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DESCRIPCION
Gen de histidina quinasa de tipo hibrido aislado a partir de arroz indica IR64
Campo de la invencion:

La presente invencion desvela un gen de histidina quinasa de tipo hibrido aislado de arroz indica IR64 y clones
producidos de este modo.

En particular, la presente invencion desvela un gen de histidina quinasa de tipo hibrido aislado de arroz indica IR64
que se ha descubierto que es capaz de ser osmosensible e inducible por multiples tensiones, y se ha descubierto
que es capaz de mejorar la tolerancia al estrés multiple de las plantas de cultivo de tal manera que las plantas de
cultivo producidas de este modo son capaces de hacer frente a mas de una condicién de estrés abidtico ambiental vy,
de este modo, se ha descubierto que las plantas de cultivo tienen un valor econdmico aumentado mientras se
mantiene el rendimiento de las mismas.

La presente invencion también desvela un procedimiento de aislamiento del gen de histidina quinasa de tipo hibrido
a partir del arroz indica IR64, y su listado de secuencias y su procedimiento de clonacion, al menos, con vector de
expresion de levaduras y vector de expresion de plantas.

La presente invencion también desvela clones producidos por clonacién del gen de histidina quinasa de tipo hibrido
aislado de arroz indica IR64 con vector de expresion de levaduras y vector de expresion de plantas.

La presente invencion también desvela un procedimiento para mejorar la tolerancia al estrés multiple de las plantas
de cultivo empleando el gen de histidina quinasa de tipo hibrido aislado de arroz indica IR64 y plantas de cultivo que
tienen una tolerancia al estrés multiple mejorada.

La presente invencion también desvela el uso del gen de histidina quinasa de tipo hibrido aislado de arroz indica
IR64 que mejora la tolerancia al estrés multiple de las plantas de cultivo.

La presente invenciéon también desvela caracteristicas funcionales del gen de histidina quinasa de tipo hibrido
aislado de arroz indica IR64.

Antecedentes de la invencion:

El arroz es un cultivo basico importante para el consumo humano a nivel mundial. El tamafio del genoma del arroz
es de aproximadamente 430 Mb, que es comparativamente mas pequefio otros diversos cultivos de cereales, y varia
de aproximadamente 430 Mb a aproximadamente 17000 Mb, por ejemplo, el tamafio del genoma del trigo harinero
es de aproximadamente 16.900 Mb, el del maiz es de aproximadamente 2.600 Mb, y el del sorgo es de
aproximadamente 735 Mb, lo que hace que el arroz sea el cultivo de cereales modelo ideal.

Se observa que las tensiones ambientales son causadas debido a factores biéticos, por ejemplo los virus, bacterias,
hongos, insectos o nematodos; o debido a factores abidticos, por ejemplo, los extremos de disponibilidad de agua,
es decir, inundaciones y/o extremos de la condicién salina, es decir, mayor salinidad y/o escasez extrema de agua,
es decir, sequia y/o temperaturas extremas, es decir, la temperatura es muy alta o muy baja. En conjunto, estos
factores afectan al rendimiento potencial de las plantas de cultivo. Ademas, las condiciones climaticas cambiantes y
el calentamiento global se han percibido como amenazas potenciales a la autosuficiencia alimentaria. Debido al
impresionante progreso realizado en la comprension de las interacciones planta-patdgeno, las plantas transgénicas
que son capaces de sobrevivir mejor bajo el ataque de insectos, que es un factor biético, son ahora una realidad.
Los ejemplos comunes de tales variedades son algodén Bt y berenjena Bt.

Sin embargo, las plantas de cultivo que pueden soportar las tensiones abidticas aun no estan disponibles,
principalmente, porque las tensiones abiéticas son de naturaleza multigénica.

Por lo tanto, existe una necesidad urgente de modificar las plantas de cultivo para que puedan sobrevivir y mantener
un alto rendimiento en condiciones extremas de estrés abidtico ambiental y, por lo tanto, dar lugar a plantas
tolerantes al estrés, es decir, existe una necesidad urgente de mejorar la tolerancia al estrés multiple de plantas de
cultivo para que puedan superar los problemas causados por tensiones ambientales.

Una de las formas posibles en que se puede potenciar la capacidad de tolerancia al estrés de los cultivos es a través
de ingenieria genética en la que uno o mas genes se disefian para proporcionar el rasgo deseado. Con estos objetos
en mente, se han modificado varias plantas en el pasado reciente. Un ejemplo de este tipo implica genes que
pueden sintetizar osmolitos para mantener el potencial hidrico de la célula en condiciones de estrés osmotico. Otras
categorias incluyen la modificacion de genes, que son capaces de bombear selectivamente los iones de sodio
toxicos a la vacuola, y por lo tanto son capaces de mantener el citoplasma libre de toxicidad.

Sin embargo, no se entiende mucho ni se dispone de mucho en lo que se refiere a la maquinaria de deteccion
asociada con las tensiones osmdticas.
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En organismos inferiores, por ejemplo las levaduras, la osmosensibilidad se entiende mucho mejor, y por lo tanto, la
complementacion funcional de los mutantes osmosensibles de levaduras con el gen diana procedente de plantas de
cultivo seria una forma posible de validar funcionalmente nuevos genes para funciones similares. La modificacion
genética de las plantas de cultivo con respecto a su maquinaria osmosensora seria altamente deseable ya que daria
como resultado una tolerancia potenciada frente a las tensiones osmoéticas.

Se han realizado varios intentos para las plantas transgénicas en los que el rendimiento se ha potenciado bajo un
estrés especifico, por ejemplo, salinidad o sequia o cualquier otro estrés abiotico. Estas plantas transgénicas han
estado utilizando, hasta ahora, genes que se inducen bajo un unico estrés especifico.

Sin embargo, hasta ahora, no se ha puesto a disposicién ninguna planta transgénica que utilice el gen que se induce
bajo multiples tensiones, y por lo tanto, tales genes son altamente deseables y ventajosos, y por lo tanto, la
necesidad actual es tener un gen que pueda soportar multiples tensiones para que la planta que utiliza tal gen pueda
soportar multiples tensiones mientras mantiene su rendimiento potencial.

Necesidad de la invencion:

Por lo tanto, existe una necesidad urgente de tener un gen que sea capaz de ser osmosensible y ser inducible por
multiples tensiones y sea capaz de mejorar la tolerancia al estrés multiple de las plantas de cultivo, particularmente
de las plantas transgénicas para hacer que las plantas sean capaces de hacer frente a mas de una condicion de
estrés abiotico ambiental, y por lo tanto, aumentar su valor econémico mientras se mantiene el rendimiento de las
mismas y de un procedimiento de aislamiento del mismo y del listado de secuencias del mismo y del procedimiento
de clonacién de tal gen, al menos, con vector de expresion de levaduras y vector de expresion de plantas y de
clones producidos de ese modo en la clonacion con vector de expresion de levaduras y vector de expresion de
plantas. También existe una necesidad urgente de tener un procedimiento para mejorar la tolerancia al estrés
multiple de las plantas de cultivo y de las plantas de cultivo que tienen una tolerancia al estrés multiple mejorada.
Ademas, también existe una necesidad urgente de tener caracteristicas funcionales de tal gen.

Problemas a resolver por la invencion:

La presente invencion, por lo tanto, tiene como objetivo resolver problemas de baja tolerancia al estrés de las plantas
de cultivo al proporcionar un gen que debe ser capaz de ser osmosensible e inducible por multiples tensiones y ser
capaz de mejorar la tolerancia al estrés multiple de las plantas de cultivo, particularmente de plantas transgénicas
para que las plantas sean capaces de hacer frente a mas de una condicidon de estrés abidtico ambiental y el
procedimiento de aislamiento de tal gen de arroz indica IR64 y el procedimiento para mejorar la tolerancia al estrés
multiple de las plantas de cultivo.

Objetos de la invencion:

Por consiguiente, la presente invencion desvela un gen de histidina quinasa de tipo hibrido que se aisla de arroz
indica IR64 y es capaz de ser osmosensible e inducible por mdltiples tensiones, y por lo tanto, es capaz de mejorar
la tolerancia a multiples tensiones de las plantas de cultivo con el fin de hacer que las plantas sean capaces de
hacer frente a mas de una condicién de estrés abiodtico ambiental y, por lo tanto, aumentar el valor econémico de las
plantas de cultivo mientras se mantiene el rendimiento potencial de las mismas.

También, la presente invencion desvela un procedimiento de aislamiento del gen de histidina quinasa de tipo hibrido
aislado de arroz indica IR64.

También, la presente invencion desvela un listado de secuencias del gen de histidina quinasa de tipo hibrido aislado
de arroz indica IR64.

También, la presente invencién desvela un procedimiento de clonacion del gen de histidina quinasa de tipo hibrido
aislado de arroz indica IR64, al menos, con vector de expresion de levaduras y vector de expresion de plantas.

También, la presente invencién desvela clones producidos por clonacién del gen de histidina quinasa de tipo hibrido
aislado de arroz indica IR64 con vector de expresion de levaduras y vector de expresion de plantas.

También, la presente invencion desvela caracteristicas funcionales del gen de histidina quinasa de tipo hibrido
aislado de arroz indica IR64.

También, la presente invencion desvela un procedimiento para mejorar la tolerancia al estrés multiple de las plantas
de cultivo empleando el gen de histidina quinasa de tipo hibrido aislado de arroz indica IR64.

También, la presente invencion desvela plantas de cultivo que tienen tolerancia a estrés multiple mejorada.

La presente invencion también desvela el uso del gen de histidina quinasa de tipo hibrido aislado de arroz indica
IR64 para mejorar la tolerancia al estrés multiple de las plantas de cultivo.
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Breve descripcion de las figuras adjuntas de la invencion:

La figura 1A ilustra secuencias de cebadores usadas para el aislamiento del gen de arroz indica IR64 de acuerdo
con la realizacién mas preferida de la presente invencion.

La figura 1B ilustra diversas condiciones para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para el aislamiento
del gen de arroz indica IR64 y la clonacién del mismo de acuerdo con la realizacion mas preferida de la presente
invencion.

La figura 1C ilustra la electroforesis en gel de agarosa del producto de la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) que muestra un producto de amplificacion de un tamarfio de aproximadamente 2,6 Kb, mas precisamente
del tamafio de aproximadamente 2598 pb del gen aislado de arroz indica IR64 de acuerdo con la realizacion mas
preferida de la presente invencion.

La figura 2A ilustra la secuencia génica completa del marco abierto de lectura [ORF] de OsHk3b de acuerdo con
la realizacién mas preferida de la presente invencion.

La Figura 2B ilustra la secuencia de aminoacidos deducida completa para la proteina codificada por el ORF de
OsHk3b de acuerdo con la realizacién mas preferida de la presente invencion.

La figura 3A ilustra la confirmacion de la clonacion del gen de la presente invencion en el vector pYES2 de
acuerdo con la realizacién mas preferida de la presente invencion.

La figura 3B ilustra la confirmacién de la clonacién del gen de la presente invencién en el vector pPCAMBIA1304
de acuerdo con la realizacion mas preferida de la presente invencion.

La figura 4 ilustra la complementacién funcional del mutante HS13 osmosensible dependiente de la temperatura
de la levadura SLN1 con el ORF de OsHK3b de arroz de acuerdo con la realizacion mas preferida de la presente
invencion.

La figura 5 ilustra el histograma que muestra la capacidad de induccion de OsHK3b por diversas tensiones
abidticas en arroz de acuerdo con la realizacién mas preferida de la presente invencion.

Figura 6 Transformacion y regeneracion de Oryza sativa cv IR64 - ilustra las semillas de arroz IR-64 etapa - [a];
formacion de callos de arroz en medios de induccion de callos etapa - [b]; callo de arroz subcultivado mantenido
en medios de induccién de callo durante 5-7 dias etapa - [c]; coinfeccion de callos de arroz con la cepa LBA4404
de Agrobacterium que contiene la construccion OsHK3b etapa - [d]; cocultivo de callos de arroz coinfectados
etapa - [e]; lavado de Agrobacterium sobrecultivado con cefotaxima antibiética etapa - [f]; transferencia de callos
lavados en la placa de seleccion etapa - [g]; callos transformados mantenido en medio de regeneracion etapa -
[h]; plantulas regeneradas transferidas a un medio de regeneracion fresco etapa - [ i]; planta completamente
regenerada transferida a tubos de cultivo para el endurecimiento - [j]; la planta de la etapa -[j] se transfiere
ademas a la maceta de barro y se guarda en el invernadero etapa -[k] de acuerdo con la realizacion mas
preferida de la presente invencion.

La figura 7A es ilustrativa de la confirmacion de la tolerancia a multiples tensiones de hojas de plantas cultivadas
en la figura 6 mediante un ensayo de disco foliar que muestra la tasa de blanqueo de diferentes muestras de
hojas en condiciones de estrés control y estrés por salinidad de acuerdo con la realizacion mas preferida de la
presente invencion.

La figura 7B ilustra el contenido total de clorofila de las hojas de plantas cultivadas en la figura 6 de acuerdo con
la realizacién mas preferida de la presente invencion.

La figura 8 es ilustrativa de la confirmacion de la integracion exitosa del gen OsHK3b de la presente invencion en
el genoma de plantas transgénicas IR64 usando el plasmido pCAMBIA1304 de acuerdo con la realizacién mas
preferida de la presente invencion.

La figura 9 es ilustrativa de la confirmacion de la tolerancia al estrés mudltiple de plantas T4, en términos de
germinacion de semillas en condiciones salinas, cultivadas a partir de semillas de plantas cultivadas en la figura
6 de acuerdo con la realizacién mas preferida de la presente invencion.

La Figura 10 es ilustrativa de la confirmacion comparativa de la tolerancia al estrés mudltiple de plantas T4
cultivadas durante 7 dias en condiciones normales, y a continuacion, cultivadas durante otros 10 dias en
condiciones salinas midiendo sus contenidos de clorofila.

Las leyendas detalladas de las figuras se han proporcionado al final de esta descripcion.
Descripcion y Realizaciones Preferidas de la Invencion:

La presente invencion se refiere a un procedimiento para el aislamiento del gen de histidina quinasa de tipo hibrido -
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OsHK3b a partir del arroz indica IR64 para su uso en la mejora de la tolerancia a la salinidad y al estrés por sequia
de las plantas de cultivo al sobreexpresar el OsHK3b, caracterizado por

(i) tratamiento de ADNc aislado de plantas de semillero IR64 con cebador directo OsHk3bF y cebador inverso
OsHk3bR mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para producir el gen de histidina quinasa de tipo
hibrido amplificado aislado - OsHK3b,

(i) clonacion del gen aislado - OsHK3b en el vector TOPO-TA2.1 para producir plasmido recombinante pTOPO-
OsHK3b,

en el que el gen de histidina quinasa de tipo hibrido - OsHK3b se aisla de su plasmido pTOPO-OSHK3b,

en el que dicho cebador directo OsHk3bF se identifica como 5’ATGACGTTCGCGAGGTACGC3’,

en el que dicho cebador inverso OsHk3bF se identifica como 5’CTATTCAACTTGGTCATGATTTTGS3,

en el que dicha PCR comprende una etapa de hibridacién en PCR llevada a cabo a aproximadamente a 55 °C,
en el que dicho gen - OsHK3b tiene ADNc de 2598 pb,

en el que dicho gen - OsHK3b es como el proporcionado en la figura 2A,

en el que dicha reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) comprende las etapas de:

i) preparacion de la mezcla de reacciéon de ADNc y el cebador directo OsHk3bF identificado como
5'ATGACGTTCGCGAGGTACGCY y el cebador inverso OsHk3bR identificado como
5'CTATTCAACTTGGTCATGATTTTG3)

ii) desnaturalizacion inicial de la mezcla de reaccion de la etapa - i) a aproximadamente 94 °C, preferentemente
durante aproximadamente 5 minutos;

iii) desnaturalizacion de la mezcla de reaccion de la etapa - ii) a aproximadamente 94 °C, preferentemente
durante aproximadamente 1 minuto;

iv) hibridacion de la mezcla de reaccion de la etapa - iii) a aproximadamente 55 °C, preferentemente durante
aproximadamente 1 minuto;

v) extensidon de la mezcla de reaccion de la etapa - iv) a aproximadamente 72 °C, preferentemente durante
aproximadamente 3 minutos; y

vi) extension final de la mezcla de reaccion de la etapa - v) a aproximadamente 72 °C, preferentemente durante
aproximadamente 7 minutos,

en el que las etapas de la desnaturalizacion, la hibridacion y la extension se repiten durante aproximadamente 34
ciclos.

En una realizaciéon preferida, la presente invencion se refiere a un procedimiento en el que dicho ADNc se aisla de
plantas de semillero de arroz cv IR64, que comprende las etapas de:

a) aislar el ARN total del tejido foliar estresado de las plantas de semillero IR64;

b) aislar el ARNm del ARN total empleando las perlas paramagnéticas de estreptavidina y el cebador oligo d(T )20
marcado con biotina;

c) sintetizar la primera cadena de ADNc a partir de ARNm empleando el kit de sintesis de primera cadena de
ADNCc disponible convencionalmente.

En una realizacion preferida, el gen de histidina quinasa de tipo hibrido, como se aislé mediante el procedimiento de
la presente invencion, se caracteriza porque dicho gen - OsHK3b es como se proporciona en la figura 2A.

En una realizacion preferida, la presente invencion se refiere a un procedimiento de clonacion del gen de histidina
quinasa de tipo hibrido - OsHk3b, como se aislé mediante el procedimiento de la presente invencién en un vector de
expresion de levaduras, a saber, pYES2, que comprende las etapas de:

a) amplificacion del gen - OsHk3b del plasmido pTOPO-OsHK3b mediante el tratamiento del plasmido pTOPO-
OsHK3b con el cebador directo OsHk3bSpelF y el cebador inverso OsHk3bSpe/R empleando la reaccién en
cadena de la polimerasa [PCR];

en el que el fragmento amplificado del gen OsHk3b que contiene el marco de lectura abierto completo [ORF] del gen
junto con el sitio Spel adicional - OsHk3b se clona en el sitio Xbal de pYES2.

En una realizacién preferida, la presente invencién se refiere a un procedimiento, en el que en el procedimiento de
clonacion del gen de histidina quinasa de tipo hibrido - OsHk3b, como se aislé mediante el procedimiento de la
presente invenciéon en un vector de expresion de levaduras, a saber, pYES2, los cebadores empleados son los
mismos que los empleados en el procedimiento de aislamiento de dicho gen de la presente invencion, pero los
cebadores para clonar el gen aislado contienen un sitio Spel adicional que es capaz de facilitar la clonacién del gen
OsHk3b en pYES2.

En una realizacién preferida, la presente invencién se refiere a un procedimiento, en el que en el procedimiento de
clonacion del gen de histidina quinasa de tipo hibrido - OsHk3b, como se aislé mediante el procedimiento de la
presente invencidon en un vector de expresion de levaduras, a saber, pYES2, dicha reaccién en cadena de la
polimerasa [PCR] para amplificar el gen -OsHk3b del plasmido pTOPO-OsHK3b comprende las etapas de:
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i) preparacion de la mezcla de reaccion del plasmido pTOPO-OsHK3b y el cebador directo OsHk3bSpelF y el
cebador inverso OsHk3bSpelR;

ii) desnaturalizacion inicial de la mezcla de reaccion de la etapa - i) a aproximadamente 94 °C, preferentemente
durante aproximadamente 5 minutos;

iii) desnaturalizacion de la mezcla de reaccion de la etapa - ii) a aproximadamente 94 °C, preferentemente
durante aproximadamente 1 minuto;

iv) hibridacion de la mezcla de reaccion de la etapa - iii) a aproximadamente 55 °C, preferentemente durante
aproximadamente 1 minuto;

v) extensidon de la mezcla de reaccion de la etapa - iv) a aproximadamente 72 °C, preferentemente durante
aproximadamente 3 minutos; y

vi) extension final de la mezcla de reaccion de la etapa - v) a aproximadamente 72 °C, preferentemente durante
aproximadamente 7 minutos,

en el que las etapas de la desnaturalizacion, la hibridacién y la extension se repiten durante aproximadamente 34
ciclos.

En una realizacion preferida, la presente invencion se refiere a un clon del gen de histidina quinasa de tipo hibrido -
OsHk3b como se aislé mediante el procedimiento de la presente invencién en un vector de expresion de levaduras,
a saber, pYES2, que se identifica como pYES2-OsHk3b.

En una realizacion preferida, la presente invencion se refiere a un procedimiento de clonacion del gen de histidina
quinasa de tipo hibrido - OsHk3b como se aislé mediante el procedimiento de la presente invencién en un vector de
expresion de plantas, a saber, pPCAMBIA1304, que comprende las etapas de:

a) amplificacion del gen - OsHk3b del plasmido pTOPO-OsHK3b mediante el tratamiento del plasmido pTOPO-
OsHK3b con el cebador directo OsHk3bSpelF y el cebador inverso OsHk3bSpel/R empleando la reaccién en
cadena de la polimerasa [PCR];

en el que el fragmento amplificado del gen OsHk3b que contiene el marco de lectura abierto completo [ORF] del gen
junto con el sitio Spel adicional - OsHk3b se clona en el sitio Spel de pPCAMBIA1304.

En una realizacién preferida, la presente invencién se refiere a un procedimiento, en el que en el procedimiento de
clonacion de OsHk3b en el vector de expresiéon de levaduras, los cebadores empleados son los mismos que los
empleados en el procedimiento de aislamiento de dicho gen segun la presente invencion, pero los cebadores para
clonar el gen aislado contienen un sitio Spel adicional que es capaz de facilitar la clonacién del gen OsHk3b en
pCAMBIA1304.

En una realizacién preferida, la presente invencién se refiere a un procedimiento, en el que en el procedimiento de
clonacion de OsHk3b en el vector de expresion de levaduras, dicha reaccion en cadena de la polimerasa [PCR] para
amplificar el gen - OsHk3b del plasmido pTOPO-OsHK3b comprende las etapas de:

i) preparacion de la mezcla de reaccion del plasmido pTOPO-OsHK3b y el cebador directo OsHk3bSpelF y el
cebador inverso OsHk3bSpelR;

ii) desnaturalizacion inicial de la mezcla de reaccion de la etapa - i) a aproximadamente 94 °C, preferentemente
durante aproximadamente 5 minutos;

iii) desnaturalizacion de la mezcla de reaccion de la etapa - ii) a aproximadamente 94 °C, preferentemente
durante aproximadamente 1 minuto;

iv) hibridacion de la mezcla de reaccion de la etapa - iii) a aproximadamente 55 °C, preferentemente durante
aproximadamente 1 minuto;

v) extension de la mezcla de reaccion de la etapa - iv) a aproximadamente 72 °C, preferentemente durante
aproximadamente 3 minutos; y

vi) extension final de la mezcla de reaccion de la etapa - v) a aproximadamente 72 °C, preferentemente durante
aproximadamente 7 minutos,

en el que las etapas de la desnaturalizacion, la hibridacion y la extension se repiten durante aproximadamente 34
ciclos.

En una realizacion preferida, la presente invencion se refiere a un clon del gen de histidina quinasa de tipo hibrido -
OsHk3b como se aislé mediante el procedimiento de la presente invencién en un vector de expresion de arroz, a
saber, pPCAMBIA1304, que se identifica como pCAMBIA1304-OsHk3b.

En una realizacion preferida, la presente invencion se refiere a un procedimiento para mejorar la tolerancia al estrés
por salinidad y sequia de plantas de cultivo, que comprende coinfectar callos de arroz cultivados a partir de semillas
de IR64 con un medio que contiene la cepa LBA4404 de Agrobacterium y el gen clonado y permitir que los callos
coinfectados se regeneren en plantas IR64 transgénicas completas que tienen tolerancia mejorada al estrés por
salinidad y por sequia, en el que el gen clonado es pCAMBIA1304-OsHk3b.

En una realizacion preferida, el procedimiento de la presente invencidon para mejorar la tolerancia al estrés por
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salinidad y por sequia de las plantas de cultivo comprende ademas las etapas de:

a) coinfectar callos de arroz cultivados a partir de semillas de IR64 con dicho medio que contiene dicho gen
clonado;

b) cocultivar los callos de arroz coinfectados de la etapa - a);

c) lavar el medio sobrecultivado de callos de arroz cocultivado de la etapa - b) con antibidtico;

d) transferir el callo lavado de la etapa - ¢) a una placa de seleccion para el crecimiento de callos transformados;
e) tratar los callos transformados de la etapa - d) con medios de regeneracion;

f) repetir la etapa del tratamiento de los callos transformados de la etapa - €) con medios de regeneracion frescos
hasta que forme una planta completamente regenerada;

g) endurecer la planta completamente regenerada de la etapa - f) en un tubo de cultivo;

h) transferir la planta endurecida de la etapa - g) a una maceta para su desarrollo en una planta transgénica IR64
completa.

En una realizacion preferida, en el procedimiento para mejorar la tolerancia al estrés por salinidad y por sequia de
las plantas de cultivo de la presente invencion, la etapa - b) de cocultivo se lleva a cabo manteniendo los callos de
arroz coinfectados de la etapa a) en oscuridad durante aproximadamente 48 horas.

En una realizacion preferida, en el procedimiento para mejorar la tolerancia al estrés por salinidad y por sequia de
las plantas de cultivo de la presente invencion, el tubo de cultivo en la etapa - g) contiene plantas de arroz de
regeneracion en medios de regeneracion.

En una realizacion preferida, en el procedimiento para mejorar la tolerancia al estrés por salinidad y por sequia de
las plantas de cultivo de la presente invencion, el antibidtico es cefotaxima.

En una realizacion preferida, en el procedimiento para mejorar la tolerancia al estrés por salinidad y por sequia de
las plantas de cultivo de la presente invencion, los medios de regeneracion comprenden medios de Murashige y
Skoog.

En una realizacion preferida, la presente invencion se refiere a una planta de cultivo que tiene tolerancia mejorada al
estrés por salinidad y por sequia producida por el procedimiento de la presente invencion, en la que la planta
transgénica tiene sobreexpresion del gen de histidina quinasa de tipo hibrido aislado de arroz indica IR64,
caracterizada porque dicho gen de histidina quinasa de tipo hibrido - OsHK3b tiene la secuencia como se
proporciona en la Figura 2A.

En una realizacion preferida, la presente invencion se refiere a una planta de segunda generacion producida a partir
de semillas de plantas transgénicas de primera generacion, en la que dicha planta transgénica de primera
generacion se cultiva empleando clones de gen de histidina quinasa de tipo hibrido - OsHk3b como se aisld
mediante el procedimiento de la presente invencion, en la que posteriormente las plantas transgénicas cultivadas [de
segunda generacion] tienen mejor tolerancia al estrés por salinidad y sequia.

En una realizacion preferida, la presente invencion se refiere al uso del gen de histidina quinasa de tipo hibrido
OsHk3b, como se aislé mediante el procedimiento de la presente invencion, para mejorar la tolerancia a estrés por
salinidad y sequia de las plantas de cultivo empleando el procedimiento de la presente invencion. Ahora se entiende
que la técnica anterior no desvela ni ensefia que el gen de histidina quinasa de tipo hibrido con capacidad de ser
osmosensible e inducible por multiples tensiones y la capacidad de mejorar la tolerancia al estrés multiple de plantas
de cultivo, particularmente de plantas transgénicas, puede aislarse a partir del arroz indica IR64.

Ademas, la técnica anterior no desvela ni ensefia que el gen de histidina quinasa de tipo hibrido aislado a partir del
arroz indica IR64 puede clonarse, al menos, con vector de expresion de levaduras y vector de expresion de plantas.

Ademas, la técnica anterior no desvela ni ensefia que las plantas de cultivo pueden mejorarse para su tolerancia al
estrés multiple empleando tal gen aislado para hacer que las plantas sean capaces de hacer frente a mas de una
condicion de estrés abidtico ambiental para resolver problemas de baja tolerancia al estrés de plantas de cultivo.

Con el fin de aislar el gen de histidina quinasa de tipo hibrido aislado de arroz indica IR64, los inventores han
descubierto sorprendentemente que si el ADNc aislado de la plantula IR64 se trata mediante reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) con cebador directo OsHk3bF y cebador inverso OsHk3bR, en la que la etapa de hibridacién se
lleva a cabo a aproximadamente 55 °C, entonces se aisla el gen de histidina quinasa de tipo hibrido y se ha
descubierto sorprendentemente que el gen aislado tiene capacidad de ser osmosensible e inducible por multiples
tensiones y la capacidad de mejorar la tolerancia multiple de plantas de cultivo, particularmente de plantas
transgénicas.

Con el fin de clonar el gen de histidina quinasa de tipo hibrido aislado de arroz indica IR64, al menos, con vector de
expresion de levaduras, los inventores han descubierto sorprendentemente que ese gen aislado, al amplificarse por
tratamiento con cebador directo OsHk3bSpelF y cebador inverso OsHk3bSpelR empleando la reaccién en cadena
de polimerasa (PCR), el gen de la presente invencion se clona en el vector de expresion de levaduras y también en
el vector de expresion de plantas.
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Con el fin de mejorar la tolerancia al estrés multiple de las plantas de cultivo, los inventores han descubierto
sorprendentemente que cuando los callos cultivados a partir de semillas de IR64 estan coinfectados con un medio
que contiene el gen clonado, el IR64 se transforma y crece hasta convertirse en una planta transgénica IR64
completa que tiene sobreexpresion del gen de la presente invencion y se ha descubierto, sorprendentemente, que
tales plantas transgénicas cultivadas tienen una tolerancia al estrés mdultiple mejorada frente a mas de un estrés
ambiental, lo que significa, por lo tanto, que se ha descubierto que tales plantas cultivadas son capaces de sobrevivir
mejor en condiciones de estrés abidtico.

También se ha descubierto que las semillas de plantas transgénicas cultivadas mediante el empleo de clones del
gen de la presente invencion también tienen una tolerancia al estrés multiple mejorada durante la germinacion de la
semilla, y tanto la raiz como el brote, de forma sorprendente, no muestran crecimiento reducido, y se ha descubierto
que las plantas cultivadas a partir de ellas también han mejorado la tolerancia al estrés multiple en comparacion con
la germinacion de semillas de plantas de cultivo normales y plantas cultivadas a partir de las mismas. Por lo tanto,
los problemas de la escasa tolerancia al estrés de las plantas de cultivo se han resuelto mediante la presente
invencion.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un procedimiento de aislamiento del gen de histidina quinasa de
tipo hibrido aislado de arroz indica IR64, que comprende el tratamiento de ADNc aislado de plantas de semillero
IR64 con cebador directo OsHk3bF y cebador inverso OsHk3bR mediante reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), en el que la etapa de hibridacion se lleva a cabo a aproximadamente 55 °C y en el que el gen de histidina
quinasa de tipo hibrido -OsHK3b se aisla de su plasmido pTOPO-OSHK3b.

De acuerdo con la presente invencién, el cebador directo OsHk3bF se identifica como
5'ATGACGTTCGCGAGGTACGCY y el cebador inverso OsHk3bR se identifica como
5'CTATTCAACTTGGTCATGATTTTG3' (Figura 1A).

De acuerdo con la presente invencion, los cebadores fueron sintetizados mediante:

a) alineacion de la secuencia de aminoacidos (proteina) del SLN1 (osmosensor) de levaduras con secuencias de
aminoacidos (proteina) de 14 miembros de la familia histidina quinasa [HK] en arroz (Oryza sativa japonica), en
la que un miembro de la familia HK - OsHk3b en arroz (Oryza sativa japonica) entre los 14 miembros de la
familia, se ha descubierto que estaba mas cerca del SLN1 (osmosensor) de la levadura;

b) basandose en las secuencias de aminoacidos de OsHk3b de arroz (Oryza sativa japonica), se toma su
secuencia de nucleétidos correspondiente;

c) analisis de su ORF utilizando un software disponible comercialmente;

d) disefio del cebador directo OsHk3bF identificado como 5'ATGACGTTCGCGAGGTACGC3’ y el cebador
inverso OsHk3bR identificado como 5'CTATTCAACTTGGTCATGATTTTG3' del ORF de OsHk3b usando el
software de disefio de cebadores disponible comercialmente;

e) identificacion de secuencias de nucleétidos del cebador directo y el cebador inverso; y

f) preparacion del cebador directo OsHk3bF identificado como 5’ATGACGTTCGCGAGGTACGCS' y el cebador
inverso OsHk3bR identificado como 5'CTATTCAACTTGGTCATGATTTTGS".

De acuerdo con una de las realizaciones preferidas de la presente invencion, el analisis del ORF se llevé a cabo
mediante el uso de software en linea disponible comercialmente (www.ncbi.nim.nih.gov/projects/gorf/).

De acuerdo con una de las realizaciones preferidas de la presente invencién, el disefio del cebador directo OsHk3bF
identificado como 5'ATGACGTTCGCGAGGTACGC3 y el cebador inverso OsHk3bR identificado como
5'CTATTCAACTTGGTCATGATTTTG3' del ORF de OsHk3b se llevd a cabo usando el software de disefio de
cebadores en linea disponible comercialmente (www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/).

De acuerdo con la presente invencion, el ADNc se aislé de las plantas de semillero de arroz IR64, particularmente de
las plantas de semillero de arroz cv IR64, que comprende las siguientes etapas:

a) aislar el ARN total del tejido foliar estresado por salinidad de las plantas de semillero IR64;

b) aislar el ARNm del ARN total empleando las perlas paramagnéticas de estreptavidina y el cebador oligo d(T )20
marcado con biotina;

c) sintetizar la primera cadena de ADNc a partir de ARNm empleando el kit de sintesis de primera cadena de
ADNCc disponible convencionalmente.

De acuerdo con la presente invencion, la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) comprende las etapas de:

i) preparacion de la mezcla de reaccion de ADNc y el cebador directo OsHk3bF identificado como
5'ATGACGTTCGCGAGGTACGCY y el cebador inverso OsHk3bR identificado como
5'CTATTCAACTTGGTCATGATTTTGS3"

ii) desnaturalizacion inicial de la mezcla de reaccion de la etapa - i) a aproximadamente 94 °C, preferentemente
durante aproximadamente 5 minutos;

iii) desnaturalizacién de la mezcla de reaccion de la etapa - ii) durante aproximadamente 34 ciclos a
aproximadamente 94 °C preferentemente durante aproximadamente 1 minuto;
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iv) hibridacion de la mezcla de reaccion de la etapa - iii) a aproximadamente 55 °C, preferentemente durante
aproximadamente 1 minuto;

v) extensidon de la mezcla de reaccion de la etapa - iv) a aproximadamente 72 °C, preferentemente durante
aproximadamente 3 minutos; y

vi) extension final de la mezcla de reaccion de la etapa - v) a aproximadamente 72 °C, preferentemente durante
aproximadamente 7 minutos.

De acuerdo con la presente invencion, el procedimiento de aislamiento del gen de histidina quinasa de tipo hibrido
aislado de arroz indica IR64, comprende adicionalmente las siguientes etapas:

1) preparar el plasmido recombinante pTOPO-OsHK3b clonando el fragmento amplificado del gen en el vector
TOPO-TA2.1;

2) aislar el gen - OsHK3b del plasmido recombinante pTOPO - OsHK3b usando cebadores convencionales
directos e inversos M13;

en el que el aislamiento del gen - OsHK3b se confirma [identifica] por el tamafio del ADN que es aproximadamente
2,6 Kb, mas precisamente aproximadamente 2598 pb.

De acuerdo con la presente invencion, después de realizar la reaccién en cadena de la polimerasa [PCR] con el
cebador seleccionado, se fabrican muchas copias de ADN diana, que no se ven en la solucién, pero cuando se ligan
al vector de clonaciéon TOPO-TA que estabiliza el ADN diana, pueden verse las colonias transformadas, sin
embargo, el producto amplificado puede visualizarse mediante electroforesis en agarosa acoplada a tincion con
bromuro de etidio. EIl TOPO-TA solamente se usa para la estabilizacién de productos amplificados que también
facilitan la secuenciacion. El gen formado significa un supuesto aislamiento. Después de la formacion como en la
Figura 1C, se confirma el aislamiento por secuenciacion, la banda en el gel de agarosa confirma que se ha aislado.

La presente invencion describe el gen de histidina quinasa de tipo hibrido aislado de arroz indica IR64 y se ha
descubierto que el gen aislado es capaz de actuar como osmosensor y que tiene capacidad de ser osmosensible e
inducible por multiples tensiones y capacidad de mejorar la tolerancia al estrés multiple de plantas de cultivo,
particularmente de plantas transgénicas para hacer que las plantas sean capaces de hacer frente a mas de una
condicidon de estrés abidtico ambiental, y por lo tanto, de incrementar su valor econdmico mientras mantienen su
rendimiento potencial.

La presente invencion describe un listado de secuencias del gen de histidina quinasa de tipo hibrido aislado de arroz
indica IR64, en el que el gen se secuencia después de la formacion del plasmido recombinante pTOPO-OsHK3b y
en el que la secuencia génica completa del marco de lectura abierto [ORF] del gen - OsHk3b es de 2598 pb y es,
como se proporciona en la Figura 2A adjunta, una referencia que se extrae aqui y en el que el gen - OsHK3b de la
presente invencion se ha presentado al Centro Nacional de Recursos Biologicos (NCBI) -
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/198387187 con el numero de referencia de GenBank Bankit 1121378 FJ004641
el 7 de agosto de 2008. Se adjunta la copia del reconocimiento del Centro Nacional de Recursos Biolégicos (NCBI).

La presente invencion describe un gen de histidina quinasa de tipo hibrido, la secuencia génica completa del marco
de lectura abierto [ORF] del mismo - OsHk3b es de 2598 pb y como se proporciona en la Figura 2A.

De acuerdo con una realizacion de la presente invencion, el gen de histidina quinasa de tipo hibrido - OsHK3b es
identificable por el nimero de referencia de GenBank Bankit 1121378 FJ004641 del Centro Nacional de Recursos
Biologicos (NCBI).

La presente invencion describe un procedimiento de clonacién del gen de histidina quinasa de tipo hibrido aislado de
arroz indica IR64 en el vector de expresion de levaduras, a saber, pYES2, que comprende las etapas de:

a) amplificacion del gen - OsHk3b del plasmido pTOPO-OsHK3b mediante el tratamiento del plasmido pTOPO-
OsHK3b con el cebador directo OsHk3bSpelF y el cebador inverso OsHk3bSpe/R empleando la reaccién en
cadena de la polimerasa [PCR];

en el que el fragmento amplificado del gen OsHk3b que contiene el marco de lectura abierto completo [ORF] del gen
junto con el sitio Spel adicional - OsHk3b se clona en el sitio Xbal de pYES2.

De acuerdo con la presente invencion, los cebadores empleados para clonar el gen aislado son los mismos que los
empleados para aislar el gen, pero los cebadores para clonar el gen aislado contienen un sitio Spel adicional que
facilita la clonacion del gen OsHk3b en pYES2.

De acuerdo con la realizacion preferida de la presente invencion, después de la reaccion en cadena de la polimerasa
[PCR] de OsHk3b con el cebador directo OsHk3bSpelF y el cebador inverso OsHk3bSpelR, se agrega pYES2.

De acuerdo con la presente invencion, la reaccion en cadena de la polimerasa [PCR] para amplificar el gen -OsHk3b
del plasmido pTOPO-OsHK3b comprende las etapas de:

i) preparacion de la mezcla de reaccion del plasmido pTOPO-OsHK3b y el cebador directo OsHk3bSpelF y el
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cebador inverso OsHk3bSpelR;

ii) desnaturalizacion inicial de la mezcla de reaccion de la etapa - i) a aproximadamente 94 °C, preferentemente
durante aproximadamente 5 minutos;

iii) desnaturalizacién de la mezcla de reaccion de la etapa - ii) durante aproximadamente 34 ciclos a
aproximadamente 94 °C preferentemente durante aproximadamente 1 minuto;

iv) hibridacion de la mezcla de reaccion de la etapa - iii) a aproximadamente 55 °C, preferentemente durante
aproximadamente 1 minuto;

v) extensidon de la mezcla de reaccion de la etapa - iv) a aproximadamente 72 °C, preferentemente durante
aproximadamente 3 minutos; y

vi) extension final de la mezcla de reaccion de la etapa - v) a aproximadamente 72 °C, preferentemente durante
aproximadamente 7 minutos

De acuerdo con la realizacion preferida de la presente invencion, después de la reaccion en cadena de la polimerasa
[PCR] de OsHk3b con el cebador directo OsHk3bSpelF y el cebador inverso OsHk3bSpelR, se agrega pYES2.

La presente invencion desvela un procedimiento de clonacion del gen de histidina quinasa de tipo hibrido aislado de
arroz indica IR64 en el vector de expresion de levaduras, a saber, pYES2, que se identifica como pYES2-OsHk3b.

La presente invencion desvela un procedimiento de clonacion del gen de histidina quinasa de tipo hibrido aislado de
arroz indica IR64 en vector de expresion de plantas, preferentemente en el vector de arroz, a saber, pPCAMBIA1304,
que comprende las etapas de:

a) amplificacion el gen - OsHk3b del plasmido pTOPO-OsHK3b tratando el plasmido pTOPO-OsHK3b con el
cebador directo OsHk3bSpelF y el cebador inverso OsHk3bSpe/R empleando la reaccidon en cadena de la
polimerasa [PCR];

en el que el fragmento amplificado del gen OsHk3b que contiene el marco de lectura abierto completo [ORF] del gen
junto con el sitio Spel adicional - OsHk3b se clona en el sitio Spel de pPCAMBIA1304.

De acuerdo con la presente invencion, los cebadores empleados para clonar el gen aislado son los mismos que los
empleados para aislar el gen, pero los cebadores para clonar el gen aislado contienen un sitio Spel adicional que
facilita la clonacion del gen OsHk3b en pCAMBIA1304.

De acuerdo con la realizacion preferida de la presente invencién, después de la reaccién en cadena de la polimerasa
[PCR] de OsHk3b con el cebador directo OsHk3bSpelF y el cebador inverso OsHk3bSpelR, se agrega
pCAMBIA1304.

De acuerdo con la presente invencion, la reaccion en cadena de la polimerasa [PCR] para amplificar el gen -OsHk3b
del plasmido pTOPO-OsHK3b comprende las etapas de:

i) preparacion de la mezcla de reaccion del plasmido pTOPO-OsHK3b y el cebador directo OsHk3bSpelF y el
cebador inverso OsHk3bSpelR;

ii) desnaturalizacion inicial de la mezcla de reaccion de la etapa - i) a aproximadamente 94 °C, preferentemente
durante aproximadamente 5 minutos;

iii) desnaturalizacién de la mezcla de reaccion de la etapa - ii) durante aproximadamente 34 ciclos a
aproximadamente 94 °C preferentemente durante aproximadamente 1 minuto;

iv) hibridacion de la mezcla de reaccion de la etapa - iii) a aproximadamente 55 °C, preferentemente durante
aproximadamente 1 minuto;

v) extensidon de la mezcla de reaccion de la etapa - iv) a aproximadamente 72 °C, preferentemente durante
aproximadamente 3 minutos; y

vi) extension final de la mezcla de reaccion de la etapa - v) a aproximadamente 72 °C, preferentemente durante
aproximadamente 7 minutos

De acuerdo con la realizacion preferida de la presente invencion, después de la reaccidon en cadena de la polimerasa
[PCR] de OsHk3b con el cebador directo OsHk3bSpelF y el cebador inverso OsHk3bSpelR, se agrega
pCAMBIA1304.

La presente invencion desvela un clon del gen de histidina quinasa de tipo hibrido aislado de arroz indica IR64 en el
vector de expresion de arroz, a saber, pPCAMBIA1304, que se identifica como pCAMBIA1304-OsHk3b.

La presente invencion desvela un procedimiento para mejorar la tolerancia al estrés multiple de plantas de cultivo,
que comprende coinfectar callos de arroz cultivados a partir de semillas de IR64 con un medio que contiene un gen
clonado y que permite que los callos coinfectados se transformen en una planta IR64 transgénica completa, en el
que el medio es la cepa LBA4404 de Agrobacteriumy el gen clonado es pCAMBIA1304-OsHk3b.

De acuerdo con la presente invencién, un procedimiento para mejorar la tolerancia al estrés multiple de las plantas
de cultivo, comprende las etapas de:
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a) coinfectar callos de arroz cultivados a partir de semillas de IR64 con un medio que contiene el gen clonado;

b) cocultivar los callos de arroz coinfectados de la etapa - a);

c) lavar el medio sobrecultivado de callos de arroz cocultivado de la etapa - b) con antibiético;

d) transferir el callo lavado de la etapa - ¢) a una placa de seleccioén para el crecimiento de callos transformados;
e) tratar los callos transformados de la etapa - d) con medios de regeneracion;

f) repetir la etapa del tratamiento de los callos transformados de la etapa - €) con medios de regeneracion frescos
hasta que forme una planta completamente regenerada;

g) endurecer la planta completamente regenerada de la etapa - f) en un tubo de cultivo;

h) transferir la planta endurecida de la etapa - g) a una maceta para su desarrollo en una planta transgénica IR64
completa;

en el que el medio es la cepa LBA4404 de Agrobacterium y el gen clonado es pCAMBIA1304-OsHk3b.

De acuerdo con la presente invencion, la etapa - b) de cocultivo se lleva a cabo manteniendo los callos de arroz
coinfectados de la etapa a) en oscuridad durante aproximadamente 48 horas.

De acuerdo con la presente invencion, el tubo de cultivo en la etapa - g) contiene plantas regeneradoras de arroz en
medios de regeneracion.

De acuerdo con la presente invencion, el antibiotico es cefotaxima y los medios de regeneracion comprenden
medios disponibles comercialmente de Murashige y Skoog (Sigma, India).

La presente invencion describe plantas de cultivo que tienen tolerancia mejorada a estrés multiple, tal como se
produce empleando el clon del gen aislado de arroz indica IR64 de la presente invencion, en el que se ha
descubierto que las plantas transgénicas sobreexpresan el gen de histidina quinasa de tipo hibrido aislado del arroz
indica IR64 y mejoran la tolerancia al estrés multiple contra mas de un estrés ambiental, lo que significa que las
plantas transgénicas producidas de acuerdo con la presente invencién han demostrado ser capaces de sobrevivir
mejor en condiciones de estrés abidtico, y por lo tanto, superar los problemas de escasa tolerancia al estrés.

La presente invencion describe plantas de segunda generacion producidas a partir de semillas de plantas
transgénicas de primera generacion que se cultivaron empleando clones del gen de la presente invencion, en las
que también se ha descubierto que las plantas transgénicas cultivadas posteriormente [de segunda generacion]
tienen una tolerancia al estrés mudltiple mejorada e incluso durante la germinacion de la semilla de la primera
generacion de plantas transgénicas, se descubrié que la raiz y el brote, de forma sorprendente, demostraron un
mejor crecimiento, al menos, no se observé que demostraran un crecimiento reducido. Al contrario, cuando se cultiva
una planta a partir de plantas de semillero que no estaban infectadas con clones del gen de la presente invencion, se
encontré que tenian escasa tolerancia al estrés ambiental y durante la germinacién adicional de semillas de estas
plantas normales [control], se encontrd que el crecimiento de la raiz y el brote era lento.

La presente invencion describe el uso del gen de histidina quinasa de tipo hibrido aislado de arroz indica IR64, para
mejorar la tolerancia al estrés multiple de las plantas de cultivo.

La presente invencion se describe ahora con referencia a las figuras adjuntas.
De acuerdo con la realizacion mas preferida de la presente invencion, comprende las siguientes etapas:
A] Aislamiento de un Gen de Histidina Quinasa de tipo Hibrido a partir de Arroz indica IR64:

De acuerdo con la realizacion mas preferida de la invencion, el gen de longitud completa, es decir, un tramo de ADN
que codifica una proteina de OsHK3b se aisla del arroz cv IR64 empleando esencialmente la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) que se lleva a cabo empleando esencialmente el cebador directo OsHk3bF identificado como
5'ATGACGTTCGCGAGGTACGCY y el cebador inverso OsHk3bR identificado como 5
CTATTCAACTTGGTCATGATTTTGS (Figura 1A), que han sido seleccionados de manera critica. Se ha observado
sorprendentemente que si se intenta aislar el gen deseado del arroz IR 64 empleando cualquier otro cebador, el gen
deseado no se aisla.

De acuerdo con la presente invencion, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se lleva a cabo en las
condiciones que se ilustran en la Figura 1B que también se han seleccionado de manera critica. Sorprendentemente,
se ha observado que si se intenta llevar a cabo la reaccion de PCR en condiciones diferentes a las condiciones
ilustradas en la Figura 1B adjunta, el gen deseado no se aisla.

De acuerdo con la presente invencion, las condiciones de PCR [Figura 1B] son - la desnaturalizacion inicial se lleva
a cabo a aproximadamente 94 °C durante aproximadamente 5 minutos, seguida de aproximadamente 34 ciclos de
desnaturalizacién llevados a cabo a aproximadamente 94 °C durante aproximadamente 1 minuto, la hibridacion a
aproximadamente 55 °C durante aproximadamente 1 minuto, la extensidon a aproximadamente 72 °C durante
aproximadamente 3 minutos y la extension final a aproximadamente 72 °C durante aproximadamente 7 minutos
empleando los cebadores OsHk3bF y OsHk3bR [Figura 1B].
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De acuerdo con la presente invencion, el ARN total se aislo del tejido foliar estresado por salinidad de las plantas de
semillero IR64. Seguido por el aislamiento del ARNm del ARN total empleando las perlas paramagnéticas de
estreptavidina y el cebador oligo d(T)20 marcado con biotina. La primera cadena de ADNc se sintetiza a partir de
ARNm empleando el kit de sintesis de primera cadena de ADNc. La reaccién en cadena de la polimerasa [PCR] se
lleva a cabo como se describe en el presente documento. El fragmento amplificado se clona en el vector TOPO-
TAZ2.1 para obtener el plasmido recombinante pTOPO-OsHK3b. La Figura 1C adjunta ilustra un producto amplificado
por PCR del plasmido pTOPO-OsHK3b usando cebadores convencionales M13 directo e inverso. El tamafio de este
ADN como se ve en el gel (Figura 1C) es de aproximadamente 2,6 Kb, mas precisamente aproximadamente 2598 pb
de OsHk3b, que confirma que el gen - OsHK3b se ha aislado.

B] Secuenciacion de un Gen de Histidina Quinasa de tipo Hibrido a partir de Arroz indica IR64:

De acuerdo con la presente invencién, en una realizacion, el gen aislado del arroz indica IR 64 se secuencia
después de la formacion del plasmido recombinante pTOPO-OsHK3b. La secuencia de ADN obtenida después de la
secuenciacion se ilustra en la Figura 2A adjunta, que ilustra la secuencia génica completa del ORF de OsHk3b que
es de 2598 pb y se ha presentado al Centro Nacional de Recursos Bioldgicos (NCBI) con el nimero de referencia de
GenBank Bankit 1121378 FJ004641 el 7 de agosto de 2008. Se adjunta la copia del reconocimiento del Centro
Nacional de Recursos Biolégicos (NCBI).

De acuerdo con la presente invencion, la secuencia de ADN tal como se obtiene se analiza utilizando la busqueda
BLAST, que, sorprendentemente, se ha descubierto que es homoéloga al gen conocido clasificado como el gen de
histidina quinasa de tipo hibrido de otros organismos con variaciones menores que pertenecen solamente al arroz
IR64. Ademas, se ha confirmado que el ADNc aislado tiene aproximadamente 2598 pb de longitud de ORF que es
capaz de codificar un polipéptido de aproximadamente 865 restos de aminoacidos (Figura 2B). Se ha observado que
la masa molecular prevista del polipéptido deducido es de aproximadamente 95,90 kDa. La proteina prevista
contiene tanto un domino transmisor como un dominio receptor. Estas son caracteristicas de una histidina quinasa
de tipo hibrido. También mostré un resto de histidina conservado en la posicién 291 como se ilustra en la Figura 2B
adjunta, mediante subrayado en la linea 6 desde arriba en el dominio transmisor y un resto de aspartato conservado
en la posicion 772 como se ilustra en la Figura 2B adjunta, mediante subrayado en la segunda linea desde abajo en
el dominio receptor. La Figura 2B adjunta ilustra la secuencia de aminoacidos deducida completa para la proteina
codificada por el ORF de OsHk3b que es de aproximadamente 95,9 kDa, en la que el dominio transmisor tiene un
resto de Histidina conservado en la posicién 291 (H, subrayado en la misma). El dominio receptor tiene un resto de
aspartato conservado en la posicién 771 (D, subrayado en la misma).

Por consiguiente, la presente invencion proporciona un gen del arroz indica cv IR64 que posee todos los rasgos
caracteristicos del gen de histidina quinasa de tipo hibrido. La secuencia de ADN del gen OsHk3b aislado también
se presento en el Centro Nacional de Recursos Bioldgicos (NCBI) con el numero de referencia bankit1121378 el 7
de agosto de 2008. Se adjunta la copia del reconocimiento del Centro Nacional de Recursos Bioldgicos (NCBI).

C] Clonacién de un gen de histidina quinasa de tipo hibrido aislado de Arroz indica IR64:
C1] Clonacion en el vector de expresion de levaduras - pYES2:

De acuerdo con la presente invencion, el gen - OsHk3b de la presente invencion se clona en un vector de expresion
de levaduras, a saber - pYES2 mediante amplificacion del gen - OsHk3b de pTOPO-OsHK3b empleando cebadores
OsHk3bSpelF y OsHk3bSpelR como se ilustra en la Figura 1A adjunta, empleando la reaccion en cadena de la
polimerasa [PCR] en las condiciones como se ilustra en la Figura 1B adjunta, en el que el fragmento amplificado que
contiene el marco abierto de lectura completo [ORF] del gen - OsHk3b se clona en el sitio Xbal de pYES2 y la
clonaciéon en marco se confirma por digestion con restriccion usando Sphl [Figura 3A], en el que la digestién con
restriccion del plasmido pYES2-OsHk3b con Sphl para confirmar la orientaciéon de OsHK3b ORF; M: escalera de
ADN de 1 kb; 1, 2, 3, 4 y 5 son plasmido pYES2-OsHK3b; 6: pYES2 y 7: plasmido no digerido pYES2-OsHk3b y la
representacion esquematica de pYES2-OsHk3b se ha mostrado en la parte superior de la figura.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona un gen - OsHk3b que es capaz de ser clonado en el vector de
expresion de levaduras pYES2-OsHk3b y produce el clon del gen - OsHk3b en el vector de expresion de levaduras
pYES2-OsHk3b.

C2. Clonacion en el vector de expresion de plantas - pPCAMBIA1304

De acuerdo con la presente invencion, el gen - OsHk3b de la presente invencion se clona en un vector de expresion
de plantas, a saber, - pCAMBIA1304 mediante amplificacion del gen - OsHk3b de pTOPO-OsHK3b empleando
cebadores OsHk3bSpelF y OsHk3bSpelR como se ilustra en la Figura 1A adjunta, empleando la reaccion en cadena
de la polimerasa [PCR] en las condiciones como se ilustra en la Figura 1B adjunta, en el que el fragmento
amplificado que contiene el marco abierto de lectura completo del gen - OsHk3b se clona en el sitio Spel de
pCAMBIA1304 y la clonaciéon en marco se confirma por digestion con restriccion usando Sphl [Figura 3B], en el que
la digestion con restriccion del plasmido pCAMBIA1304-OsHK3b con Sphl para confirmar la orientacién de OsHK3b
OREF; M: escalera de ADN de 1 kb; 1, 2, 3 y 4: plasmido pCAMBIA1304-OsHK3b; 5: pPCAMBIA1304 y 6: plasmido no
digerido pCAMBIA1304-OsHK3b. La representacion esquematica de pCAMBIA1304-OsHk3b se ha mostrado en la
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parte superior de la figura.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona un gen - OsHk3b que es capaz de ser clonado en el vector de
expresion de levaduras pCAMBIA1304-OsHk3b y produce el clon del gen - OsHk3b en el vector de expresion de
plantas pCAMBIA1304-OsHk3b.

D] Caracterizacion funcional [Ventajas] de un gen de histidina quinasa de tipo hibrido aislado de arroz IR 64:

D1] Para establecer que el gen proporcionado actualmente - OsHk3b es capaz de funcionar como un osmosensor,
es decir, su ventaja en el rescate de la mutaciéon osmosensible en levaduras, la cepa HS13 de levaduras
(Saccharomyces cerevisiae) con una mutacion sensible a la temperatura en el gen SLN1 se emplea para
experimentos de complementacion (sIn-Ts) de acuerdo con la realizacion preferida de la presente invencion. Se
observa que el mutante HS 13 crece bien a 28 °C (Figura 4A) pero no crece a 37 °C (Figura 4B) en los medios YPD
(medios de levaduras, peptona y Dextrosa) asi como en la sal que contiene YPD (NaCl 200 mM). De acuerdo con la
presente invencion, el mutante HS13 se transforma con (i) pYES2-OsHk3Db, (ii) vector pYES2 (vector sin OsHk3b) y
(iii) gen funcional sIn1 (de levaduras) para producir una cepa HS 13 modificada que se prueba adicionalmente.
Ademas, de acuerdo con la presente invencion, el HS13 que lleva pYES2 (vector sin OsHk3b) funciona como control
negativo (VC) mientras que el HS13 que lleva el gen funcional sIn1 funciona como control positivo (SLN1). Cuando
todas estas cepas se cultivan en estrias en medios YPD y se incuban a 28°C o a 37 °C, se observa,
sorprendentemente, que después de aproximadamente 72 h de incubacién, el HS13 transformado con pYES2-
OsHk3b y el HS13 que lleva el gen sIn1 funcional pueden crecer incluso a 37 °C (Figura 4B), mientras que el HS13
solo 0 el HS13 que lleva pYES2 (VC) no son capaces de crecer a 37 °C, lo que confirma que se puede conseguir la
complementacion de sin1 mutante con OsHk3b, lo que indica la ventaja del gen - OsHk3b en el rescate de la
mutacion osmosensible en levadura.

Después de haber establecido la ventaja del gen OsHk3b como osmosensor que puede usarse para mejorar la
tolerancia al estrés por salinidad, se intenta descubrir el modo de accion de este gen verificando el papel de los
restos de Histidina y/o Aspartato conservados del gen OsHk3b, se lleva a cabo la mutagénesis dirigida al sitio del
gen OsHk3b para mutar el resto de Histidina conservado del dominio transmisor en Valina (HK3H*, HS13 que porta
histidina mutada OSHK3H291V) y se conserva el residuo de Aspartato en Glutamato (HK3D*, HS13 que porta
aspartato mutado OSHK3D772E) en la proteina OsHk3b expresada. [La mutagénesis dirigida al sitio de pYES2-
OsHk3b se lleva a cabo para mutar el resto de Histidina conservado del dominio transmisor en Valina usando el
cebador directo, OSHK3bHisMUTF GGCTACTGTTTCAGTTGAGATCAGAACTC y el cebador inverso,
OSHK3bHisMUTR AGTTCTGATCTCAACTGAAACAGTAGCC; mientras el resto de Aspartato conservado pasa a
Glutamato usando el cebador, OSHK3bAspMUTF GATGCTTGTTTCATGCTCATACAGATGCCAG y cebador
inverso, OSHK3bAspMUTR -CTGGCATCTGTATGAGCATGAAACAAGCATC usando un kit de mutagénesis dirigida
de cambio rapido].

El analisis anterior confirma que la mutacién en la levadura HS13, transformada con estos restos conservados de
OsHk3b mutado no podria complementar el alelo mutante sIin1-Ts que contiene el huésped HS13 a 37 °C (Figura
4B), lo que confirma que OsHk3b es una histidina quinasa de tipo hibrido confirmada y la Histidina y Aspartato
conservados estan implicados en el proceso de fosforilacion para el crecimiento de HS13 a 37 °C. Ademas, se
descubre que la levadura transformada (OsHk3b) es capaz de tolerar el estrés por salinidad hasta NaCl 200 mM
(YPD que contiene NaCl 200 mM), mientras que el vector transformado (VC) o las células HS13 no transformadas
no podrian sobrevivir a 37 °C (Figura 4D). Este analisis establece claramente que la proteina que codifica el gen
OsHk3b es capaz de actuar como un osmosensor y puede usarse para mejorar la tolerancia al estrés por salinidad.

D2] Para establecer que el gen proporcionado actualmente - OsHk3b es inducible por diferentes tensiones abidticas,
se lleva a cabo un analisis de PCR en tiempo real (QRT-PCR) para cuantificar la expresion de su ARNm. Este
analisis se lleva a cabo usando diversas muestras de ADNc preparadas a partir del ARNm de plantas de semillero
IR64 que estan sometidas a diversas tensiones abiéticas, es decir, salinidad (S), sequia (D), ABA (Acido abscisico),
Calor (42 °C) y Frio (4 °C) durante aproximadamente 8 horas y aproximadamente 24 horas. Los resultados de la
amplificacion por PCR en tiempo real, como se ilustra en el histograma en la Figura 5, indican, sorprendentemente,
la inducibilidad de este gen por la sefial ambiental diferente en forma de tensiones abidticas. Ademas, también se
pudo ver, sorprendentemente, la regulacion diferencial de los transcritos de OsHk3b en salinidad, sequia, ABA, calor
y frio. La acumulacién de transcritos de OsHK3b aumenta con el tiempo desde aproximadamente 8 horas a
aproximadamente 24 horas en todas las condiciones de estrés tales como por salinidad (Figura 5B, C), sequia
(Figura 5D, E), ABA (Figura 5F, G), calor (Figura 5H, |) y frio (Figura 5J, K), indicando, de este modo, el papel de
este gen en multiples tensiones abiodticas, y por lo tanto, su ventaja en mejorar la tolerancia de las plantas a diversas
tensiones especialmente, alta temperatura, baja temperatura, salinidad asi como sequia, etc.

E] Mejora de la tolerancia al estrés multiple de las plantas de cultivo - Uso del gen de la histidina quinasa de
tipo hibrido aislado de arroz IR 64 en la mejora de la tolerancia al estrés muiltiple de las plantas de cultivo:

Para establecer que el gen proporcionado actualmente - OsHk3b es capaz de mejorar la tolerancia al estrés,
particularmente al estrés abiético en plantas [arroz transgénico], la planta IR64 se transforma con el gen OsHK3b
bajo el control del promotor constitutivo seleccionado de manera critica utilizando pCAMBIA1304-OsHk3b, y para
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tener una comparacion, la planta IR 64 también se transforma con control vectorial (VC que no tiene gen OsHk3b).

De acuerdo con la presente invencion, la transformacion de IR64 se logra esterilizando la superficie de las semillas
de IR-64 (Figura 6a) y transfiriéndolas en los medios de induccion de callos para la formaciéon de callo, el callo
crecido (Figura 6b) se subcultiva adicionalmente y se mantiene nuevamente en los medios de induccién de callos
durante aproximadamente 5-7 dias (Figura 6c¢), estos callos se coinfectan con la cepa LBA4404 de Agrobacterium,
que contiene pCAMBIA1304-OsHk3b (Figura 6d), los callos de arroz coinfectados se mantienen adicionalmente para
el cocultivo durante aproximadamente 2-3 dias (Figura 6e), el Agrobacterium sobrecultivado (en callos de arroz) se
lava con antibidtico - cefotaxima (Figura 6f), el callo lavado se transfiere a continuacion a una placa de seleccion
para el crecimiento de los callos transformados (Figura 6g), los callos transformados se mantienen adicionalmente
en los medios de regeneracion (Figura 6h) y se subcultivan en medios de regeneracion frescos (Figura 6i), la planta
completamente regenerada se transfiere a tubos de cultivo para el endurecimiento (Figura 6j), a continuacion, la
planta endurecida se transfiere adicionalmente a macetas de barro y se mantiene en un invernadero para desarrollar
plantas transgénicas IR64 completas (Figura 6k).

Para establecer el posible papel del gen OsHk3b en la mejora de la tolerancia al estrés en el arroz, se realiza un
analisis de ensayo de disco de hoja. En este andlisis, los discos de hoja de las diversas plantas se cortan y se
incuban en una solucidn que contiene alta salinidad (NaCl 200 mM), y también se desarrolla un control en el que en
lugar de sal, se agrega agua normal. Después de aproximadamente 96 h de incubacion, se realiza la comparacion
de los discos y se busca su viabilidad general (figura 7A), también se lleva a cabo la estimacion de la clorofila para
estas muestras y se presentan los resultados en la figura 7B. Este analisis indica que las plantas transgénicas IR64
(que sobreexpresan OsHk3b) muestran un blanqueo relativamente menor incluso en condiciones de control (sin
estrés por salinidad) en T9 (figura 7A5 T29 (figura 7A7) en comparacion con IR64 no transformadas, es decir, WT
(Fig. 7A1) y VC (Fig. 7A3). De manera similar, también se observa mas retencion de clorofila en plantas transgénicas
IR64 T9 (figura 7B6) y T23 (figura 7B8) que en sus homadlogas no transgénicas, WT (figura 7B2) y VC (figura 7B4)
bajo el estrés por salinidad que confirma que la sobreexpresién del gen OsHk3b en plantas de arroz transgénicas les
permite sobrevivir mejor bajo estrés abidtico, especialmente la salinidad.

F] Confirmacion de plantas de arroz transgénicas OsHk3b:

Para confirmar la integracion del gen OsHk3b en el genoma de las lineas de sobreexpresion de IR64, la PCR tisular
se realizd usando el cebador directo especifico del gen -OsHk3b y el cebador inverso especifico del vector
(pCAMBIA1304). La amplificacion muestra una banda de 1,4 kb de tamafio en el carril numero 4, 7, 8, 9, 10, 11, 18,
19, 23, 32, indica la integracion exitosa del transgén OsHk3b en el genoma de estas plantas transgénicas IR64
(Figura 8).

G] Las Lineas de Arroz Transgénico (T1) muestran Tolerancia al Estrés por Salinidad durante la Germinacion
de la Semilla:

Las semillas de tipo salvaje IR64 (WT) y la sobreexpresién de OsHk3b se mantuvieron en la placa de petri que
contenia algodén saturado con 2 Yoshida que contenia NaCl 200 mM (estrés por salinidad). Los inventores han
descubierto sorprendentemente que la tasa de germinacion de las semillas en NaCl 200 mM es mayor en el caso de
las lineas de sobreexpresion de OsHk3b en comparacion con las semillas de tipo silvestre (Fig. 2A). Cuando se
midieron la longitud de la raiz y el brote de las plantas de semillero germinadas después de los cuatro dias de
crecimiento, los inventores descubrieron sorprendentemente que tanto la longitud de la raiz como la longitud del
brote eran mayores en lineas de sobreexpresion, pero menores en las de tipo salvaje (Fig. 2B). Para determinar los
iones K* y Na* disponibles en las plantas transgénicas, los inventores han estimado la cantidad de iones disponibles
mediante fotdmetro de llama y han descubierto que las plantas transgénicas que sobreexpresan conservan mas
proporcion K* y Na* que las plantas salvajes (Fig. 2C). Este analisis indica que la sobreexpresion de OsHk3b en el
arroz proporciona tolerancia al estrés por salinidad a las semillas en germinacion.

H] Las plantas de semillero Transgénicas que Sobreexpresan OsHk3b estan Mejor Adaptadas al Estrés por
Salinidad en Comparacion con TS:

Las plantas de semillero de arroz transgénico (T1) se usaron adicionalmente para probar la tolerancia a la salinidad.
Las plantas de semillero de siete dias de edad se transfirieron a NaCl 200 mM que contenia la mitad del medio
Yoshida, mientras que las plantas de semillero cultivadas en %2 medio Yoshida sin NaCl se usaron como control. Las
fotografias se tomaron después de diez dias de estrés. Los inventores descubrieron que las plantas que
sobreexpresan OsHk3b eran sorprendentemente capaces de soportar mas estrés por salinidad (figura 3B) y retener
mas clorofila (figura 3C) que las plantas de tipo salvaje en condiciones de estrés por salinidad. Incluso en
condiciones sin estrés, se descubrié que el crecimiento de las plantas de sobreexpresion de OsHk3b era mayor que
el de las lineas de tipo salvaje de OsHK3b (Fig. 3A). Este andlisis indica que la sobreexpresion de OsHk3b en el
arroz proporciona tolerancia al estrés por salinidad de las semillas.

Las leyendas detalladas de las figuras acompanantes:

Figura 1A: Secuencias de cebador utilizadas para el aislamiento del gen OsHk3b
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Figura 1B: Condiciones para la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Figura 1C: Electroforesis en gel de agarosa del producto de reaccion en cadena de la polimerasa que muestra un
producto de amplificacion de tamafio 2,6 Kb (precisamente 2598 pb) de OsHk3b.

Figura 2A: La secuencia completa de genes del ORF de OsHk3b que es de 2598 pb (presentada a NCBI con el
numero de referencia de GenBank Bankit 1121378 FJ004641).

Figura 2B: La secuencia de aminoacidos deducida completa para la proteina codificada por ORF de OsHk3b que
es de 95,9 kDa. El dominio transmisor tiene un resto de Histidina conservado en la posicion 291 (H, se muestra
en rojo). El dominio receptor tiene un resto de Aspartato conservado en la posiciéon 771 (D, que se muestra en
azul). Se ha presentado la secuencia a NCBI con el nimero de referencia de GenBank Bankit 1121378
FJ004641).

Figura 3A: Confirmacion de la clonacién de OsHk3b en el vector pYES2: Digestion por restriccion del plasmido
pYES2-OsHk3b con Sphl para confirmar la orientacién del ORF de OsHK3b; M: escalera de ADN de 1 kb; 1, 2, 3,
4 y 5 son plasmido pYES2-OsHK3b; 6: pYES2 y 7: plasmido no digerido pYES2-OsHk3b. La representacion
esquematica de pYES2-OsHk3b se ha mostrado en la parte superior de la figura.

Figura 3B: Confirmacion de la clonacién de OsHk3b en el vector pPCAMBIA1304: Digestion por restriccion del
plasmido pCAMBIA1304-OsHK3b con Sphl para confirmar la orientacion del ORF de OsHk3b; M: escalera de
ADN de 1 kb; 1, 2, 3 y 4: plasmido pCAMBIA1304-OsHK3b; 5: pCAMBIA1304 y 6: plasmido no digerido
pCAMBIA1304-OsHK3b. La representacion esquematica de pCAMBIA1304-OsHk3b se ha mostrado en la parte
superior de la figura.

Figura 4: Complementacién funcional de la levadura SLN1 sensible a la temperatura de un mutante
osmosensible HS13 con el ORF de OsHK3b de arroz. Complementacion de la mutacion por expresion del ORF
de OSHKS3B; Sensibilidad de cepas de levaduras cultivadas a 28 °C, 37 °C durante tres dias en medio YPD
normal e YPD con NaCl 200 mM (medio salino).

Cepas usadas en este experimento:

WT, levadura Fc de tipo salvaje;

HS13, mutante de sin1-ts;

VC, HS13 que lleva solamente el vector (pYES2);

OSHK3a y OSHK3b, HS13 que porta pYES2-OsHK3b de expresion;

SLN1, HS13 que lleva el alelo sin1 de expresion de tipo salvaje;

HK3H*, HS13 que porta histidina mutada pYES2-OsHK3b (OsHK3H291V) y HK3D*, HS 13 que porta
aspartato mutado pYES2-OsHK3b (OsHK3D772E)

4A: Incubacion de diferentes cepas de levaduras en medio YPD a 28 °C 4B: Incubacion de diferentes cepas
de levaduras en medio YPD a 28 °C

4C: Incubacioén de diferentes cepas de levaduras en medio de estrés por salinidad (YPD que contiene NaCl
200 mM) a 28 °C;

4D: Incubacioén de diferentes cepas de levaduras en medio de estrés por salinidad (YPD que contiene NaCl
200 mM) a 28 °C;

4E: Representacion esquematica de diferentes cepas de levaduras usadas para sembrar en estrias en 4A,
4B, 4C y 4D.

Figura 5: El histograma que muestra la inducibilidad de OsHK3b por diversas tensiones abidticas en el arroz. El
eje X tiene diferentes muestras; El eje Y muestra la expresion relativa del ARNm. El analisis qRT-PCR se llevo a
cabo utilizando ADNc sintetizado a partir de ARNm de IR64 (IR) en S (NaCl 200 mM), D (deshidratacién), ABA
(Acido abscisico 100 uM), Calor (42 °C) y Frio (4 °C) a las 8(h) y 24 (24 h) de estrés junto con muestras de C
(control).

Figura 6: Transformacion y regeneracion de Oryza sativa cv IR64. a. Semillas de arroz IR-64; b. Formacion de
callos de arroz en medios de inducciéon de callos; c. callo de arroz subcultivado mantenido en medios de
induccion de callo durante 5-7 dias; d. coinfeccion de callos de arroz con la cepa LBA4404 de Agrobacterium que
contiene la construccion pCAMBIA1304-OsHK3b; e. cocultivo de callos de arroz coinfectados; f. lavado de
Agrobacterium sobrecultivado con cefotaxima antibiodtica; g. transferencia de callos lavados en la placa de
seleccion; h. el callo transformado se mantuvo en medio de regeneracion; i. las plantulas regeneradas se
transfirieron a un medio de regeneracion fresco; j. la planta completamente regenerada se transfirié a tubos de
cultivo para el endurecimiento; k. la planta de la etapa j se transfiere ademas a la maceta de barro y se guarda en
el invernadero

Figura 7A: Ensayo de disco de hoja. Mostrando la tasa de blanqueo de diferentes muestras de hojas bajo estrés
de control y estrés por salinidad.

Figura 7B: Contenido total de clorofila. Eje X: diferentes muestras, eje Y: contenido total de clorofila en ug por
gramo de peso fresco de las hojas
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WT, IR64

VC, IR64 transformado con vector sin el gen OsHK3b;

T9, IR64 transformado con vector con el gen OsHK3b (planta numero 9);
T23, IR64 transformado con vector con el gen OsHK3b (planta nimero 23).

Figura 8: ilustra la confirmacion de las plantas regeneradas IR64-OsHk3b mediante PCR tisular. (A) La
amplificacion por PCR se realizé usando el tejido de plantulas regeneradas como molde y cebadores directos
especificos de vector y cebadores inversos especificos de genes. M: marcador de ADN; 4, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 18,
19, 23, 32 son las diferentes plantulas transgénicas OsHk3b utilizadas para la PCR tisular, IR: IR64 no
transformado, es decir, plantas de tipo silvestre y +ve: pPCAMBIA-OsHk3b utilizado como molde.

Figura 9: ilustra la confirmacién de la tolerancia al estrés multiple mediante la prueba de germinacion para
semillas transgénicas IR64-OsHk3b (T1) en presencia de NaCl 200 mM. (A) Semillas de WT: de tipo salvaje;
OE1: sobreexpresion de la linea OsHK3b, se mantuvieron en NaCl 200 mM que contenia %2 medio Yoshida; (B)
Medida de la longitud del brote; (C) Medida de la longitud de la raiz; (E) Medida de la relacion K*/Na*. Los datos
se tomaron después de 96 h de estrés por salinidad.

Figura 10: ilustra el crecimiento de plantas de semillero transgénicas IR64-OsHk3b (T1) bajo control (sin
salinidad) y en condiciones de estrés por salinidad y su medicion de clorofila. (A) en %2 medio Yoshida normal (B)
en NaCl (200 mM) complementado con %2 medio Yoshida. WT: IR64 de tipo salvaje, OE1: sobreexpresion de la
linea UsHK3b. (C) Medida de la clorofila a partir de plantas de semillero control estresadas por salinidad. Las
plantas de semillero de 7 dias de edad cultivadas en condiciones de control se sometieron a estrés por salinidad
(NaCl 200 mM) durante 10 dias después de tomarse la fotografia.
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MYSSSNKKQSSSGPGPGDAAVAEIREPAEEYAPVIFAQDAYKHVISFDMLSGNEDRKN
ILYSRKSGKGVLTAPFKLLNNRLGVISTYTVYKSELPANARPHERIQAAIGYLGGIFD
IQALVEKLLKQLASQESIMVNVYDTTNENPISMYGDDTGSGMCHYSYLNFGDPSRKHE
MHCRFEKKPPWPWLAITSSFGTLVIALLTGHIFQATVHRIAKVEDDFHKMSELKKRAE
DADVAKSQFLATVSHEIRTPMNGVLGMLOMLMDTDLDTTQODYVRTAQASGKALYSLI
NEVLDQAKIESGKLELETVPFDLRTVCDDILSLFCGKAQEKGLELAVYVSDQVPQILI
GDPGRIRQIITNLYGNSIKFTERGHIYLTVHVVEEVMSCLEVETGIQNTNTLSGYPVA
NRRCSWESIRLFNRELHSSEKSFAPIASDSISLVISVEDTGVGIPFEAQSRVFTPFMQ
VGPSIARIHGGTGIGLSISKCLVGLMKGEIGFASKPHVGSTFTFTAVLMRAHCKGNDI
KSSEFKGINALVVDHRPVRAKVTKYHLQRLGVKTELTAELNQFISKLNSGSLTAKLVL
IDKETWLKESHCTPLLVNKLRNNDKPDSPKLFLLGSSASSPKGGSDTSREHNLNVIMK
PLRASMLOVSLRRALGGYDKVHCRNGVVGNSTLGSLLHKKQITVVDDNIVNLKVAGAL
KKYGAEVTCADSGKKAITLLKPPHNFDACFMDIQMPEMDGFEATRRIRVMERDLNERI
ERGEAPPECASIQRWRTPILAMTADVIQATHEECLKSEMDGYVSKPFEGEQLYSEVAR
FFQNHDQVE"

RECUENTO DE BASE 721a 566c 686g 625t
ORIGEN

1 atgacgttcg cgaggtacqe agigaggacg gegttcgage ggecgetgac gagegagaty
61 geotacgegy tgcgagtgac geacggegag cgggageatt tcgagcggea gcagggatgg
121 acgatcaaga agatgtactc ctectccaac aagaagqeagt cgtegteggg goeggagecg
181 ggggacgecg cogtegegga gatccgggag cocgocgagg adtacgeccee ggteatette
241 gececaggacg cctacaagea cgteatctec ttegacatge tetccgagaa tgaggatcgg
301 a@aaacatac tatactctag gaaatctgge aagagtgtec tgactgetee titcaageta
361 ctgaataatc gectecggagt aatctegaca tacactgtit ataagitctga geteactgea
421 aatgccagge cacatgaacg catccaagee gegatiggcet atttaggegg catatttgac
481 atacaagcac tegtcgaaaa gitgetcaaa caactcgega gecaggaate catcatgatg
541 aatgigtatg atacgaccaa cgagaacccg atcagiatgt acggtgatga tactgggagt
601 ggcatgtgce atgtcagegt gctcaacttt ggtgatcecat cgagaaagea tgagatgeat
661 tgcaggttcg aaaazaagec accatggeca tggctggeaa taacgicate gtitggaact
721 ctigtgattg ctttactgac tggtcacata titceageta ctgtccateg gattgctaaa
781 gitgaagaty atttccacaa gatgagegaa ctcaagaage.gtgeagaada tgcagacgte
841 gcasagtcac agttcttgge tactgttica catgagatca gaactccaat gaatggtat
901 ctegggetgc tccaaatget catggatact gatttugaca cgacgceagea ggactatgtt
961 agaactgcer aagetaghgy aaaagctitg gtetctetca teaatgaggt tettgatcag

1021 gcaaagattg agtctggtaa acttgagctc gagacgatge cctttgatct tagaacagtt
1081 tgtgacgaca Httatctct gttttgtggg aaagctcagg agaaaggact ggagttagea
1141 gtgtatgtct cggatcaagt tccacagata ctiatiggeg atcclgacag gataagacaa
1201 atcattacga atctigtcgg gaactccata zagttcacag agagagggea tatataccty
1261 acaghicatg tagttgaaga ggtcatgagt tgtttggagg tagagacagg aaticagaac
1321 acaaacactt taagtggceta tccagtages aacagaagat gtagetggga gageattegg
1381 citttcaaca gagaattaca cteatctgag aagtcttttg cgeccatege atctgatica
1441 ataagcttqqg ttatatetgt tgaagatact ggcgtegaca teccatttga agoccaatee
1501 cgtgtgttea cecetttcat gcaggtaggt ceatccattg cocgeateca tgggageact
1561 ggcattggat taageatcag caagtacttg gttggtetca tgaagggaga aatoggtttt
1621 gcaagtzage cccatgtigg ttctacttte accttcaceg cggtgetiat gagggeacac
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1681 tgcaaaggaa atgacatcaa atcatcagaa tttaaaggga tcaatgcatt ggtigttgat
1741 cataggccag tccgtgcaaa ggttaccaag tatcacttge aaagacttgg agttaagace
1801 gaactgacag ctgagctaaa tcagticatt tetaaattaa actctagate actgactgea
1861 aagctagtgc taatagacaa ggaaacctgg cttaaggaat cccattgeac gectettetg.
1921 gttaacaaat tgaggaataa tgacaagcca gactctecta agttatttct titggggage
1981 tctgcaaglt ctcccaagaa cggticagat acalccaggg aacAtascht gaatgtisla
2041 atgaagcecge ttegtgcaag catgcttcag gtctcactac gacgagceact aggtggggtc
2101 gataaggtgc actgcaggaa tggagtagtt ggcaattcaa cattgggeag ccticttcac
2161 aagaagcaaa tcattgtigt cgacgacaat atcgttaacc tgaaggtggce tggtgctctt
2221 aagaagtatg gtgccgaagt tacttgtgca gacageggga aaaaageaat cacattgeta
2281 aaacccecge acaattitga tgctigtitc atggacatac agatgccaga aatggatggg
2341 titgaageca ctagaaggat tagagtgatg gaaagagate taaatgageg aatagaacge
2401 ggagaggcge caccagaatg tgctagtatt cagaggtgge gaactectat attggcgatg
2461 acggeggaty ttatacagygce aacacacgag gaglgcclga asagegaaat ggatggctat
2521 gtctecaage catttgaagg ggagcagetg tacagegaag tagegegatt tttccaaaat
2581 catgaccaag ttgaatag '
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para el aislamiento del gen de histidina quinasa de tipo hibrido - OsHK3b a partir de arroz indica
IR64 para su uso en la mejora de la tolerancia al estrés por salinidad y al estrés por sequia de las plantas de cultivo
mediante la sobreexpresion del OsHK3b, caracterizado por

(i) tratamiento de ADNc aislado de plantas de semillero IR64 con cebador directo OsHk3bF y cebador inverso
OsHk3bR mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para producir el gen de histidina quinasa de tipo
hibrido amplificado aislado - OsHK3b,

(i) clonacion del gen aislado - OsHK3b en el vector TOPO-TA2.1 para producir plasmido recombinante pTOPO-
OsHK3b,

en el que el gen de histidina quinasa de tipo hibrido - OsHK3b se aisla de su plasmido pTOPO-OSHK3Db,

en el que dicho cebador directo OsHk3bF se identifica como 5’ATGACGTTCGCGAGGTACGC3’,

en el que dicho cebador inverso OsHk3bF se identifica como 5’CTATTCAACTTGGTCATGATTTTGS3,

en el que dicha PCR comprende una etapa de hibridacién en PCR llevada a cabo a aproximadamente a 55 °C,
en el que dicho gen - OsHK3b tiene ADNc de 2598 pb,

en el que dicho gen - OsHK3b es como el proporcionado en la figura 2A,

en el que dicha reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) comprende las etapas de:

i) preparacion de la mezcla de reacciéon de ADNc y el cebador directo OsHk3bF identificado como
5'ATGACGTTCGCGAGGTACGCY y el cebador inverso OsHk3bR identificado como
5'CTATTCAACTTGGTCATGATTTTGS3"

ii) desnaturalizacion inicial de la mezcla de reaccion de la etapa - i) a aproximadamente 94 °C, preferentemente
durante aproximadamente 5 minutos;

iii) desnaturalizacion de la mezcla de reaccion de la etapa - ii) a aproximadamente 94 °C, preferentemente
durante aproximadamente 1 minuto;

iv) hibridacion de la mezcla de reaccion de la etapa - iii) a aproximadamente 55 °C, preferentemente durante
aproximadamente 1 minuto;

v) extensidon de la mezcla de reaccion de la etapa - iv) a aproximadamente 72 °C, preferentemente durante
aproximadamente 3 minutos; y

vi) extension final de la mezcla de reaccion de la etapa - v) a aproximadamente 72 °C, preferentemente durante
aproximadamente 7 minutos,

en el que las etapas de la desnaturalizacion, la hibridacion y la extension se repiten durante aproximadamente 34
ciclos.

2. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho ADNc se aisla de plantas de semillero de
arroz cv IR64, que comprende las etapas de:

a) aislar el ARN total del tejido foliar estresado de las plantas de semillero IR64;

b) aislar el ARNm del ARN total empleando las perlas paramagnéticas de estreptavidina y el cebador oligo d(T )20
marcado con biotina;

c) sintetizar la primera cadena de ADNc a partir de ARNm empleando el kit de sintesis de primera cadena de
ADNCc disponible convencionalmente.

3. Un gen de histidina quinasa de tipo hibrido como el aislado por el procedimiento de la reivindicaciéon 1 o 2,
caracterizado porque dicho gen - OsHK3b es como se proporciona en la Figura 2A.

4. Un procedimiento de clonacion del gen de histidina quinasa de tipo hibrido - OsHk3b como el aislado mediante el
procedimiento de la reivindicacién 1 o 2 en un vector de expresion de levaduras, a saber - pYES2, que comprende
las etapas de:

a) amplificacion del gen - OsHk3b del plasmido pTOPO-OsHK3b mediante el tratamiento del plasmido pTOPO-
OsHK3b con el cebador directo OsHk3bSpelF y el cebador inverso OsHk3bSpel/R empleando la reaccién en
cadena de la polimerasa [PCR];

en el que el fragmento amplificado del gen OsHk3b que contiene el marco de lectura abierto completo [ORF] del gen
junto con el sitio Spel adicional - OsHk3b se clona en el sitio Xbal de pYES2.

5. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 4, en el que los cebadores empleados son los mismos que
los empleados en el procedimiento de aislamiento de dicho gen de acuerdo con la reivindicacion 1, pero los
cebadores para clonar el gen aislado contienen un sitio Spel adicional que es capaz de facilitar la clonacién del gen
OsHk3b en pYES2.

6. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 4 o 5, en el que dicha reaccion en cadena de la polimerasa
[PCR] para amplificar el gen - OsHk3b del plasmido pTOPO-OsHK3b comprende las etapas de:
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i) preparacion de la mezcla de reaccion del plasmido pTOPO-OsHK3b y el cebador directo OsHk3bSpelF y el
cebador inverso OsHk3bSpelR;

ii) desnaturalizacion inicial de la mezcla de reaccion de la etapa - i) a aproximadamente 94 °C, preferentemente
durante aproximadamente 5 minutos;

iii) desnaturalizacion de la mezcla de reaccion de la etapa - ii) a aproximadamente 94 °C, preferentemente
durante aproximadamente 1 minuto;

iv) hibridacion de la mezcla de reaccion de la etapa - iii) a aproximadamente 55 °C, preferentemente durante
aproximadamente 1 minuto;

v) extensidon de la mezcla de reaccion de la etapa - iv) a aproximadamente 72 °C, preferentemente durante
aproximadamente 3 minutos; y

vi) extension final de la mezcla de reaccion de la etapa - v) a aproximadamente 72 °C, preferentemente durante
aproximadamente 7 minutos,

en el que las etapas de la desnaturalizacion, la hibridacién y la extension se repiten durante aproximadamente 34
ciclos.

7. Un clon del gen de histidina quinasa de tipo hibrido - OsHk3b como el aislado mediante el procedimiento de la
reivindicacion 1 o 2 en un vector de expresiéon de levaduras, a saber - pYES2, que se identifica como pYES2-
OsHk3b.

8. Un procedimiento de clonacién del gen de histidina quinasa de tipo hibrido - OsHk3b como el aislado mediante el
procedimiento de la reivindicaciéon 1 o 2 en el vector de expresion de levaduras, a saber - pCAMBIA1304, que
comprende las etapas de:

a) amplificar el gen - OsHk3b del plasmido pTOPO-OsHK3b tratando el plasmido pTOPO-OsHK3b con el
cebador directo OsHk3bSpelF y el cebador inverso OsHk3bSpe/R empleando la reaccidon en cadena de la
polimerasa [PCR];

en el que el fragmento amplificado del gen OsHk3b que contiene el marco de lectura abierto completo [ORF] del gen
junto con el sitio Spel adicional - OsHk3b se clona en el sitio Spel de pPCAMBIA1304.

9. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 8, en el que los cebadores empleados son los mismos que
los empleados en el procedimiento de aislamiento de dicho gen de acuerdo con la reivindicacion 1, pero los
cebadores para clonar el gen aislado contienen un sitio Spel adicional que es capaz de facilitar la clonacién del gen
OsHk3b en pCAMBIA1304.

10. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 8 o0 9, en el que dicha reaccién en cadena de la polimerasa
[PCR] para amplificar el gen - OsHk3b del plasmido pTOPO-OsHK3b comprende las etapas de:

i) preparacion de la mezcla de reaccion del plasmido pTOPO-OsHK3b y el cebador directo OsHk3bSpelF y el
cebador inverso OsHk3bSpelR;

ii) desnaturalizacion inicial de la mezcla de reaccion de la etapa - i) a aproximadamente 94 °C, preferentemente
durante aproximadamente 5 minutos;

iii) desnaturalizacion de la mezcla de reaccion de la etapa - ii) a aproximadamente 94 °C, preferentemente
durante aproximadamente 1 minuto;

iv) hibridacion de la mezcla de reaccion de la etapa - iii) a aproximadamente 55 °C, preferentemente durante
aproximadamente 1 minuto;

v) extensidon de la mezcla de reaccion de la etapa - iv) a aproximadamente 72 °C, preferentemente durante
aproximadamente 3 minutos; y

vi) extension final de la mezcla de reaccion de la etapa - v) a aproximadamente 72 °C, preferentemente durante
aproximadamente 7 minutos,

en el que las etapas de la desnaturalizacion, la hibridacion y la extension se repiten durante aproximadamente 34
ciclos.

11. Un clon del gen de histidina quinasa de tipo hibrido - OsHk3b como el aislado mediante el procedimiento de la
reivindicacion 1 o 2 en el vector de expresion de arroz, a saber - pCAMBIA1304, que se identifica como
pCAMBIA1304-OsHk3b.

12. Un procedimiento para mejorar la tolerancia al estrés por salinidad y sequia de plantas de cultivo, que
comprende coinfectar callos de arroz cultivados a partir de semillas de IR64 con un medio que contiene la cepa
LBA4404 de Agrobacterium y el gen clonado y permitir que los callos coinfectados se regeneren en plantas IR64
transgénicas completas que tienen tolerancia mejorada al estrés por salinidad y por sequia, en el que el gen clonado
es pCAMBIA1304-OsHk3b de la reivindicacion 11.

13. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 12, que comprende ademas las etapas de:

a) coinfectar callos de arroz cultivados a partir de semillas de IR64 con dicho medio que contiene dicho gen
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clonado;

b) cocultivar los callos de arroz coinfectados de la etapa - a);

c) lavar el medio sobrecultivado de callos de arroz cocultivado de la etapa - b) con antibiético;

d) transferir el callo lavado de la etapa - ¢) a una placa de seleccion para el crecimiento de callos transformados;
e) tratar los callos transformados de la etapa - d) con medios de regeneracion;

f) repetir la etapa del tratamiento de los callos transformados de la etapa - €) con medios de regeneracion frescos
hasta que forme una planta completamente regenerada;

g) endurecer la planta completamente regenerada de la etapa - f) en un tubo de cultivo;

h) transferir la planta endurecida de la etapa - g) a una maceta para su desarrollo en una planta transgénica IR64
completa.

14. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que la etapa - b) de cocultivo se lleva a cabo
manteniendo los callos de arroz coinfectados de la etapa a) en oscuridad durante aproximadamente 48 horas.

15. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que el tubo de cultivo en la etapa - g) contiene
plantas de arroz de regeneracion en medios de regeneracion.

16. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que el antibidtico es cefotaxima.

17. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que los medios de regeneracién comprenden
medios de Murashige y Skoog.

18. Una planta de cultivo que tiene tolerancia mejorada al estrés por salinidad y por sequia producida por el
procedimiento reivindicado en las reivindicaciones 12 a 17, en el que la planta transgénica tiene sobreexpresion de
gen de histidina quinasa de tipo hibrido aislado de arroz indica IR64, caracterizada porque dicho gen de histidina
quinasa de tipo hibrido - OsHK3b tiene la secuencia como se proporciona en la Figura 2A.

19. Una planta de segunda generacién producida a partir de semillas de plantas transgénicas de primera generacion,
en la que dicha planta transgénica de primera generacion se cultiva empleando clones de gen de histidina quinasa
de tipo hibrido - OsHk3b como el aislado mediante el procedimiento de la reivindicacién 1 o 2, en la que
posteriormente las plantas transgénicas cultivadas [de segunda generacion] tienen mejor tolerancia al estrés por
salinidad y sequia.

20. Uso de gen de histidina quinasa de tipo hibrido OsHk3b como el aislado mediante el procedimiento de la
reivindicacion 1 o 2 para mejorar la tolerancia al estrés por salinidad y por sequia de las plantas de cultivo
empleando el procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 17.
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OsHk3bF SATGACGTTCGCGAGGTACGCY

D=HI3LR BCTATTCAACTTGGTCATGATTITTGS
Figura 1A
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Figura 1B
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Figura 1C
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ATGACGTTOGCGAGGTACGUGGTIGAGGALGGCGTTUGAGLUGGLCGLIGACGAGTGG
GGTGRUCTACGOGETGUGEETGACGCACCOUGAGCGGGAGCATTTCGAGCGGCAGC
AGGGGTGGACGATCAAGAAGATGTACTCCTCCTCCAACAAGAAGCAGTCGICGTCG
GOECCEEEGEICGEEEEGACECCEICETCELGRAGATCOGEEAGCCCGUCGAGGAGTA
CGCCCCOGTCATCTICOCCCAGRACGUCTACAAGCACGTCATCTCCTTCGACATGCTIC
TCCGGGAATGAGGATCGGALAAACATACTATACTCTAGGASATCTGGCAAGGETGT
CCTGACTGCTCCTTTCAAGCTACTGAATAATCGCCTCGGAGTAATCTCGACATACACT
GITTATAAGICTGAGCTCCCTCCAAATECCAGRCCACATGAACGCATCCAAGLCGELG
ATTGGCTATITGOGUGGCATATTTOACATACA AGCACTCGTCGAMAAGTTGCTCAAS
CAACTCGCGAGUCAGCAATCCATCATEGTGAATGTGTATGATACGACCAACGAGAA
CCCGATCAGTATGTALGETGATGATACTGGGAGTGGCATETGCCATGTCAGCETGCT
CAACTTTGGTGATCCATCGAGAAAGUATGAGATGCATIGCAGOTICGAAAAAAAGCC
ACCATGGCCATGGCTGECAATAACGTCATCGTTIGGAACTCTTCTGATIGCTTITACTG
ACTGGTCACATATTTCAAGCTACTGTCCATCGGATIGC TAAAGTTGAAGATGATTICC
ACUAAGATCACCGAACTCAAGAAGCATCCAGAAGATCCAGACGTCGCAAAGTCACAG
TICTIGGCTACTGT I TCACATGAGATCAGAACTICCAATGAATGGTIGTICTAGGGATGC
TCCAAATGCTCATGGATACTGATTTGCACACGACGCAGLAGGACTATGTTAGAACTG
CCCAAGCTAGTCGAAAAGCTITCGTICTCICTCATCAATGAGGTICTIGATCAGGLAA
AGATTCAGICTGETAAACTTCGAGCTCGAGACOETGCOCTTTGATCTTAGAACAGTIT
GTGACCACATTTTATCTCTGTTTTGTOGGAAAGCTCAGGAGAAAGGACTGGAGTTAG
CAGTGTATGICTCGEATCAAGTTCCACAGATACTTATTGGUGATCOCTGCCAGGATAA
GACAAMATCATTACGAATCTIGICGGGAACTCCATAAAGTFCACAGAGAGAGGGCATA
TATACCTGACAGTICATGTAGTTGAAGAGGTCATGAGTTGTTTGCAGGTAGAGACAG
GAATTCAGAACACAAACACTTTAAGTGCCTATCCAGTAGCCAACAGAAGATGTAGCT
GGEAGAGCATTCGGUTTITCAACAGAGAATTACACTCATCTGAGAAGTCTTITGCGE
CCATCGCATCTGATTCAATAAGCTTGETTATATCTGTTGAAGATACTGGCGTCGGCAT
CCCATTTGAAGCCCAATCOCGTGTGTICACCCCTT TCATGLAGGTAGGTCCATCOATT
GUCCGCATCOATGEGGCCACTGOCATTCGATTAAGCATCAGCAAGTOCTTGGTIGGT
CTCATGAAGGEBAGAAATCGGTTTTGCAAGTAAGCCCCATGTTGGYICTACTTRCACCT
TCACCGCGETIGUTTATGAGGGCACACTGCAAAGGAAATGACATCAAATCATCAGAAT
TTAAAGGGATCAATGCATTGETTGTTGATCATAGGCCAGTCOGTGCAAAGETTACCA
AGTATCACTIGCAAMGACTTCGAGTTAAGACCGAACTGACAGCTGAGCTAAATCAGT
TCATTTCTAAATTAAACTCTGGATCACTGACTGCARAGLTAGTGC TAATAGACAAGG
AAACCTGGCTTAAGGAATCCCATTGCACGCCICTICTOGTTAACS AATTCAGGAATA
ATGACAAGCCAGACTCTCCTAAGTTATTICTITTGGGGAGCTCTGCAAGTTICTOCCAA
GOECOGTTCAGATACATCCAGGGAACATAACTTGAATOTAATAATGAAGCCGCTICG
TGCAAGCATOCTTCAGGICTCACTACCGACGAGCACTAGOTGGGGTCGATAAGHTGCA
CTGCAGGAATGGAGTAGTIGGCAATTCAACATTGGGCAGCCTTCTICACAAGAAGCA
AATCATTGTIGTCGACGACAATATCGTTAACCTGAAGGTGGCTGGTGCTCTTAAGAA
GTATGGTGCCGAAGTTACTTGTGCAGACAGCGGEAAA AAAGCAATCACATTGCTAN
AACCCCOGCACANTTTIGATGCTIGTTICATGGACATACAGATCUCAGAAATGGATG
GGTTTGAAGCUACTAGAAGGATTAGAGTOATACAAAGAGATC TAAATGAGCGAATA
GAACGCGGAGAGGUGCCACCAGAATGTGCTAGTATTCAGAGGTGGCGAACTCCTAT
ATTGGCGATGAUGGCGOATGTTATACAGGCAACACACGAGGAGTGUCIGAAAAGCG
AAATGGATOGCTATGTICTCCAAGCCATTIGAAGGGCGAGCAGCTGTACAGUGAAGTA
GUGCGGTTITICCAAAATCATGACCAAGTTGAATAG

Figura 2A
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WTFARYAVRTAFERPLTSGYWAYAVRYTHGERERFERGRGWTIKKIMY SS8HKK
QOBS8CPGPEDAAYAEIRERPAEEYAPVIFAGDAYKHVISFOMLSGNEDRKNILYS
RKSGKGVETAPFKLLNMNRLGVISTY TVYKSEL PANARPHERIQAAIGYLGGIFDIG
ALVERELLKOLASOESIMYNVYDTINENPISMYGDDTGSGMCHY SVLNFGEOPSR
KHEMHCRFEKKPPWPWLAITSSFOTLVIALLTGHIFQATYVHRIAKVEDDFHKMS
ELKKRAEDADVAKSOFLATYSHERTPMNGYLGMLOMLMDTDLOTTQODYYRT
AQASGKALVSLINEVLDCGAKIESGKLELETYPFOLRTWCDDILSLF COHAQEKGL
ELAVYVSDOVPQILIGDPGRIRQITNLVGNSIKFTERGHIYLTVHVVEEVYMSCLE
VETGIGNTNTLEGY PVANRRCBWESIRLFNRELHESEKSFAPIASDBISLVISVED
TGVGIFFEAQSRVYFTRFMOQVGPRIARIHGGTGIGLBISKCLYGLMKGEIGFASKR
HYGSTFTFTAVLMRAHCKGHDIKSSEFKGINALDWDHRPYRAKVTRYHLORLGY
KTELTAEL MOFISKLMSGSLTAKLYLIDKETWLKESHCTPLLYNKLENNDKPDSP
KLFLLGESASSPKGGESDTSREHNLNVIMKPLRASMLOVSLRRALGGYDIKVHCR
MEGWWGNSTLESLLHKKOINVYDENIMLKVAGALKKY GAEVTCADSGKKAITLLK
PPHMFDACFMDIONMPEMDGFEATRRIRVMERDLNERIERGEAPPECASICRWR
TRILAMTADWVIQATHEECLKSEMDGY VS KPFEGEQLY SEVARFFOGNHDOVE

Figura 2B

24



ES 2 668 998 T3

L

[ LT

Spel

i

7530 208 5pb ot 53Dl e 20Tl st

3 A 5 B

Figura 3B

25



ES 2 668 998 T3

HK3H* WT

HK3D* HS13

SLN1 vC

HK3bb HK3ba

3750 -

4E

Figura 4

Hoja modificada

26



ES 2 668 998 T3

|vamwza

B A

Wﬁmﬁwmm

1
B &
o ey
WNYY op eAlejal uoisaidx]

L1

¥
75}
—

OE) -

Figura 5

27



ES 2 668 998 T3

'Coinfeccion

Transformacion y regeneracion de Oryza sativa cv.IR64
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Figura 6
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