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DESCRIPCIÓN

Promotor recombinante con expresión incrementada específica de fibras

Campo de la invención

La invención se refiere a biología molecular vegetal y agronomía. Los materiales y métodos se describen para 
expresar un gen de interés, preferente o selectivamente en fibras de plantas, tales como plantas de algodón. En 5
particular, la invención proporciona nuevos promotores recombinantes o quiméricos, regiones promotoras y casetes 
de expresión con selectividad de fibras potenciada, que pueden utilizarse para lograr la expresión preferente de 
fibras o selectiva de fibras en plantas de algodón.

Antecedentes

La fibra de algodón es el textil más importante en todo el mundo. Aproximadamente 80 millones de acres de algodón 10
se cosechan anualmente en todo el mundo. El algodón es la quinta cosecha más grande en los Estados Unidos en 
términos de producción de superficie cultivada, con un promedio de 10,3 millones de acres sembrados en los años 
2006 a 2008. Alrededor del 90% del algodón cultivado en todo el mundo es Gossypium hirsutum L, mientras que 
Gossypium batbadense representa aproximadamente el 8%. Por consiguiente, la modificación de las características 
de la fibra de algodón para adaptarse mejor a los requisitos de la industria y del consumidor es un esfuerzo 15
importante en la reproducción mediante métodos clásicos o mediante la alteración genética del genoma de las 
plantas de algodón. Los objetivos que deben alcanzarse incluyen una longitud incrementada de la fibra de pelusa, 
resistencia, capacidad de tinción, relación de madurez de la fibra, uniformidad de la fibra, menor producción de fibra 
vellosa, contenido de fibra inmadura y micronaire.

El desarrollo de las fibras de algodón es un proceso multi-etapa bajo la regulación de un amplio número de genes, 20
muchos de los cuales están regulados al alza o altamente expresados en células de fibras en desarrollo (Li, C.H. et 
al. 2002, Plant Sci 163: 1113-1120; Ruan et al. 2003, Plant Cell 15:952-964; Wang et al. 2004, Plant Cell 16:2323-
2334; Li et al. 2005, Plant Cell 17:859-875; Luo et al. 2007, Plant Journal 51:419-430).

Cada una de las fibras de algodón es una célula epidérmica individual diferenciada que se inicia desde la epidermis 
del integumento externo del óvulo. Aproximadamente medio millón de fibras se producen por cápsula de algodón, 25
algunas forman vellosidades y otras forman pelusa. La diferenciación de una célula epidérmica en una fibra requiere 
un cambio en el destino de la célula, que es un proceso biológico fundamental que implica "interruptores" genéticos, 
fisiológicos y de desarrollo. Sin embargo, solo ~25-30% de las células epidérmicas se diferencian en las fibras de 
pelusa comercialmente importantes. La mayoría de las células no se diferencian en fibras ni se convierten en fibras 
cortas o vellosidades. Las mutaciones genéticas, la poliploidía, la polinización/fertilización y la regulación hormonal 30
pueden afectar al número de células que se convierten en fibras o pueden alterar las propiedades de las células de 
la fibra (vellosidad frente a pelusa).

El desarrollo de las fibras de algodón comienza el día de la antesis (floración) y se divide en cuatro fases distintas,
pero solapantes: iniciación de la célula de la fibra que comienza inmediatamente después de la antesis y dura hasta 
3 días post-antesis (DPA), alargamiento (3 hasta 20 DPA), biosíntesis de la pared secundaria (15-35 DPA) y 35
maduración (45-60 DPA) (Basra y Malik 1984, Int Rev of Cytology 89: 65-113; Graves y Stewart, 1988, J. Exp. Bot 
39 (1): 59-69; Ramsey y Berlín, 1976, American Journal of Botany 63(6): 868-876; Ruan y Chourey, 1998, Plant 
Physiology 118:399-406; Ruan et al. 2000, Aust J. Plant Physiol. 27:795-800; Stewart, 1975, Am. J. Bot. 62, 723-
730). Las primeras tres etapas se producen mientras la célula de la fibra está viva y crece activamente, mientras que 
la maduración se produce después de abrir la cápsula que contiene las fibras esponjosas blancas y describe el 40
secado de las fibras maduras.

Estas fases de desarrollo están reguladas por la expresión ordenada de una multiplicidad de genes en la célula de la 
fibra, una proporción de la cual es específica para la fibra y, por lo tanto, se piensa que juega un papel principal 
durante el desarrollo de la fibra. Los promotores de genes específicos para la fibra pueden regular la función génica 
al restringir la transcripción a la célula de fibra (Delaney et al. 2007, Plant Cell Physiol. 48(10): 1426-1437).45

Se han descrito diversos promotores que controlan o regulan la expresión de tales genes preferentes de fibras o 
específicos para fibras y también se han explotado para modificar genéticamente las características de la fibra.

E6 fue el primer gen de fibra de algodón identificado, y el promotor E6 se ha utilizado para mejorar la calidad de la 
fibra de algodón (John y Keller 1996, PNAS 93: 12678-12773). GhRDL1, un gen altamente expresado en células de 
fibras de algodón en la etapa de alargamiento, codifica una proteína que contiene el dominio BURP (Li, C.H. et al. 50
2002, ibid.), y el promotor GaRDL1 exhibió una actividad específica de tricomas en plantas de Arabidopsis 
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transgénicas (Wang et al. 2004, ibid.). Los transcritos de GhTUB1 se acumulan preferentemente a altos niveles en la 
fibra, por consiguiente, el gen de fusión pGhTUB1::GUS se expresó en un alto nivel en fibra, pero a niveles mucho 
más bajos en otros tejidos (Li, X.B. et al. 2002, Plant Physiol. 130(2): 666-74). Promotores de tres genes de la 
proteína de transferencia de lípidos de algodón, LTP3, LTP6 y FSItp4, eran capaces de dirigir la expresión del gen 
GUS en tricromas secretores glandulares (GSTs) de la hoja y el tallo en plantas de tabaco transgénicas (Hsu et al. 5
1999, Plant Science 143: 63-70; Liu et al. 2000, ibid.; Delaney et al. 2007, Plant and Cell Physiol. 48: 1426-1437).

Se ha demostrado que el factor de transcripción R2R3 MYB del algodón GaMYB2 es un homólogo funcional de 
GLABRA1 (GL1) de Arabidopsis, un regulador clave de la formación del tricoma de Arabidopsis. GaMYB2 se 
expresa en células de fibras de algodón en las primeras fases de desarrollo (Wang, S. et al., 2004, ibid.). Su 
promotor impulsa la expresión específica para tricomas también en Arabidopsis y la expresión específica de cabeza 10
GST en tabaco (Shangguan et al. 2008, J Exp Botany 59(13): 3533-3542).

La patente de EE.UU. 7.626.081 describe un promotor específico para semillas de algodón encontrado en el gen de 
la globulina alfa. El promotor Gh-sp se deriva de un gen de proteína de semilla y solo está activo en la maduración 
de semillas de algodón (Song et al. 2000, Journal Cotton Science 4: 217-223).

La solicitud de patente de EE.UU. 2003/0106089 describe un gen expresado de una manera específica para la fibra 15
y su promotor que es activo particularmente en el desarrollo muy temprano de la fibra.

La patente de EE.UU. 6.211.430, la solicitud de patente de EE.UU. 2013/0081154, la solicitud de patente EP Nº 
13189991 y los documentos US 6.096.950 y WO 96/40924 describen promotores derivados de miembros de una 
familia multigénica en el algodón, todos los cuales dirigen la expresión durante el desarrollo de la fibra.

A pesar del hecho de que muchos promotores conocidos por impulsar la expresión preferente de la semilla o 20
preferente de la fibra en plantas de algodón están disponibles en la técnica, estos promotores pueden impulsar la 
expresión de genes asociados de interés en tejidos de algodón que no sean las células de las fibras (iniciación), 
resultando en potencia en la citotoxicidad y baja eficiencia de transformación. Por lo tanto, sigue existiendo la 
necesidad de promotores preferentes de fibras o selectivos de fibras con la capacidad de controlar la transcripción 
en células de fibra en desarrollo, preferiblemente de una manera más selectiva. Estos y otros problemas se 25
resuelven como se describe a continuación en el sumario, realizaciones detalladas, ejemplos, dibujos y 
reivindicaciones.

Sumario de la invención

En una primera realización, se proporciona una molécula de ADN recombinante, que comprende en orden:

a. una molécula de ADN que comprende una región de especificidad de fibra de un promotor del gen 30
de proteína de transferencia de lípidos de algodón, tal como una región de especificidad de fibra 
que comprende una secuencia de nucleótidos que tiene al menos 90% de identidad de secuencia 
con la secuencia de nucleótidos de SEQ ID Nº 4, operativamente enlazada a

b. una molécula de ADN que comprende una secuencia de nucleótidos que tiene al menos 90% de 
identidad de secuencia con una secuencia de nucleótidos de aproximadamente 500 nucleótidos 35
consecutivos del extremo 3' del promotor FB8-like2 de SEQ ID Nº 2, en donde esa secuencia de 
nucleótidos puede seleccionarse del siguiente grupo: la secuencia de nucleótidos de SEQ ID Nº 2 
desde el nucleótido en la posición 427 hasta el nucleótido en la posición 922, la secuencia de
nucleótidos de SEQ ID Nº 5 desde el nucleótido en la posición 911 hasta el nucleótido en la 
posición 1405, la secuencia de nucleótidos de SEQ ID Nº 6 desde el nucleótido en la posición 363840
hasta el nucleotide en la posición 4132, la secuencia de nucleótidos de SEQ ID Nº 7 desde el 
nucleótido en la posición 1781 hasta el nucleótido en la posición 2276.

En una realización adicional, la molécula de ADN recombinante comprende una molécula de ADN que comprende 
una secuencia de nucleótidos que tiene al menos 90% de identidad de secuencia con una secuencia de nucleótidos 
de aproximadamente 400 nucleótidos consecutivos del extremo 5’ del promotor FB8-like2 de SEQ ID Nº 2 que 45
precede a la molécula de ADN que comprende la región de especificidad de fibra, en donde la molécula de ADN que 
comprende una secuencia de nucleótidos que tiene al menos 90% de identidad de secuencia con una secuencia de 
nucleótidos de aproximadamente 400 nucleótidos consecutivos del extremo 5’ del promotor FB8-like2 de SEQ ID Nº 
2 se puede seleccionar de la secuencia de nucleótidos de SEQ ID Nº 5 desde el nucleótido en la posición 61 hasta el 
nucleótido en la posición 475, la secuencia de nucleótidos de SEQ ID Nº 6 desde el nucleótido en la posición 278750
hasta el nucleótido en la posición 3202, la secuencia de nucleótidos de SEQ ID Nº 7 desde el nucleótido en la 
posición 1047 hasta el nucleótido en la posición 1464.
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En aún otra realización, la molécula de ADN recombinante comprende una secuencia de nucleótidos que tiene 
aproximadamente 90% de identidad de secuencia con la secuencia de nucleótidos de SEQ ID Nº 1 desde el 
nucleótido en la posición 1 hasta el nucleótido en la posición 1053.

Las moléculas de ADN recombinante aquí descritas anteriormente son promotoras o regiones promotoras que 
fomentan la expresión selectiva de la fibra de una región codificante operativamente enlazada a la misma, en donde 5
la expresión selectiva de la fibra puede incrementarse en comparación con un promotor FB8-like2.

También es un objeto de la invención proporcionar genes quiméricos o moléculas de ADN recombinante que 
comprenden las siguientes regiones de ADN enlazadas operativamente:

a. un promotor o una región promotora que comprende una molécula de ADN recombinante tal como 
se describe anteriormente en esta memoria;10

b. un ADN que codifica una molécula de ARN biológicamente activa; y, opcionalmente,

c. una región de terminación de la transcripción o una región de terminación de la transcripción y 
de poliadenilación.

La invención también proporciona células vegetales de algodón, plantas de algodón o fibras de algodón que 
comprenden una molécula de ADN recombinante que tiene actividad promotora selectiva de fibra o un gen quimérico 15
como se describe en esta memoria.

En aún otra realización, se proporciona un método para producir una célula de planta de algodón o planta
transgénica, que comprende la etapa de proporcionar una célula de una planta de algodón con una molécula de 
ADN recombinante tal como se describe en esta memoria y opcionalmente regenerar una planta de algodón a partir 
de dicha célula de planta de algodón.20

La invención proporciona, además, un método para aumentar la selectividad de la expresión de un ARN 
biológicamente activo en células de fibra de una planta de algodón, que comprende proporcionar células de dicha 
planta de algodón con un gen quimérico que comprende un promotor selectivo de fibra recombinante tal como se 
describe en esta memoria.

Aún otro objeto de la invención es proporcionar el uso de un promotor específico para fibras recombinante tal como 25
se describe en esta memoria para expresar un ARN biológicamente activo selectivamente en células de fibras de 
una planta de algodón.

Breve descripción de los dibujos

Figura 1: Secuencia de nucleótidos de la región promotora recombinante FB8-like2_FSR. La secuencia de 
nucleótidos en fuente normal corresponde a la secuencia de nucleótidos de la región promotora selectiva para fibras30
FB8-like2. Los nucleótidos indicados en negrita corresponden a una porción del promotor específico para fibras de 
un gen de proteína de transferencia de lípidos de algodón (FDSItp4; Delaney et al. 2007, Plant and Cell Physiol. 48: 
1426-1437) que comprende una región de especificidad para fibras de 84 pb rica en AT (FSR), indicada en negrita, 
fuente cursiva que está subrayada. La secuencia de nucleótidos corresponde a SEQ ID Nº 1.

Figura 2: Comparación de las secuencias de nucleótidos de la región promotora FB8-like2 (SEQ ID Nº 2) y la región 35
promotora recombinante FB8like2_FSR (SEQ ID Nº 1).

Figura 3: Comparación de las secuencias de nucleótidos de la región promotora específica para fibras de Fblate (4-
4) descrita en la solicitud de patente WO96/40924 y representada en el listado de secuencias como SEQ ID Nº 6; la 
región promotora específica para fibra de Fblate2, descrita en la patente US 6 211 430 y representada en el listado 
de secuencias como SEQ ID Nº 7: la región promotora específica para fibras FB8-like1, descrita en la solicitud de 40
patente 2013/0081154 y representada en la listado de secuencias como SEQ ID Nº 5; y la región promotora 
específica para fibras FB8-like2, descrita en la solicitud de patente EP13189991 y representada en el listado de 
secuencias como SEQ ID Nº 2.

Descripción detallada

El listado de secuencias comprende las secuencias 1 a 8 y se creó el 26 de septiembre de 2014.45

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresión "que comprende" se debe interpretar como que especifica la 
presencia de las características, números enteros, etapas o componentes establecidos, pero no excluye la presencia 
o adición de una o más características, números enteros, etapas o componentes, o grupos de los mismos. Así, p. ej., 
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un ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos puede comprender más nucleótidos que los citados 
realmente, es decir, puede estar incrustado en un ácido nucleico más grande. Un gen quimérico, tal como se 
describirá más adelante, que comprende un ácido nucleico que se define funcional o estructuralmente puede 
comprender ácidos nucleicos adicionales, etc. Sin embargo, en el contexto de la presente divulgación, la expresión
"que comprende" también incluye "que consiste en”. En otras palabras, la terminología relativa a un ácido nucleico 5
"que comprende" una determinada secuencia de nucleótidos, tal como se utiliza a lo largo del texto, se refiere a un 
ácido nucleico o proteína que incluye o contiene al menos la secuencia descrita, de modo que otras secuencias de 
nucleótidos o de aminoácidos pueden incluirse en el extremo 5’ (o N-terminal) y/o 3’ (o C-terminal), p. ej., (la 
secuencia de nucleótidos de) una proteína marcadora seleccionable, (la secuencia de nucleótidos de) un péptido de 
tránsito y/o una secuencia conductora 5’ o una secuencia remolque 3’.10

La presente invención se basa en el descubrimiento inesperado de que la inclusión de una región de especificidad 
para la fibra derivada del promotor del gen de algodón que codifica la proteína de transferencia de lípidos de algodón 
Fsltp4, en el promotor del gen FB8like2 (SEQ ID Nº 2), que impulsa la expresión de una manera selectiva para la 
fibra, aumenta la expresión selectiva para la fibra del promotor recombinante. Esto se puede observar, en particular, 
comparando las frecuencias de transformación obtenidas con un vector que comprende un gen de quitina-sintasa y 15
una glutamina:fructosa-6-fosfato amidotransferasa bajo el control de dicho promotor recombinante, con las 
frecuencias de transformación obtenidas con un vector que comprende el mismo gen, pero bajo el control del 
promotor del gen FB8 Iike2.

En un aspecto, la presente solicitud describe una molécula de ADN recombinante que comprende, en orden, una 
molécula de ADN que comprende una región de especificidad para la fibra de un promotor del gen de la proteína de 20
transferencia de lípidos de algodón, operativamente enlazada a una molécula de ADN que comprende una 
secuencia de nucleótidos que tiene al menos 90% de identidad de secuencia con una secuencia de nucleótidos de 
aproximadamente 500 nucleótidos consecutivos del extremo 3' del promotor FB8-like2 de SEQ ID Nº 2.

En otro aspecto, la molécula de ADN recombinante puede comprender, además, una región de ADN que comprende 
una secuencia de nucleótidos que tiene al menos 90% de identidad de secuencia con una secuencia de nucleótidos 25
de aproximadamente 400 nucleótidos consecutivos del extremo 5' del promotor FB8-like2 de SEQ ID Nº 2, que 
precede a la molécula de ADN que comprende la región de especificidad de la fibra.

Tal como se demuestra en la Figura 3, las secuencias de nucleótidos de las regiones promotoras selectivas para
fibras del gen FB8-like2, el gen FB8-like1, el gen Fblate (4-4) y el gen Fblate2 comparten un alto grado de identidad 
de secuencia de nucleótidos (90 % o más) en la región justo aguas arriba del codón de iniciación ATG, entre las 30
posiciones de nucleótidos 427-959 de la región promotora FB8-like2 (SEQ ID 1; correspondiente a las posiciones de 
nucleótidos 558-1090 en la región promotora recombinante FB8-like2_FSR de SEQ ID Nº 2), entre las posiciones de 
nucleótidos 913-1437 de la región promotora FB8-like1 (SEQ ID Nº 5), entre las posiciones de nucleótidos 3640-
4164 de la región promotora Fblate (SEQ ID Nº 6) o entre las posiciones de nucleótidos 1783-2314 de la región 
promotora Fblate2 (SEQ ID Nº 7), y se espera que estas regiones se puedan intercambiar entre sí.35

Por consiguiente, en aún otro aspecto, la región de ADN de la molécula de ADN recombinante que comprende una 
secuencia de nucleótidos que tiene al menos 90% de identidad de secuencia con una secuencia de nucleótidos de 
aproximadamente 500 nucleótidos consecutivos del extremo 3' de la región promotora FB8-like2 de SEQ ID Nº 2 
puede seleccionarse de la secuencia de nucleótidos de SEQ ID Nº 1 desde el nucleótido en aproximadamente la 
posición 558 hasta el nucleótido en la posición 1090, la secuencia de nucleótidos de SEQ ID Nº 2 desde el 40
nucleótido en la posición 427 hasta el nucleótido en aproximadamente la posición 922, la secuencia de nucleótidos 
de SEQ ID Nº 5 desde el nucleótido en aproximadamente la posición 911 hasta el nucleótido en la posición 1405, la 
secuencia de nucleótidos de SEQ ID Nº 6 desde el nucleótido en la posición 3638 hasta el nucleótido en la posición 
4132, o la secuencia de nucleótidos de SEQ ID Nº 7 desde el nucleótido en la posición 1781 hasta la posición del 
nucleótido 2276.45

Tal como se demuestra en la Figura 3, las secuencias de nucleótidos de las regiones promotoras selectivas para
fibras del gen FB8-like2, el gen FB8-like1, el gen Fblate (4-4) y el gen Fblate2 comparten un alto grado de identidad 
de secuencia de nucleótidos (90% o más) en la secuencia de nucleótidos correspondiente a la región 5’ del promotor 
o región promotora FB8-like2 entre las posiciones de nucleótidos 1-428 de la región promotora FB8-like2 (SEQ ID 1; 
correspondiente a las posiciones de nucleótidos 1-426 en la región promotora recombinante FB8-like2_FSR de SEQ50
ID Nº 2), entre las posiciones de nucleótidos 61-475 de la región promotora FB8-like1 (SEQ ID Nº 5), entre las 
posiciones de nucleótidos 2787-3202 de la región promotora Fblate (SEQ ID Nº 6) o entre las posiciones de 
nucleótidos 1047-1464 de la región promotora Fblate2 (SEQ ID Nº 7), y se espera que también estas regiones se 
puedan intercambiar entre sí.
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La región de especificidad de la fibra del promotor del gen FTLSp4 de algodón es una región rica en AT que 
interactúa con el factor de transcripción GhAT1 de AT-Hook. Las regiones de especificidad para fibras adecuadas 
comprenden una secuencia de nucleótidos que tiene al menos 90% o 95% de identidad de secuencia o son 
idénticas a la secuencia de nucleótidos de SEQ ID Nº 4, tal como la secuencia de nucleótidos de SEQ ID Nº 3.

Una realización particular de la invención es la molécula de ADN recombinante que comprende la secuencia de 5
nucleótidos de SEQ ID No. 1 desde el nucleótido en la posición 1 hasta el nucleótido en la posición 1053.

También se proporciona un ADN promotor selectivo de fibras que comprende una secuencia de nucleótidos que 
tiene al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% de identidad de secuencia con o 
que es idéntico a la secuencia de nucleótidos de SEQ ID Nº 1 entre la posición de nucleótido 1 y 1053.

Los ácidos nucleicos aislados de este aspecto se denominan en lo sucesivo "promotor" o "región promotora".10

Métodos para evaluar si una secuencia de ácido nucleico como la descrita anteriormente, que en la presente 
solicitud representa una secuencia promotora, es capaz de inducir la expresión de un gen quimérico en el que está 
comprendida o, en particular, una secuencia de ácido nucleico enlazada operativamente a esto, de una manera 
preferente de fibras son conocidos por la persona experta.

Por ejemplo, se pueden realizar estudios de genes informadores con el fin de evaluar la función que induce la 15
expresión de una secuencia de ácido nucleico. Esto incluye enlazar operativamente la secuencia de ácido nucleico 
de la invención a un gen informador tal como GUS, introducir la construcción de ácido nucleico resultante en una 
planta o célula vegetal, tal como en una planta de algodón, y evaluar la inducción de la expresión de dicho gen 
informador en diferentes tejidos de dicha planta, como también se describirá con mayor detalle más adelante.

Tal como se utiliza en esta memoria, el término "promotor" designa cualquier secuencia de ácido nucleico, tal como 20
una secuencia de ADN, que se reconoce y se une (directa o indirectamente) por una ARN polimerasa dependiente 
de ADN durante el inicio de la transcripción, lo que resulta en la generación de una molécula de ARN que es 
complementaria al ADN transcrito. A esta región también se la pueda aludir como "región reguladora 5’ ". Los 
promotores suelen ubicarse aguas arriba de la región 5' no traducida (UTR) que precede a la secuencia codificante 
de la proteína que se ha de transcribir y tienen regiones que actúan como sitios de unión para la ARN polimerasa II y 25
otras proteínas, tales como los factores de transcripción, para iniciar la transcripción de una secuencia enlazada 
operativamente. Los promotores pueden contener sub-elementos (es decir, motivos promotores) tales como cis-
elementos o dominios potenciadores que regulan la transcripción de genes enlazados operativamente. El promotor y 
una UTR 5' conectada también se conocen como "región promotora".

Los expertos en la técnica pueden determinar la confirmación de una actividad del promotor para una secuencia 30
promotora o un fragmento promotor funcional o región promotora, por ejemplo, utilizando una construcción de 
promotor-informador que comprende la secuencia promotora enlazada de manera operativa a un marcador 
fácilmente puntuable tal como se explica adicionalmente en esta memoria. La capacidad de expresión preferente de 
fibra de los fragmentos o variantes identificados o generados del promotor descrito en esta memoria puede testarse 
convenientemente mediante el enlace operativo de dichas secuencias de ácido nucleico a una secuencia de 35
nucleótidos que codifica un marcador fácilmente puntuable, p. ej., un gen beta-glucuronidasa, introduciendo un gen 
quimérico de este tipo en una planta y analizando el patrón de expresión del marcador en las células de fibra en 
comparación con el patrón de expresión del marcador en otras partes de la planta. Otros candidatos para un 
marcador (o un gen informador) son cloranfenicol acetil transferasa (CAT), beta-galactosidasa (beta-GAL) y 
proteínas con propiedades fluorescentes o fosforescentes, tales como la proteína verde fluorescente (GFP) de40
Aequora victoria o luciferasa. Para confirmar la función del promotor, una secuencia de ácido nucleico que
representa el promotor está enlazada operativamente a la secuencia codificante de un gen marcador (informador) 
mediante técnicas de ADN recombinante bien conocidas en la técnica. El gen informador está enlazado de manera 
operativa aguas abajo del promotor, de modo que las transcripciones que se inician en el promotor proceden a 
través del gen informador. El casete de expresión que contiene el gen informador bajo el control del promotor puede 45
introducirse en un tipo de célula apropiado mediante técnicas de transformación bien conocidas en la técnica y 
descritas en otra parte en esta solicitud. Para analizar la proteína informadora, se preparan lisados celulares y se 
realizan los ensayos apropiados, que son bien conocidos en la técnica, para la proteína informadora. Por ejemplo, si 
la CAT fuera el gen informador de elección, los lisados de células transfectadas con construcciones que contienen 
CAT bajo el control de un promotor en estudio se mezclan con cloranfenicol isotópicamente marcado y acetil-50
coenzima A (acetil-CoA). La enzima CAT transfiere el grupo acetilo de acetil-CoA a la posición 2 o 3 del 
cloranfenicol. La reacción se monitoriza mediante cromatografía en capa fina, que separa el cloranfenicol acetilado 
del material que no ha reaccionado. Los productos de reacción se visualizan entonces mediante autorradiografía. El 
nivel de actividad de la enzima corresponde a la cantidad de enzima que se hizo, la cual, a su vez, revela el nivel de 
expresión y la funcionalidad preferencial de la fibra del promotor o fragmento o variante del mismo. Este nivel de 55
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expresión también puede compararse con otros promotores para determinar la fuerza relativa del promotor en 
estudio. Una vez que se confirma la actividad y la funcionalidad, se pueden emplear análisis de mutación y/o 
deleción adicionales para determinar, p. ej., una región promotora mínima y/o secuencias requeridas para iniciar la 
transcripción. Por lo tanto, las secuencias pueden eliminarse en el extremo 5' de la región promotora y/o en el 
extremo 3' de la región promotora, o dentro de la secuencia promotora y/o pueden introducirse sustituciones de 5
nucleótidos. Estas construcciones se introducen nuevamente en las células y se determina su actividad y/o 
funcionalidad.

En lugar de medir la actividad de una enzima informadora, la actividad (y funcionalidad) del promotor de la 
transcripción también se puede determinar midiendo el nivel de ARN que se produce. Este nivel de ARN, tal como 
ARNm, se puede medir en un solo tiempo o en múltiples tiempos y, como tal, el aumento múltiplo puede ser un 10
aumento múltiplo promedio o un valor extrapolado derivado de valores medidos experimentalmente. Como es una 
comparación de niveles, se puede utilizar cualquier método que mida los niveles de ARNm. En un ejemplo, el tejido 
u órganos comparados son una semilla o tejido de semilla tal como fibras con una hoja o tejido de hoja. En otro 
ejemplo, se comparan múltiples tejidos u órganos. Un ejemplo de comparaciones múltiples son las células de fibra 
en comparación con 2, 3, 4 o más tejidos u órganos seleccionados del grupo que consiste en tejido floral, ápice 15
floral, polen, hoja, embrión, brote, primordios de la hoja, ápice del brote, raíz, punta de la raíz, tejido vascular y 
cotiledón. Tal como se utiliza en esta memoria, ejemplos de órganos de plantas son semilla, hoja, raíz, etc., y 
ejemplos de tejidos son primordios de la hoja, vértice del brote, tejido vascular, etc. La actividad o fuerza de un 
promotor puede medirse en términos de la cantidad de ARNm o la acumulación de proteínas que produce 
específicamente, con relación a la cantidad total de ARNm o proteína. El promotor expresa una secuencia de ácido 20
nucleico enlazada operativamente, por ejemplo, a un nivel superior a aproximadamente 0,1%, aproximadamente
0,2%, superior a aproximadamente 0,5, 0,6, 0,7, 0,8 o aproximadamente 0,9%, superior a aproximadamente 1%, 
2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8% o aproximadamente 9%, superior a aproximadamente 10% del ARNm total de la 
célula en la que está contenido. Alternativamente, la actividad o fuerza de un promotor se puede expresar con 
relación a un promotor bien caracterizado para el cual se evaluó previamente la actividad transcripcional.25

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresión "porcentaje de identidad de la secuencia" se refiere al porcentaje 
de nucleótidos idénticos entre dos segmentos de una ventana de ADN óptimamente alineada. El alineamiento 
óptimo de secuencias para alinear una ventana de comparación es bien conocido por los expertos en la técnica y 
puede realizarse mediante herramientas tales como el algoritmo de homología local de Smith y Waterman 
(Waterman, M. S., Chapman & Hall. Londres, 1995), El algoritmo de alineamiento de homología de Needleman y 30
Wunsch (1970), el método de búsqueda de similitud de Pearson y Lipman (1988), y preferiblemente mediante 
implementaciones computarizadas de estos algoritmos, tales como GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA disponibles 
como parte del GCG (Marca Registrada), Wisconsin Package (Marca Registrada de Accelrys Inc., San Diego, Calif.). 
Una "fracción de identidad" para secuencias alineadas de una secuencia de ensayo y una secuencia de referencia 
es el número de componentes idénticos que son compartidos por las dos secuencias alineadas, dividido por el 35
número total de componentes en el segmento de la secuencia de referencia, es decir, la secuencia de referencia 
completa o una parte más pequeña definida de la secuencia de referencia. El porcentaje de identidad de secuencia 
se representa como la fracción de identidad por 100. La comparación de una o más secuencias de ADN puede ser 
una secuencia de ADN de longitud completa o una parte de la misma, o una secuencia de ADN más larga.

Los promotores o regiones promotoras, selectivos de fibras, tal como se describen en esta memoria, pueden 40
utilizarse para expresar regiones codificantes de interés en una planta de algodón de una manera selectiva de fibra. 
Para este fin, la célula vegetal de algodón puede proporcionarse con un transgén que comprende las siguientes 
regiones de ADN enlazadas operativamente: (a) un promotor o región promotora tal como se describe en esta 
memoria; (b) un ADN que codifica una molécula de ARN biológicamente activa; y opcionalmente una región de 
terminación de la transcripción o una región de terminación de la transcripción y poliadenilación, preferiblemente 45
funcional en una célula vegetal tal como una célula vegetal de algodón.

Tal como se utiliza en esta memoria, “un ARN biológicamente activo” puede traducirse adicionalmente en un 
polipéptido o el ARN puede ejercer una actividad biológica propia, como lo ejemplifican las moléculas de ARN 
inhibidoras que disminuyen los niveles de ARNm de sus proteínas diana disponibles para su traducción a dicha 
proteína diana. Esto se puede lograr a través de técnicas bien establecidas que incluyen co-supresión (supresión de 50
ARN sentido), ARN anti-sentido, ARN de doble cadena (ARNds), ARNsi o microARN (miARN). Otras moléculas de 
ARN biológicamente activas a modo de ejemplo pueden ser ribozimas que catalizan su propia escisión o la escisión 
de otros ARN. Al ADN que codifica un ARN biológicamente activo también se le puede aludir como "región 
codificante".

El término "heterólogo" se refiere a la relación entre dos o más secuencias de ácidos nucleicos o proteínas que se55
derivan de diferentes fuentes. Por ejemplo, un promotor es heterólogo con respecto a una secuencia de ácido 
nucleico enlazada operativamente, tal como una secuencia codificante, si tal combinación normalmente no se 
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encuentra en la naturaleza. Además, una secuencia particular puede ser "heteróloga" con respecto a una célula u 
organismo en el que se inserta (es decir, no se produce de forma natural en esa célula u organismo particular). Por 
ejemplo, el gen quimérico descrito en esta memoria es un ácido nucleico heterólogo.

La presente invención también está dirigida a células de plantas de algodón transgénicas y a plantas de algodón 
transgénicas que comprenden una secuencia de ácido nucleico tal como se describe arriba, es decir, un promotor, 5
una región promotora o gen recombinante como se describe en esta memoria, enlazado operativamente a la 
secuencia de ácido nucleico, que incluye una secuencia heteróloga de ácido nucleico, tal como una región de ADN 
que codifica un producto de expresión de interés.

Se puede producir una célula vegetal o planta transgénica introduciendo la secuencia o secuencias de ácidos
nucleicos tal como se describe arriba en plantas o células vegetales. La "introducción" en relación con la presente 10
solicitud se refiere a la colocación de información genética en una célula vegetal o planta por medios artificiales. Esto 
puede efectuarse mediante cualquier método conocido en la técnica para introducir ARN o ADN en células 
vegetales, protoplastos, callos, raíces, tubérculos, semillas, tallos, hojas, plántulas, embriones, polen y 
microesporas, otros tejidos vegetales o plantas enteras. Más particularmente, la "introducción" incluye una 
integración estable en el genoma de la planta.15

Hay un cierto número de métodos disponibles para introducir ADN en células de plantas de algodón o en plantas, ya 
sea por transformación o por introgresión. La transformación de algodón mediada por Agrobacterium se ha descrito, 
p. ej., en la patente de EE.UU. 5.004.863, en la patente de EE.UU. 6.483.013 y el documento WO 2000/71733.

Las plantas también pueden transformarse por bombardeo de partículas: partículas de oro o wolframio se recubren 
con ADN y luego se disparan en células de plantas jóvenes o embriones de plantas. Este método también permite la 20
transformación de plástidos vegetales. La transformación del algodón por bombardeo de partículas se reseña, p. ej., 
en el documento WO 92/15675.

Otros protocolos de transformación e introgresión también se pueden encontrar en la patente de EE.UU. 7.172.881.

"Introgresión" significa la integración de un gen en el genoma de una planta por medios naturales, es decir, cruzando 
una planta que comprende el gen quimérico descrito en esta memoria con una planta que no comprende dicho gen 25
quimérico. La descendencia puede seleccionarse para aquellas plantas que comprenden el gen quimérico.

Las plantas que contienen al menos una secuencia de ácido nucleico transformada se denominan "plantas 
transgénicas". Transgénico y recombinante se refieren a un organismo huésped tal como una planta en la que se ha 
introducido una molécula de ácido nucleico heteróloga (p. ej., la secuencia de ácido nucleico, el gen quimérico o el 
vector tal como se describe en esta molécula). El ácido nucleico puede integrarse de manera estable en el genoma 30
de la planta. Métodos específicos para la introducción se describen en relación con los métodos descritos en esta 
memoria.

La célula vegetal puede ser una célula vegetal de algodón.

"Algodón" o "planta de algodón", tal como se utiliza en esta memoria, puede ser cualquier especie del género 
Gossypium útil para cultivar fibras de algodón de cosecha. Las especies de algodón más utilizadas son Gossypium 35
barbadense, G. hirsutum, G. arboreum y G. herbaceum. Especies adicionales incluyen G. africanum y G. raimondii. 
También se incluye la progenie de cruces de cualquiera de las especies anteriores con otras especies o cruces entre 
dichas especies.

Plantas de algodón incluyen, pero no se limitan a las siguientes variedades: Coker 312, Coker 310, GSC25110, 
FIBERMAX 819, Siokra 1-3, T25, GSA75, Acala SJ2, Acala SJ4, Acala SJ5, Acala SJ-C1, Acala B1644 , Acala 40
B1654-26, Acala B1654-43, Acala B3991, Acala GC356, Acala GC510, Acala GAM1, Acala C1, Acala Royale, Acala 
Maxxa, Acala Prema, Acala B638, Acala B1810, Acala B2724, Acala B4894, Acala B5002, "picker" Siokra no Acala, 
"stripper" variedad FC2017, Coker 315, STONEVILLE 506, STONEVILLE 825, DP50, DP61, DP90, DP77, DES119, 
McN235, HBX87, HBX191, HBX107, FC 3027, CHEMBRED A1, CHEMBRED A2, CHEMBRED A3 , CHEMBRED 
A4, CHEMBRED B1, CHEMBRED B2, CHEMBRED B3, CHEMBRED C1, CHEMBRED C2, CHEMBRED C3, 45
CHEMBRED C4, PAYMASTER 145, HS26, HS46, SICALA, PIMA S6 ORO BLANCO PIMA, FIBERMAX FM5013, 
FIBERMAX FM5015, FIBERMAX FM5017, FIBERMAX FM989, FIBERMAX FM958, FIBERMAX FM832, FIBERMAX 
FM991, FIBERMAX FM819, FIBERMAX FM800, FIBERMAX FM960, FIBERMAX FM966, FIBERMAX FM981, 
FIBERMAX FM5035, FIBERMAX FM5044, FIBERMAX FM5045, FIBERMAX FM5013, FIBERMAX FM5015,
FIBERMAX FM5017 o FIBERMAX FM5024 y plantas con genotipos derivados de los mismos.50
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Una célula de una planta de algodón puede ser cualquier célula que comprenda esencialmente la información 
genética necesaria para definir una planta de algodón, que puede, además del gen quimérico descrito en esta 
memoria, complementarse con uno o más transgenes adicionales. Las células pueden derivarse de los diversos 
órganos y/o tejidos que forman una planta de algodón, incluidos, pero no limitados a frutos, semillas, embriones, 
tejido reproductor, regiones meristemáticas, tejido calloso, hojas, raíces, brotes, flores, tejido vascular, gametofitos, 5
esporofitos, polen y microesporas.

La presente solicitud también describe una planta transgénica que consiste en células de plantas de algodón 
transgénicas descritas anteriormente en esta memoria, o que comprenden el gen quimérico o el vector descrito en 
esta memoria, integrado de manera estable en el genoma de la planta. Esto puede efectuarse mediante protocolos 
de transformación descritos en otras partes de esta solicitud.10

Además, se describen en esta memoria fibras de algodón y aceite de semilla de algodón que se pueden obtener o 
se obtienen a partir de las plantas descritas en esta memoria. Fibras de algodón descritas en esta memoria pueden 
distinguirse de otras fibras aplicando el método de detección descrito en el documento WO2010/015423 y 
comprobando la presencia del promotor recombinante o los genes quiméricos tal como se describe en esta memoria 
en las fibras. Por consiguiente, el ácido nucleico de al menos parte de las regiones promotoras descritas en esta 15
memoria también se puede utilizar para rastrear las paredes celulares, en particular las fibras de algodón de acuerdo 
con la invención.

Las plantas o semillas de algodón que comprenden el gen quimérico descrito en esta memoria u obtenidas mediante 
los métodos descritos en esta memoria pueden tratarse adicionalmente con herbicidas del algodón, tales como 
Diuron, Fluometuron, MSMA, Oxifluorfen, Prometrina, Trifluralina, Carfentrazona, Cletodim, Fluazifop-butil, Glifosato, 20
Norflurazon, Pendimetalina, Pritiobac-sodio, Trifloxisulfurona, Tepraloxidima, Glufosinato, Flumioxazin, Tidiazuron; 
insecticidas del algodón, tales como Acefato, Aldicarb, Clorpirifos, Cipermetrina, Deltametrina, Abamectina, 
Acetamiprid, Emamectina Benzoato. Imidacloprid, Indoxacarb, Lambda-Cihalotrina, Spinosad, Tiodicarb, Gamma-
Cihalotrina, Spiromesifen, Poridalol, Flonicamid, Flubendiamida, Triflumuron, Rinaxipir, Beta-Ciflutrina, Spirotetramat, 
Clotianidina, Tiametoxam, Tiacloprid, Dinetofuran, Flubendiamida, Ciazipir, Spinosad, Spinotoram, gamma 25
Cihalotrin, 4-[[(6-cloropiridin-3-il)metil](2,2-difluoretil)amino]furan-2(5H)-ona, Tiodicarb, Avermectina, Flonicamida, 
Piridalil, Spiromesifen, Sulfoxaflor; y fungicidas del algodón, tales como Azoxistrobina, Bixafen, Boscalid, 
Carbendazim, Clorotalonil, Cobre, Ciproconazol, Difenoconazol, Dimoxistrobina, Epoxiconazol, Fenamidona, 
Fluazinam, Fluopiram, Fluoxastrobina, Fluxapiroxad, Iprodiona, Isopirazam, Isotianilo, Mancozeb, Maneb, 
Metominostrobina, Pentiopirad, Picoxistrobina, Propineb Protioconazol, Piraclostrobina, Quintozeno, Tebuconazol, 30
Tetraconazol, Tiofanato-metilo, Trifloxistrobina. Para un tratamiento con herbicidas de algodón, dichas plantas o 
semillas de algodón comprenden preferiblemente, además, un rasgo que confiere una tolerancia respectiva a los 
herbicidas o son naturalmente tolerantes a un herbicida.

Los siguientes Ejemplos no limitantes describen la construcción de un promotor recombinante selectivo de fibras y la 
construcción de genes quiméricos para la expresión selectiva en células de fibra en desarrollo. A menos que se 35
indique lo contrario en los Ejemplos, todas las técnicas de ADN recombinante se llevan a cabo de acuerdo con los 
protocolos estándares descritos en Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Segunda 
edición, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY y en los volúmenes 1 y 2 de Ausubel et al. (1994) Current 
Protocols in Molecular Biology, Current Protocols, EE.UU. Los materiales y métodos estándares para el trabajo 
molecular de plantas se describen en Plant Molecular Biology Labfax (1993) por R.D.D. Croy, publicado 40
conjuntamente por BIOS Scientific Publications Ltd (Reino Unido) y Blackwell Scientific Publications, Reino Unido.

A lo largo de la descripción y los Ejemplos, se hace referencia a las siguientes secuencias representadas en el 
listado de secuencias:

SEQ ID Nº 1: secuencia de nucleótidos de la región promotora recombinante FB8-like2_FSR.

SEQ ID Nº 2: secuencia de nucleótidos de la región promotora selectiva de fibras de un gen FB8-like2 de45
Gossypium hirsutum (también descrito en el documento EP13189991).

SEQ ID Nº 3: secuencia de nucleótidos de la región FSR del promotor del gen de algodón que codifica la 
proteína de transferencia de lípidos de algodón Fsltp4.

SEQ ID No 4: secuencia de nucleótidos de la región FSR del núcleo del promotor del gen de algodón que 
codifica la proteína de transferencia de lípidos de algodón Fsltp4.50

SEQ ID Nº 5: secuencia de nucleótidos de la región promotora selectiva de fibras de un gen FB8-like1 de
Gossypium hirsutum (también descrito en el documento US2013/0081154).
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SEQ ID Nº 6: secuencia de nucleótidos de la región promotora del gen Fblate de Gossypium hirsutum (región 
promotora 4-4; también descrita en el documento US 6.211.430).

SEQ ID Nº 7: secuencia de nucleótidos de la región promotora del gen Fblate2 de Gossypium hirsutum (también 
descrita en el documento WO96/40924).

SEQ ID Nº 8: secuencia de nucleótidos del T-ADN del vector pTDBI263.5

Ejemplos

Ejemplo 1: Construcción de una región promotora de FB8like2_FSR recombinante

La región promotora recombinante FB8like2_FSR se construyó insertando la región de especificidad para la fibra 
(FSR) y algunas secuencias flanqueantes del promotor FSItp4 de algodón (Delaney et al. 2007, Plant Cell Physiol. 
48(10): 1426-1437) en el promotor Fb8-like-2 entre las posiciones 426 y 427. Esta FSR suprime la actividad del 10
promotor fuera de las células de fibra de algodón.

La secuencia del promotor quimérico que figura más adelante se proporciona en la Figura 1 (la secuencia en la 
fuente normal procede de Fb8-like-2, la secuencia de nucleótidos en negrita se origina en el promotor Fsltp4, 
incluida la FSR, indicada en negrita, cursiva, subrayada fuente).

El sitio de inserción de la FSR se eligió de tal manera que la distancia entre la FSR y el sitio de inicio de la 15
transcripción era similar dentro del promotor recombinante a la del promotor Fsltp4 y en un punto en donde el 
promotor Fb8-like-1 relacionado (y los promotores 4-4 y Fblate2) también tenían una inserción (véase el
alineamiento en la Figura 3). De esta manera, se maximizó la posibilidad de que tanto la FSR como el promotor 
sigan siendo funcionales.

La región promotora recombinante comprende así:20

a. posición 1 a posición 426: secuencia de nucleótidos de la región promotora FB8like2 (SEQ ID Nº 2) 
de la posición 1 a 426

b. posición 427 a posición 557: secuencia de nucleótidos de la SEQ ID Nº 3 (incluida la región FSR) 

c. posición 558 a posición 1090: secuencia de nucleótidos de la región promotora de FB8like2 (SEQ25
ID Nº 2) desde la posición 427 a 959.

Ejemplo 2: Expresión de quitina sintasa y gfa bajo el control de la región promotora FB8like2_FSR en 
algodón

La quitina sintasa se puede expresar en plantas de algodón para aumentar las cargas positivas en la fibra de 
algodón mediante la introducción de polímeros de quitina en la pared celular de la fibra. Para ello, es importante la 30
expresión preferente de fibras o específica de fibras, ya que las plantas transformadas con un gen de quitina sintasa 
en su mayoría no muestran un fenotipo apreciable si el promotor que controla la expresión de la quitina sintasa está 
impulsando la expresión en muchos otros tejidos o tipos de células distintos de las células de fibra.

Se generó el siguiente vector de T-ADN que comprende genes quiméricos de acuerdo con la invención: Vector de T-
ADN (pTDBI263) que comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica el gen de la quitina sintasa 2 de 35
Neurospora crassa que comprende una señal que fija como objetivo el Golgi de Arabidopsis thaliana bajo el control 
de la región promotora recombinante FB8like2_FSR y que, además, comprende un gen epsps recombinante como 
gen marcador seleccionable, así como un gen recombinante que comprende la región codificante de gfa (glutamina: 
fructosa-6-fosfato amidotransferasa) de E. coli (Frohberg y Essigmann, 2006) bajo el control de la región promotora 
FB8like2_FSR. La secuencia de nucleótidos del T-ADN de este vector se representa en SEQ ID Nº 8. Los elementos 40
genéticos del vector se indican en las características de la SEQ ID Nº 8.

Este vector se transfirió a una cepa de Agrobacterium apropiada que se utilizó para transformar la variedad de 
algodón Coker312-17. Las frecuencias de transformación se determinaron y compararon con experimentos de 
transformación con vectores similares, pero en los que la quitina sintasa y gfa están bajo el control de otros 
promotores selectivos de fibras. También se incluyó un vector de T-ADN control que no comprendía las regiones 45
codificantes "deletéreas". Los resultados se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1: Eficiencia de transformación y porcentaje de plantas fértiles obtenidas.
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Como se puede deducir de los resultados resumidos en la Tabla 4, vectores de T-ADN que comprenden las regiones 
promotoras recombinantes de la invención para impulsar la expresión de quitina sintasa y la región codificante de gfa 
dieron como resultado eficiencias de transformación significativamente más altas que cuando se utilizan vectores de 
T-ADN con otras regiones promotoras selectivas de fibras, similares a los experimentos de transformación que 5
utilizan un vector de T-ADN "neutro". Además, el porcentaje de plantas fértiles obtenidas fue similar al obtenido 
cuando se utiliza un vector de T-ADN neutro. Se piensa que estas frecuencias incrementadas son provocadas por la 
menor expresión de gfa y quitina sintasa fuera de las fibras, ya que dicha expresión fuera de las fibras provoca 
fenotipos no deseados, y puede ser perjudicial para las células vegetales distintas de las células de la fibra 
(iniciación).10

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Bayer CropScience NV

<120> Promotor recombinante con expresión incrementada específica de fibras

<130> BCS14-2010

<160> 815

<170>PatentIn version 3.5

<210> 1
<211> 1090
<212> AND
<213> Secuencia Artificial20

<220>
<223> Promotor FB8-like2::FSR recombinante
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<220>
<221> característica miscelánea
<222> (1)..(426)
<223> extremo 3' de promotor FB8-like2

<220>5
<221> característica miscelánea
<222> (427)..(557)
<223> región FSR de promotor FSltp4

<220>
<221> característica miscelánea10
<222> (558)..(1090)
<223> extremo 5' de promotor FB8-like2

<400> 1

15

<210> 2
<211> 959
<212> ADN20
<213> Gossypium hirsutum

<400> 2
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<210> 3
<211> 131
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<220>
<221> característica miscelánea
<222> (11)..(94)
<223> región de núcleo de FSR del promotor FSltp410

<400> 3

<210> 4
<211> 8415
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<400> 4

20
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<210> 5
<211> 1437
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<400> 55

<210> 610
<211> 4167
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<400> 6
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<210> 7
<211> 2317
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum5

<400> 7
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<210> 8
<211> 11990
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> T-ADN de vector pTDBI623

<220>
<221> característica miscelánea10
<222> (1)..(25)
<223> Repetición del límite derecho desde el T-ADN de Agrobacterium tumefaciens
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<220>
<221> característica miscellanea 
<222> (61)..(1150)
<223> Región del promotor quimérico FB8-like2-FSR

<220>5
<221> característica miscelánea
<222> (1151)..(1255)
<223> secuencia codificante del péptido de retención de Golgi del gen beta-1,2-xilosiltransferasa de Arabidopisis
thaliana

<220>10
<221> característica miscelánea
<222> (1256)..(4087)
<223> secuencia codificante del gen quitina sintasa 2 de Neurospora crassa

<220>
<221> característica miscelánea15
<222> (4099)..(4323)
<223> secuencia que incluye la región 3' no traducida del transcrito 35S de CaMV

<220>
<221> característica miscelánea
<222> (4800)..(4930)20
<223> promotor quimérico FB8-like2_FSR

<220>
<221> característica miscelánea
<222> (5464)..(7293)
<223> región codificante del gen glutamina:fructosa-6-fosfato amidotransferasa de E. coli adaptada al uso del codón25
de la planta 

<220>
<221> característica miscelánea
<222> (7311)..(7971)
<223> secuencia 3' no traducida del gen histona H4 de Arabidopsis thaliana30

<220>
<221> característica miscelánea
<222> (8021)..(8937)
<223> gen epsps mutante expresable en plantas

<220>35
<221> característica miscelánea
<222> (11962)..(11986)
<223> LB: repetición del borde izquierdo del T-ADN de Agrobacterium tumefaciens

<400> 8

40
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de ADN recombinante, que comprende en orden:

a. una molécula de ADN que comprende una región de especificidad de fibra de un promotor del gen 
de proteína de transferencia de lípidos de algodón, que comprende una secuencia de nucleótidos 
que tiene al menos 90% de identidad de secuencia con la secuencia de nucleótidos de SEQ ID Nº 5
4, operativamente enlazada a

b. una molécula de ADN que comprende una secuencia de nucleótidos que tiene al menos 90% de 
identidad de secuencia con una secuencia de nucleótidos de aproximadamente 500 nucleótidos 
consecutivos del extremo 3' del promotor FB8-like2 de SEQ ID Nº 2.

2. La molécula de ADN recombinante de la reivindicación 1, en donde la molécula de ADN que comprende la región 10
de especificidad para fibras está precedida por una molécula de ADN que comprende una secuencia de nucleótidos 
que tiene al menos 90% de identidad de secuencia con una secuencia de nucleótidos de aproximadamente 400 
nucleótidos consecutivos del extremo 5’ del promotor FB8-like2 de SEQ ID Nº 2.

3. La molécula de ADN recombinante de la reivindicación 1 o 2, en donde la secuencia de nucleótidos que tiene al 
menos 90% de identidad de secuencia con una secuencia de nucleótidos de aproximadamente 500 nucleótidos 15
consecutivos del extremo 3’ del promotor FB8-like2 de SEQ ID Nº 2 se selecciona del grupo que consiste en:

a. una secuencia de nucleótidos que comprende la secuencia de nucleótidos de SEQ ID Nº 2 
desde el nucleótido en la posición 427 hasta el nucleótido en la posición 922;

b. una secuencia de nucleótidos que comprende la secuencia de nucleótidos de SEQ ID Nº 5 desde 
el nucleótido en la posición 911 hasta el nucleótido en la posición 1405; 20

c. una secuencia de nucleótidos que comprende la secuencia de nucleótidos de SEQ ID Nº 6 desde 
el nucleótido en la posición 3638 hasta el nucleotide en la posición 4132; y 

d. una secuencia de nucleótidos que comprende la secuencia de nucleótidos de SEQ ID Nº 7 desde 
el nucleótido en la posición 1781 hasta el nucleótido en la posición 2276.

4. La molécula de ADN recombinante de la reivindicación 2 o 3, en donde la molécula de ADN que comprende una 25
secuencia de nucleótidos que tiene al menos 90% de identidad de secuencia con una secuencia de nucleótidos de 
aproximadamente 400 nucleótidos consecutivos del extremo 5’ del promotor FB8-like2 de SEQ ID Nº 2 se selecciona 
del grupo que consiste en:

a. una secuencia de nucleótidos que comprende la secuencia de nucleótidos de SEQ ID Nº 5 
desde el nucleótido en la posición 61 hasta el nucleótido en la posición 475;30

b. una secuencia de nucleótidos que comprende la secuencia de nucleótidos de SEQ ID Nº 6 desde 
el nucleótido en la posición 2787 hasta el nucleótido en la posición 3202; 

c. una secuencia de nucleótidos que comprende la secuencia de nucleótidos de SEQ ID Nº 7 desde 
el nucleótido en la posición 1047 hasta el nucleotide en la posición 1464.

5. La molécula de ADN recombinante de la reivindicación 1, que comprende una secuencia de nucleótidos que tiene 35
aproximadamente 90% de identidad de secuencia con la secuencia de nucleótidos de SEQ ID Nº 1 desde el 
nucleótido en la posición 1 hasta el nucleótido en la posición 1053.

6. La molécula de ADN recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que es un promotor o una 
región promotora que fomenta la expresión selectiva de una región codificante operativamente enlazada a la misma.

7. La molécula de ADN recombinante de la reivindicación 6, en donde la expresión selectiva de fibras está 40
incrementada en comparación con un promotor FB8-like2.

8. Una molécula de ADN recombinante, que comprende la siguiente región de ADN operativamente enlazada

a. un promotor o una región promotora que comprende una molécula de ADN recombinante de acuerdo con 
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7;

b. un ADN que codifica una molécula de ARN biológicamente activa; y, opcionalmente,45

c. una región de terminación de la transcripción o una región de terminación de la transcripción y de 
poliadenilación.
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9. La molécula de ADN recombinante de la reivindicación 8, en donde dicho ADN que codifica una molécula de ARN 
biológicamente activa codifica una quitina sintasa 2 de Neurospora crassa o una glutamina:fructosa-6-fosfato 
amidotransferasa de E. coli.

10. Una célula de una planta de algodón, que comprende una molécula de ADN recombinante de acuerdo con una 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 o una molécula de ADN recombinante de la reivindicación 8 o 9.5

11. Una planta de algodón que comprende una molécula de ADN recombinante de acuerdo con una cualquiera de 
las reivindicaciones 1 a 9 o una molécula de ADN recombinante de la reivindicación 8 o 9.

12. Un método para producir una célula de planta de algodón o planta transgénica, que comprende proporcionar una 
célula de una planta de algodón con una molécula de ADN de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 7 o una molécula de ADN recombinante de la reivindicación 8 o 9 y, opcionalmente, regenerar una planta de 10
algodón a partir de dicha célula de planta de algodón.

13. Un método para aumentar la selectividad de la expresión de un ARN biológicamente activo en células de fibra de 
una planta de algodón, que comprende proporcionar células de dicha planta de algodón con una molécula de ADN 
recombinante de acuerdo con la reivindicación 8 o 9.

14. Un método para la expresión selectiva de un ARN biológicamente en una planta de algodón, que comprende 15
proporcionar células de dicha planta de algodón con una molécula de ADN recombinante de acuerdo con la 
reivindicación 8 o 9.

15. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14, que comprende la etapa adicional de recolectar 
fibras de dicha planta de algodón.

16. Fibras de algodón, que comprenden la molécula de ADN recombinante de acuerdo con una cualquiera de las 20
reivindicaciones 1 a 7 o la molécula de ADN recombinante de acuerdo con la reivindicación 8 o 9.

17. Uso de una molécula de ADN recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 o la 
molécula de ADN recombinante de acuerdo con la reivindicación 8 o 9 para expresar un ARN biológicamente activo 
selectivamente en células de fibra de una planta de algodón.
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