestica, Nicotiana tabacum, Oryza australiensis, Oryza brachyanth, Oryza 
punctata, Oryza ridleyi, Oryza rufipogon, Oryza sativa, Populus trichocarpa, Poncirus trifoliata, Prunus Persica, 
Solanum tuberosum, Sorghum bicolor, Triticum aestivum, Zea mays, Saccharum officinarum, Panicum virgatum, 50 
Miscanthus, Vitis vinifera y Cannabis sativa. 
 
8. Uso de una planta transgénica que comprende células vegetales que comprenden una secuencia de nucleótidos 
que codifica una proteína TMT (transportadora de monosacáridos tonoplástica), o una homóloga de la misma, en la 
que la proteína TMT (transportadora de monosacáridos tonoplástica), o su homóloga, exhibe una identidad de 55 
secuencia de 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% con una secuencia de 
aminoácidos de proteína TMT de (transportadora de monosacáridos tonoplástica) de la Arabidopsis thaliana TMT1 
de acuerdo con SEQ ID NO: 1, así como una secuencia de nucleótidos reguladora, enlazada operativamente con la 
misma, para el cultivo o producción de plantas cultivadas o plantas útiles, o biomasa, aceites o proteínas producidas 
a partir de la misma. 60 
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