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2

DESCRIPCIÓN

Nuevo promotor preferente en fibras en algodón

Campo de la invención

La presente invención se refiere a materiales y métodos para la expresión de un gen de interés preferentemente o
selectivamente en fibras de plantas, tales como plantas de algodón. En particular, la invención proporciona5
promotores, regiones promotoras y casetes de expresión para regular la expresión preferente en fibras o selectiva 
en fibras en plantas de algodón.

Antecedentes de la invención

La fibra de algodón es el material textil simple más importante en el mundo. Aproximadamente 32 millones de
hectáreas (80 millones de acres) de algodón son recogidos anualmente en todo el mundo. El algodón es el quinto10
cultivo más grande en los EE. UU. en cuanto a producción en hectáreas, con una media de 4,2 millones de
hectáreas (10,3 millones de acres) plantados en los años 2006 a 2008. Aproximadamente 90% del algodón cultivado
en el mundo es Gossypium hirsutum L., mientras que Gossypium barbadense responde de aproximadamente 8%.
Por consiguiente, la modificación de las características de las fibras de algodón para ajustarse mejor a los requisitos
de la industria y el consumidor es un esfuerzo importante en la reproducción bien mediante métodos clásicos o bien15
al alterar genéticamente el genoma de las plantas de algodón. Los objetivos que se han de alcanzar incluyen un
incremento de la longitud, la resistencia, la capacidad de tinción de las fibras de borra, una disminución de la
producción de fibras apelusadas, la relación de madurez de las fibras, el contenido de fibras inmaduras, la
uniformidad de las fibras y el micronaire.

20
El desarrollo de las fibras de algodón es un procedimiento multifásico bajo la regulación de un gran número de
genes, muchos de los cuales son regulados al alza o altamente expresados en el desarrollo de las células de las
fibras (Li, C.H. y cols., 2002; Ruan y cols., 2003; Wang, S. y cols., 2004; Li y cols., 2005; Luo y cols., 2007).

Cada fibra de algodón es una sola célula epidérmica diferenciada del óvulo. Se producen aproximadamente medio25
millón de fibras por cápsula de algodón, formando algunas pelusa y formando algunas borra. La iniciación de una
célula epidérmica en una fibra requiere un cambio en el destino celular, que es un proceso biológico fundamental
que implica "conmutaciones" genéticas, fisiológicas y de desarrollo. Las mutaciones genéticas, la poliploidía, la
polinización/fertilización y la regulación hormonal pueden afectar al número de células que se desarrollan en fibras o
alterar las propiedades celulares de las fibras (pelusa frente a borra). Sin embargo, no está claro cómo estos30
factores controlan los cambios en la expresión génica que orquestan el patrón y el ritmo en fases tempranas del
desarrollo de la fibra.

En contraste, el desarrollo morfológico de fibras de algodón está bien documentado en la especialidad. Las fibras de
algodón sufren cuatro fases de desarrollo solapadas: iniciación de las células de las fibras, elongación, biosíntesis35
de la pared secundaria y maduración. La iniciación de las fibras es un proceso rápido. Las fibras pilosas blancas 
empiezan a desarrollarse inmediatamente después de la antesis y continúan hasta 3 días después de la antesis
(DPA), que está seguida por elongación de las células de las fibras (hasta 20 DPA). La biosíntesis de la pared
secundaria se inicia alrededor de 15 dpa y continúa hasta 35 DPA, seguido por un proceso de maturación hasta 45-
60 DPA. Las fibras de algodón se derivan de células epidérmicas ovulares (tejidos maternos). Sin embargo, solo40
∼25-30% de las células epidérmicas se diferencian en las fibras de borra comercialmente importantes. La mayoría
de las células no se diferencian en fibras o se desarrollan en fibras cortas o pelusa. Para las células comprometidas
con el desarrollo de fibras, la iniciación y la elongación de las células son casi sincrónicas en cada óvulo, indicando
que los cambios en la expresión génica están orquestados durante la diferenciación y el desarrollo de las fibras a
través de mecanismos de señalización y/o temporización intercelulares.45

Se han descrito diversos promotores que conducen la expresión de genes en la semilla de algodón. También se
conocen diversos promotores que conducen la expresión preferente en fibras en el algodón.

E6 fue el primer gen de fibra de algodón identificado, y el promotor de E6 se ha usado para manipular la calidad de50
las fibras de algodón (John y Keller, 1996). GhRDL1, un gen altamente expresado en células de fibras de algodón en
la fase de elongación, codifica una proteína que contiene el dominio BURP (Li, C.H. y cols., 2002), y el promotor de
GaRDL1 exhibía una actividad específica en tricomas en plantas de Arabidopsis transgénicas (Wang, S. y cols.,
2004). Los transcritos de GhTUB1 se acumulan preferentemente a altos niveles en la fibra, según esto, el gen de
fusión pGhTUB1::GUS se expresaba en un alto nivel en fibra pero a niveles muy inferiores en otros tejidos (Li, X.B. y55
cols., 2002). Los promotores de tres genes de proteínas de transferencia de lípidos de algodón, LTP3, LTP6 y
FSltp4, eran capaces de dirigir la expresión del gen GUS en tricomas secretores glandulares (GSTs) de hojas y tallo
en plantas de tabaco transgénicas (Hsu y cols., 1999; Liu y cols., 2000; Delaney y cols., 2007), sin embargo, no
exhibían una clara especificidad en tejidos. Por ejemplo, en plantas de tabaco transgénicas pFSltp4::GUS, se podía
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detectar una fuerte actividad de GUS en todos los tipos de tricomas; además, la expresión de GUS también era
visible en el margen foliar, el tejido vascular, los óvulos y las puntas de las raíces (Delaney y cols., 2007).

Se ha encontrado que el factor GaMYB2 de transcripción de algodón R2R3 MYB es un homólogo funcional de
GLABRA1 (GL1) de Arabidopsis, un regulador clave de la formación de tricomas de Arabidopsis. GaMYB2 se5
expresa en células de fibras de algodón en las fases de desarrollo tempranas (Wang, S. y cols., 2004). Su promotor
conduce la expresión específica de tricomas también en Arabidopsis y en la expresión específica de espigas de GST
en tabaco (Shangguan y cols., 2008).

La patente de EE. UU. 7.626.081 divulga un promotor específico de semillas de algodón encontrado en el gen de10
alfaglobulina. El promotor Gh-sp se deriva de un gen de proteína de semilla y es activo solamente en semillas de
algodón en maduración (Song y cols., 2000).

La solicitud de patente de EE. UU. 2003/0106089 divulga un gen expresado de un modo específico en fibras y su
promotor.15

La patente de EE. UU. 6.211.430 divulga un promotor que dirige la expresión durante el desarrollo de fibras tardío.

La solicitud de patente de EE. UU. 20130081154 divulga otro promotor que dirige la expresión durante el desarrollo
de fibras tardío.20

A pesar del hecho de que están disponibles en la especialidad muchos promotores que se sabe que conducen la
expresión preferente en las fibras o preferente en las semillas en plantas de algodón, sigue habiendo una necesidad
de promotores alternativos capaces de expresión preferente o selectiva en fibras, p. ej. para la expresión
independiente de varias secuencias de ADN extrañas de interés sin la posibilidad de inactivación postranscripcional25
debido al uso del mismo promotor. Además, los promotores preferentes en fibras o selectivos en fibras conocidos
dirigen cada uno un patrón de expresión temporal, espacial y/o de desarrollo particular, que no siembre de ajusta a
los objetivos particulares. Así, sigue habiendo una necesidad de nuevos promotores preferentes en fibras o
selectivos en fibras con la capacidad de controlar la transcripción en el desarrollo de células de fibras,
preferiblemente de un modo más selectivo.30

Esta invención proporciona una solución a estos problemas como se describe posteriormente en el sumario, las
realizaciones detalladas, los ejemplos, los dibujos y las reivindicaciones.

Sumario de la invención

La presente solicitud divulga un ácido nucleico aislado que comprende (a) al menos aproximadamente 70035
nucleótidos consecutivos de SEQ ID NO: 1, (b) un ácido nucleico que tiene una secuencia nucleotídica que
comprende la secuencia nucleotídica de SEQ ID No 1 desde la posición 1 a la posición 922, o (c) una secuencia
nucleotídica con al menos 95% de identidad de secuencia con las secuencias nucleotídicas de (a) o (b), teniendo
dicho ácido nucleico aislado una actividad promotora preferente en fibras en algodón entre 15 y 35 días después de
la antesis (dpa) y no expresándose en fibras de 10 dpa y no siendo más largo de 959 nucleótidos. También se40
divulga en la presente un gen quimérico que comprende una región promotora como la descrita en la presente,
ligada operativamente a un ácido nucleico que codifica un producto de expresión de interés, y opcionalmente una
secuencia de terminación de la transcripción y poliadenilación. También se divulga en la presente una célula de
planta transgénica, una planta transgénica y una semilla como las caracterizadas en las reivindicaciones. Los
métodos divulgados en la presente se refieren a la producción de una planta transgénica, que efectúa una expresión45
preferente en fibras de un producto en algodón entre 15 y 35 días después de la antesis (dpa) pero no en fibras de 
10 dpa y a la alteración de las propiedades de las fibras en una planta de algodón según se caracteriza en las
reivindicaciones.

Breve descripción de las figuras

Figura 1: Expresión relativa de genes de tipo Fb8 en diferentes tejidos en comparación con fibras de 35 dpa usando50
el gen de ubiquitina de algodón como referencia. Los cebadores eran para un consenso de un número de ESTs tipo
Fb8 muy similares. Los valores son la media de cuatro réplicas técnicas.

Figura 2: Alineamiento de secuencias proteínicas deducidas de la proteína de tipo Fb8 codificada por BAC8K12 en
comparación con la proteína codificada por ADNc procedente de proteína de tipo cFB8 nº 1 y la de tipo FB855
codificada por BAC150F2 (descrito en la solicitud de patente de EE. UU. 20130081154) alineadas usando ClustalW.
Los aminoácidos idénticos se encierran en cajas en negro y los aminoácidos similares en gris.

Figura 3: Una representación esquemática del vector que comprende la región promotora de tipo Fb8(8K12) ligada
operativamente a la región codificante GUS, que se ha usado para transformar algodón.60
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Figura 4: Secuencia nucleotídica de la región promotora del gen tipo Fb8(8K12) en Gossypium hirsutum (SEQ ID No.
1).

Figura 5: tinción de GUS de fibra de 28 dpa de cultivos de óvulos de algodón bombardeados con tipo Fb8(8K12)-
GUS.5

Figura 6: patrones de tinción de GUS en diferentes tejidos de plantas T0 de la línea de algodón T447-22-2
transformada con la construcción tipo Fb8(8K12)-promotor GUS. Se observó una tinción intensa en 20 dpa, pero no
en fibras de 10 dpa. La tinción se observó en la envuelta de las semillas de semillas tanto de 10 como de 20 dpa.
Había alguna tinción en glándulas pequeñas en los peciolos foliares (flechas blancas). Nótese la ausencia de tinción10
de tricomas.

Figura 7: tinción de GUS alrededor de los bordes cortados de cotiledones de una plántula T1 de T447-22-2 que
expresa la construcción tipo Fb8(8K12)-promotor GUS, pero no a lo largo de bordes que no se han cortado. La
tinción también es evidente en los cortes cercanos a la vasculatura y también tricomas glandulares pequeños15
situados por encima de la vasculatura.

Figura 8: Expresión de GUS en óvulos, semillas y fibras de algodón de diferentes edades para la planta T1 23
transgénica de la línea T447-22-2. Nótese que la tinción de GUS es la más intensa en las fibras más viejas. También
hay alguna tinción de la superficie del óvulo y la envuelta de la semilla en las semillas más viejas.20

Figura 9: Expresión de GUS en diferentes tejidos de algodón procedentes de la planta T1 23 de la línea T447-22-2
que expresa la construcción tipo Fb8(8K12)-promotor GUS. Panel A) Tinción en venas que radian desde zonas
lesionadas en la base de una hoja madura. Panel B) Tinción de los dos extremos cortados de una sección del
peciolo foliar. Panel C) Tinción débil de la superficie del tallo y las glándulas subepidérmicas (el recuadro muestra25
una sección transversal del tallo). Panel D) Tinción de GUS de los bordes cortados alrededor del tabique en una
cápsula de 10 dpa de edad. Panel E) tinción de una yema de algodón de 0 dpa seccionada con tinción en la base en
la que se han retirado los pétalos y las brácteas y alrededor de los óvulos de algodón. Panel F) Ausencia de tinción
en una raíz con raíces laterales en desarrollo. Panel G) tinción de GUS del estilo en el que se han retirado los
pétalos y las brácteas y alrededor de la punta del estigma. Las paredes de las anteras no se tiñen y los filamentos se30
tiñen ligeramente. Nótese la tinción intensa en los granos de polen en segregación (el contenido de la célula se ha
perdido durante la clarificación) (recuadro). Panel H) Tinción en la vasculatura del extremo distal del pétalo.

Figura 10: Agotamiento de Acid Orange 7 después de la tinción a partir de una planta de algodón transgénica que
comprende el ADN T de pTIB359. Barras gris claro: fibras procedentes de plantas de control no transgénicas; Barras35
gris oscuro: fibras transgénicas procedentes de líneas de algodón transgénicas.

Descripción detallada de la invención

Comentarios generales

El listado de secuencias que está contenido en el archivo llamado BCS13-2022_ST25.txt, que tiene 36 kilobytes
(medidos en el sistema operativo MS windows), comprende las secuencias 1 a 10 y fue creado el 21 de octubre de40
2013, está archivado con la presente.

Según se usa en la presente, se ha de interpretar que el término "que comprende" especifica la presencia de las
características, los números enteros, las etapas o los componentes indicados a los que se hace referencia, pero no
excluye la presencia o la adición de una o más características, números enteros, etapas o componentes, o grupos45
de los mismos. Así, p. ej., un ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos puede comprender más
nucleótidos que los realmente citados, es decir, estar incluido en un ácido nucleico mayor. Un gen quimérico como
se describirá más adelante que comprende un ácido nucleico que esta funcionalmente o estructuralmente definido
puede comprender ácidos nucleicos adicionales, etc. Sin embargo, en el contexto de la presente divulgación, el
término "que comprende" también incluye "que consiste en". En otras palabras, la terminología que se refiere a un50
ácido nucleico "que comprende" una cierta secuencia nucleotídica, según se usa a lo largo del texto, se refiere a un
ácido nucleico o una proteína que incluye o que contiene al menos la secuencia descrita, de modo que otras
secuencias nucleotídicas o de aminoácidos puedan estar incluidas en el extremo 5' (o N-terminal) y/o 3' (o C-
terminal), p. ej. (la secuencia nucleotídica de) una proteína marcadora seleccionable, (la secuencia nucleotídica de)
un péptido transitorio y/o una secuencia líder 5' o una secuencia de remolque 3'.55

Ácidos nucleicos

En otro aspecto, la presente solicitud divulga un ácido nucleico aislado que comprende (a) al menos 700 nucleótidos
consecutivos de SEQ ID NO: 1, preferiblemente al menos 700 nucleótidos consecutivos aguas arriba de la posición60
del nucleótido 959 en SEQ ID No 1; (b) una secuencia nucleotídica con al menos 95% de identidad de secuencia
con la secuencia nucleotídica de (a); (c) una secuencia de ácido nucleico que se hibrida bajo condiciones rigurosas a
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la secuencia nucleotídica de (a) o (b); y (d) una secuencia de ácido nucleico complementaria a la secuencia
nucleotídica de una cualquiera de (a) a (c), en donde dicho ácido nucleico aislado tiene actividad promotora
preferente en fibras en algodón entre 15 y 35 días después de la antesis (dpa) y no se expresa en fibras de 10 dpa,
y no tiene una longitud mayor de 959 nucleótidos.

5
En un aspecto particular, la presente solicitud divulga el ácido nucleico de SEQ ID No. 1 y secuencias nucleotídicas
con al menos 95% de identidad de secuencia con la secuencia nucleotídica completa de SEQ ID No. 1 que tienen
actividad promotora preferente en fibras en algodón entre 15 y 35 días después de la antesis (dpa) y no se expresa
en fibras de 10 dpa, y no tiene una longitud mayor de 959 nucleótidos.

10
Se ha observado que la secuencia nucleotídica del promotor y la región promotora preferente en las fibras de esta
invención comparte un alto grado de identidad de secuencia nucleotídica con el promotor preferente en fibras
descrito en la solicitud de patente de EE. UU. 20130081154, particularmente en la región justo aguas arriba del
codón ATG de iniciación, entre las posiciones nucleotídicas 427 y 959 de SEQ ID No. 1. Otra región de alta identidad
de secuencia nucleotídica entre estos dos promotores preferentes en fibras se puede encontrar más aguas arriba15
(posición 1 a 361) separada por una región de poca identidad de secuencia. Por otra parte, la transcripción se puede
iniciar en la posición 922 o la posición 926 de SEQ ID No. 1.

También se describe un ADN promotor preferente en fibras que comprende una secuencia nucleotídica que tiene al
menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% de identidad de secuencia con o que es20
idéntica a la secuencia nucleotídica de SEQ ID No. 1 entre la posición nucleotídica 427 y 922 o 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 idéntica
a la secuencia nucleotídica de SEQ ID No. 1 entre la posición nucleotídica 427 y 926, o un promotor preferente en
las fibras 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 idéntica a la secuencia nucleotídica de SEQ ID No. 1 entre la posición nucleotídica 427 y25
959.

Los ácidos nucleicos aislados de este aspecto también se denominan posteriormente en la presente "promotor" o
"región promotora".

30
A menos que se indique otra cosa, las realizaciones descritas posteriormente para la secuencia promotora divulgada
en la presente también son aplicables a realizaciones respectivas de otros aspectos divulgados en la presente.

Un "ácido nucleico aislado" o "secuencia de ácido nucleico aislado", según se usa en la presente solicitud, se refiere
a un ácido nucleico que se define anteriormente que no está presente en la naturaleza, tal como, por ejemplo, un35
ácido nucleico artificial o sintético con una secuencia nucleotídica diferente que el ácido nucleico presente en la
naturaleza o un ácido nucleico que es más corto que uno presente en la naturaleza, o que no es más largo en el
ambiente natural en el que originalmente estaba presente, p. ej., una secuencia codificante de ácido nucleico
asociada con un elemento regulador heterólogo tal como una secuencia codificante bacteriana ligada
operativamente a un promotor expresable en plantas, o en un gen quimérico o un ácido nucleico transferido a otra40
célula hospedadora, tal como una célula de planta transgénica.

La longitud de la secuencia del ácido nucleico aislado de la invención, tal como, p. ej., un fragmento de SEQ ID NO:
1 según se divulga en la presente, y su posición dentro de SEQ ID NO: 1 se ha de elegir de modo que sea
suficientemente largo, p. ej. que comprenda todos los elementos necesarios y suficientes, y situarse de modo que45
sea capaz de inducir expresión preferente en fibras. Las regiones promotoras se pueden elegir para comprender al
menos 700 nucleótidos consecutivos agua arriba de la posición nucleotídica 959 en la SEQ ID No 1.

Son conocidos para el experto 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 de50
un gen quimérico en el que está comprendida o, en particular, de una secuencia de ácido nucleico ligada
operativamente a la misma, de un modo preferente en fibras en algodón entre 15 y 35 días después de la antesis
(dpa) pero no en fibras de 10 dpa.

Por ejemplo, se pueden realizar estudios en genes indicadores a fin de evaluar la función inductora de la expresión55
de una secuencia de ácido nucleico. Esto incluye ligar operativamente la secuencia de ácido nucleico de la invención
a un gen indicador tal como GUS, introducir la construcción de ácido nucleico resultante en una planta o una célula
de planta, 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 más detalle más adelante.

60
El fragmento de la secuencia de ácido nucleico descrita en la presente que tiene actividad promotora preferente en
fibras en algodón entre 15 y 35 días después de la antesis (dpa) pero no en fibras de 10 dpa puede comprender
según esto al menos 700, al menos 800, al menos 900, al menos 950 de SEQ ID NO: 1. En otro ejemplo, dicho
ácido nucleico comprende la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1. En otro ejemplo, dicha secuencia
promotora consiste en la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1.65
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Sin embargo, estará claro que también se pueden usar con el mismo efecto variantes de los ácidos nucleicos
descritos en la presente, incluyendo inserciones, eliminaciones y sustituciones de los mismos. Generalmente, estas
variantes tienen al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o incluso al menos 99% de identidad
de secuencia con SEQ ID NO: 1. Estas variantes deben retener su actividad promotora preferente en fibras en
algodón entre 15 y 35 días después de la antesis (dpa) pero no en fibras de 10 dpa, y no deben tener una longitud5
mayor de 959 nucleótidos.

Según se usa en la presente, el término "promotor" indica cualquier secuencia de ácido nucleico, tal como una
secuencia de ADN, que sea reconocida y se una (directamente o indirectamente) mediante una ARN polimerasa
dependiente de ADN durante la iniciación de la transcripción, dando como resultado la generación de una molécula10
de ARN que es complementaria al ADN transcrito. Esta región también se puede denominar una "región reguladora
5'". Los promotores están situados habitualmente aguas arriba de la región no traducida (UTR) 5' que precede a la
secuencia codificante de proteína que se va a transcribir y tiene regiones que actúan como sitios de unión para ARN
polimerasa II y otras proteínas tales como factores de transcripción para iniciar la transcripción de una secuencia
ligada operativamente. Los promotores pueden contener ellos mismos subelementos (es decir, motivos promotores)15
tales como elementos cis o dominios mejoradores que regulan la transcripción de genes ligados operativamente. El
promotor y una UTR 5' conectada también se denomina "región promotora".

Un promotor o una región promotora "preferente en fibras" en el contexto de la presente invención significa que la
transcripción de una secuencia de ácido nucleico controlada por un promotor es al menos 2 veces superior, al20
menos 5 veces superior, al menos 10 veces superior o incluso 20 veces superior en una célula de fibra que en
células de otro tejido de planta tales como, por ejemplo, tejido foliar. El término no tiene en cuenta la expresión
inducida por lesiones potencial. En otras palabras, la expresión preferente en fibras puede estar todavía presente
aunque el promotor o las regiones promotoras según la invención sean inducidas al lesionar una planta.

25
El promotor de la presente invención también puede ser específico en fibras. Un promotor "específico en fibras"
significa que la transcripción de un ácido nucleico controlado por dicho promotor es más de 20 veces superior, tal
como al menos 30 veces superior, al menos 40 veces superior, al menos 50 veces superior o incluso 100 veces
superior en una célula de fibra que de media en las células de otros tejidos de planta en el momento del desarrollo
de la fibra, tal como de 1 dpa hasta 60 dpa, tal como de 10 a 50, de 20 a 50 dpa, de 10 a 35, de 10 a 30 o de 15 a 3030
dpa o de 15 a 35 dpa. El término no tiene en cuenta la expresión inducida por lesiones potencial. En otras palabras,
la expresión específica en fibras todavía puede estar presente aunque los promotores descritos en la presente sean
inducidos al lesionar una planta.

La confirmación de la actividad promotora para una secuencia promotora o un fragmento promotor funcional puede35
ser determinada por los expertos en la especialidad, por ejemplo usando una construcción promotor-indicador que
comprende la secuencia promotora ligada operativamente a un marcador fácilmente puntuable según se explica
adicionalmente en la presente. La capacidad de expresión preferente en fibras de los fragmentos o las variantes
identificados o generados del promotor descrito en la presente se puede probar convenientemente al ligar
operativamente estas secuencias de ácido nucleico a una secuencia nucleotídica que codifica un marcador40
fácilmente calificable, p. ej. un gen de betaglucuronidasa, introducir este gen quimérico en una planta y analizar el
patrón de expresión del marcador en células de fibras en comparación con el patrón de expresión del marcador en
otras partes de la planta. Otros candidatos para un marcador (o un gen indicador) son cloranfenicol acetil transferasa
(CAT), betagalactosidasa (beta-GAL) y proteínas con propiedades fluorescentes o fosforescentes, tales como
proteína fluorescente verde (GFP) procedente de Aequora victoria o luciferasa. Para confirmar la función promotora,45
una secuencia de ácido nucleico que representa el promotor se liga operativamente a la secuencia codificante de un
gen marcador (indicador) mediante técnicas de ADN recombinante muy conocidas en la especialidad. El gen
indicador se liga operativamente aguas abajo del promotor, de modo que los transcritos que se inician en el
promotor avancen a través del gen indicador. El casete de expresión que contiene el gen indicador bajo el control del
promotor se puede introducir en un tipo de célula apropiado mediante técnicas de transformación muy conocidas en50
la especialidad y descritas en otras partes en esta solicitud. Para ensayar la proteína indicadora, se preparan lisados
celulares y se realizan ensayos apropiados, que son muy conocidos en la especialidad, para la proteína indicadora.
Por ejemplo, si CAT era el gen indicador de elección, los lisados procedentes de células transfectadas con
construcciones que contienen CAT bajo el control de un promotor bajo estudio se mezclan con cloranfenicol
marcado isotópicamente y acetil-coenzima A (acetil-CoA). La enzima CAT transfiere el grupo acetilo desde la acetil-55
CoA a la posición 2 o 3 del cloranfenicol. La reacción se comprueba mediante cromatografía en capa fina, que
separa el cloranfenicol acetilado del material sin reaccionar.

A continuación, los productos de reacción se visualizan mediante autorradiografía. El nivel de actividad enzimática
corresponde a la cantidad de enzima que se elaboraba, que a su vez revela el nivel de expresión de la funcionalidad60
preferente en fibras del promotor o el fragmento o la variante del mismo. El nivel de expresión también se puede
comparar con otros promotores para determinar la fuerza relativa del promotor bajo estudio. Una vez que se
confirma la actividad y la funcionalidad, se pueden emplear análisis de mutación y/o eliminación adicionales para
determinar, p. ej., una región promotora mínima y/o secuencias requeridas para iniciar la transcripción. Así, las
secuencias se pueden someter a eliminación en el extremo 5' de la región promotora y/o en el extremo 3' de la65
región promotora, o dentro de la secuencia promotora, y/o se pueden introducir sustituciones de nucleótidos. A
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continuación, estas construcciones se introducen de nuevo en células y se determinan su actividad y/o
funcionalidad.

En lugar de medir la actividad de una enzima indicadora, la actividad (y la funcionalidad) del promotor de la
transcripción también se puede determinar al medir el nivel de ARN que se produce. Este nivel de ARN, tal como5
ARNm, se puede medir bien en un solo punto temporal o bien en múltiples puntos temporales y como tal el
incremento en número de veces puede ser un incremento en número de veces medio o un valor extrapolado
derivado de valores medidos experimentalmente. Como es una comparación de niveles, se puede usar cualquier
método que mida los niveles de ARNm. En un ejemplo, el tejido o los órganos comparados son una semilla o un
tejido de semilla tal como fibras con una hoja o un tejido foliar. En otro ejemplo, se comparan múltiples tejidos u10
órganos. Un ejemplo para múltiples comparaciones son células de fibras comparadas con 2, 3, 4 o más tejidos u
órganos seleccionados del grupo que consiste en tejido floral, ápice floral, polen, hoja, embrión, vástago, primordios
foliares, ápice de vástago, raíz, punta de raíz, tejido vascular y cotiledón. Según se usan en la presente, ejemplos de
órganos de plantas son semilla, hoja, raíz, etc. y un ejemplo de tejidos son primordios foliares, ápice de vástago,
tejido vascular, etc. La actividad o la intensidad de un promotor se puede medir en cuanto a la cantidad de15
acumulación de ARNm o proteína que produce específicamente, con relación a la cantidad total de ARNm o
proteína. El promotor expresa una secuencia de ácido nucleico ligada operativamente, por ejemplo a un nivel mayor
de aproximadamente 0,1%, aproximadamente 0,2%, mayor de aproximadamente 0,5, 0,6, 0,7, 0,8 o
aproximadamente 0,9%, mayor de aproximadamente 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8% o aproximadamente 9%, o
mayor de aproximadamente 10% del ARNm total de la célula en la que está contenido. Alternativamente, la actividad20
o la intensidad de un promotor se puede expresar con relación a un promotor bien caracterizado para el que se
evaluaba previamente la actividad de transcripción.

En otro aspecto, se proporcionan promotores preferentes en fibras que comprenden una secuencia de ácido
nucleico que tiene al menos 95% , 96%, 97%, 98% o al menos 99% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 1 o25
un fragmento de la misma según se define anteriormente (o son idénticos a la misma), tales como, por ejemplo, un
ácido nucleico que comprende al menos 700, al menos 800, al menos 900 o al menos 950 nucleótidos consecutivos
de la secuencia nucleotídica indicada como SEQ ID NO: 1. Variantes presentes en la naturaleza del promotor
divulgado en la presente se pueden identificar con el uso de técnicas de biología molecular bien conocidas, tales
como, por ejemplo, con reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y técnicas de hibridación como la esbozadas30
anteriormente en la presente. Estas secuencias de ácido nucleico también incluyen secuencias de ácido nucleico
derivadas sintéticamente, tales como las generadas, por ejemplo, al usar mutagénesis dirigida al sitito de SEQ ID
NO: 1 o un fragmento de la misma. Generalmente, las variantes de secuencia de ácido nucleico de la invención
tendrán al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad de secuencia con
la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1 o un fragmento de la misma según se define anteriormente, tal35
como, por ejemplo, un ácido nucleico que comprende al menos 700, al menos 800, al menos 900 o al menos 950
nucleótidos consecutivos de la secuencia nucleotídica indicada como SEQ ID NO: 1. Derivados de las secuencias de
ácido nucleico divulgadas en la presente pueden incluir, pero no se limitan a, eliminaciones de secuencia,
mutaciones puntuales simples o múltiples, alteraciones en un sitio de reconocimiento de enzima de restricción
particular, adición de elementos funcionales, u otros medios de modificación molecular que pueden mejorar o alterar40
de otro modo la expresión del promotor. Técnicas para obtener estos derivados son muy conocidas en la
especialidad (véase, por ejemplo, J. F. Sambrook, D. W. Russell y N. Irwin (2000) Molecular Cloning: A Laboratory
Manual). Por ejemplo, un experto en la especialidad puede delimitar los elementos funcionales dentro de los
promotores divulgados en la presente y eliminar cualesquiera elementos no esenciales. Los elementos funcionales
se pueden modificar o combinar para incrementar la utilidad o la expresión de las secuencias divulgadas en la45
presente para cualquier aplicación particular. Los expertos en la especialidad están familiarizados con los materiales
didácticos estándar que describen condiciones y procedimientos específicos para la construcción, manipulación y
aislamiento de macromoléculas (p. ej., moléculas de ADN, plásmidos, etc.), así como la generación de organismos
recombinantes y el cribado y el aislamiento de moléculas de ADN.

50
La secuencia promotora de SEQ ID NO: 1 y sus fragmentos funcionales y variantes se pueden alterar, por ejemplo,
para contener "ADN mejorador" para ayudar a elevar la expresión génica. Como se sabe bien en la especialidad, se
pueden usar ciertos elementos de ADN para mejorar la transcripción de ADN como parte de o en asociación con un
promotor. Estos mejoradores a menudo se encuentran aguas arriba (5') del inicio de la transcripción en un promotor
que funciona en células eucarióticas, pero se pueden insertar aguas abajo (3') de la secuencia codificante. En55
algunos casos, estos elementos de ADN mejorador están dentro o son parte de intrones. Entre los intrones que son
útiles como ADN mejorador están los intrones 5' desde el gen de actina 1 de arroz (véase el documento
US5641876), el gen de actina 2 de arroz, el gen de alcohol deshidrogenasa de maíz, el gen de proteína de choque
térmico 70 de maíz (véase el documento US5593874), el gen Shrunken 1 de maíz, el gen de fotosensibilidad 1 de
Solanum tuberosum y el gen de la proteína de choque térmico 70 de Petunia hybrida (véase el documento US60
5659122). Así, según se contempla en la presente, un promotor o una región promotora incluye variaciones de
promotores derivados al insertar o eliminar regiones reguladoras, someter el promotor a mutagénesis aleatoria o
dirigida al sitio, etc. La actividad o la intensidad de un promotor se puede medir en cuanto a las cantidades de ARN
que produce, o la cantidad de acumulación de proteína en una célula o un tejido, con relación a un promotor cuya
actividad de transcripción se ha evaluado previamente, según se describe anteriormente.65
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Según se usa en la presente, el término "porcentaje de identidad de secuencia" se refiere al porcentaje de
nucleótidos idénticos entre dos segmentos de un intervalo de ADN óptimamente alineado. El alineamiento óptimo de
secuencias para alinear un intervalo de comparación es muy conocido para los expertos en la especialidad y se
puede efectuar 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 Wunsch (1970),5
la búsqueda del método de similitud de Pearson y Lipman (1988) y preferiblemente mediante ejecuciones
informatizadas de estos algoritmos tales como GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA disponibles como parte de GCG
(marca comercial registrada), Wisconsin Package (marca comercial registrada de Accelrys Inc., San Diego, Calif.).
Una "fracción de identidad" para segmentos alineados de una secuencia de prueba y una secuencia de referencia es
el número de componentes idénticos que son compartidos por las dos secuencias alineadas dividido por el número10
total de componentes del segmento de la secuencia de referencia, es decir, toda la secuencia de referencia o una
parte definida menor de la secuencia de referencia. El porcentaje de identidad de secuencia se representa como la
fracción de identidad por 100. La comparación de una o más secuencias de ADN puede ser con una secuencia de
ADN de longitud completa o una porción de la misma, o con una secuencia de ADN más larga.

15
El término "hibridación" se refiere a la capacidad de una primera hebra de ácido nucleico para conectarse con una
segunda hebra a través de apareamiento de bases por enlace de hidrógeno cuando las dos hebras de ácido
nucleico tienen suficiente identidad de secuencia. La hibridación se produce cuando las dos moléculas de ácido
nucleico se renaturalizan entre sí bajo condiciones apropiadas. La hibridación de ácidos nucleicos es una técnica
muy conocida por los expertos en la especialidad de la manipulación de ADN. La propiedad de hibridación de un par20
de ácidos nucleicos dado es una indicación de su similitud o identidad. Otra indicación de que dos secuencias de
ácido nucleico son en gran parte idénticas es que las dos moléculas se hibridan entre sí bajo condiciones rigurosas.
Las "condiciones de hibridación rigurosas" y "condiciones de lavado de hibridación rigurosas" en el contexto de los
experimentos de hibridación de ácidos nucleicos hibridación Southern y Northern dependen de la secuencia, y son
diferentes bajo diferentes parámetros ambientales. Un ejemplo de condiciones de lavado muy rigurosas es 0,1 X25
SSC, 5X solución de Denhardt, 0,5% de SDS a 65°C durante, p. ej., aproximadamente 15 minutos. Un ejemplo de
condiciones de lavado apropiadas es un lavado con 2 X SSC, 0,1% de SDS a 65°C durante, p. ej., aproximadamente
15 minutos. A menudo, un lavado muy riguroso está precedido por un lavado poco riguroso para retirar la señal de
sonda de fondo. Las condiciones rigurosas también se pueden conseguir con la adición de agentes
desestabilizadores tales como formamida. En general, una relación de señal a ruido de 2 X (o superior) la observada30
para una sonda no relacionada en el ensayo de hibridación particular indica la detección de una hibridación
específica. Las condiciones muy rigurosas se seleccionan para ser iguales a la Tm para una sonda particular.

En el transcurso de la presente invención, un promotor preferente en fibras, junto con una UTR 5' posterior (juntos
también denominados "región promotora"), se ha identificado en Gossypium hirsutum. Dicho promotor controla un35
gen tipo Fb8 en algodón.

El promotor es altamente expresado en fibras. Se ha mostrado que la expresión es particularmente intensa durante
la fase de engrosamiento celular del desarrollo de las fibras; la expresión del producto génico se detectó de 20 a 35
dpa.40

Se espera que el presente promotor sea adecuado para la expresión preferente en fibras al menos durante las fases
tardías de fibras en desarrollo de transgenes en algodón. El presente promotor se puede usar para expresar genes
que modifican las propiedades de fibras de algodón, especialmente las propiedades de la pared celular de las fibras
de algodón.45

A menos que se indique otra cosa, las definiciones específicas o las características específicas de ciertos ejemplos
divulgados en la presente solicitud en relación con un aspecto se pueden introducir en cualquier otro aspecto
divulgado en la presente.

50
Genes quiméricos

En otro aspecto, la presente solicitud divulga un gen quimérico que comprende los ácidos nucleicos aislados
descritos en la presente, es decir el promotor y las regiones promotoras y los fragmentos funcionales, ligados
operativamente a una secuencia de ácido nucleico que codifica un producto de expresión de interés, y una55
secuencia de terminación de la transcripción y poliadenilación funcional en células vegetales.

Un gen quimérico es un gen artificial construido al ligar operativamente fragmentos de genes no relacionados u otras
secuencias de ácido nucleico. En otras palabras, "gen quimérico" indica un gen que no se encuentra normalmente
en una especie vegetal o se refiere a cualquier gen en el que el promotor, las partes colindantes del promotor o una60
o más de otras regiones reguladoras del gen no están asociados en la naturaleza con una parte o la totalidad del
ácido nucleico transcrito, es decir, son heterólogos con respecto al ácido nucleico transcrito. Más particularmente, un
gen quimérico es un gen artificial, es decir no presente en la naturaleza, producido por una ligazón operativa de la
secuencia de ácido nucleico de la invención, tal como, p. ej., el ácido nucleico de SEQ ID NO: 1, un fragmento de la
misma o una secuencia de ácido nucleico que tiene al menos 95% de identidad de secuencia con la misma, todas65
capaces de dirigir la expresión preferente en fibras de un producto de expresión de interés según se describe
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anteriormente, con una segunda secuencia de ácido nucleico que codifica dicho producto de expresión de interés
que naturalmente no está ligado operativamente a dicha secuencia de ácido nucleico.

El término "heterólogo" se refiere a la relación entre dos o más secuencias de ácido nucleico o proteína que se
derivan de diferentes fuentes. Por ejemplo, un promotor es heterólogo con respecto a una secuencia de ácido5
nucleico ligada operativamente, tal como una secuencia codificante, si esta combinación no se encuentra
normalmente 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 está presente naturalmente en esa célula u organismo particular). Por
ejemplo, el gen quimérico divulgado en la presente es un ácido nucleico heterólogo.

10
El término "ligado operativamente" se refiere a la disposición espacial funcional de dos o más regiones de ácido
nucleico o secuencias de ácido nucleico. Por ejemplo, una región promotora puede estar situada con relación a una
secuencia de ácido nucleico que codifica un producto de expresión de interés de modo que la transcripción de dicha
secuencia de ácido nucleico sea dirigida por la región promotora. Así, una región promotora está "ligada
operativamente" a la secuencia de ácido nucleico.15

El promotor, el fragmento o la variante del mismo que se describe anteriormente puede estar ligado operativamente
a una secuencia de ácido nucleico que codifica un producto de expresión de interés que es heterólogo con respecto
al promotor. La secuencia de ácido nucleico puede ser generalmente cualquier secuencia de ácido nucleico para la
que se desee un nivel alterado tal como un nivel incrementado de transcripción. La secuencia de ácido nucleico20
puede codificar, por ejemplo, un polipéptido que es capaz de modificar las propiedades de la fibra en el algodón.

Secuencias heterólogas de ácido nucleico adecuadas para modificar las propiedades de fibras de algodón incluyen,
sin limitación, las divulgadas en el documento WO02/45485, por las que la calidad de las fibras en plantas
productoras de fibras, tales como algodón, se modifica al modular la actividad y/o la expresión de sacarosa sintasa25
en estas plantas, los ácidos nucleicos útiles para mejorar la resistencia de las fibras o para introducir cargas
positivas en la pared celular de la planta según se describe en los documentos WO2006/136351 o WO2011/089021.

Un "producto de expresión" indica un producto intermedio o producto final que surge de la transcripción y
opcionalmente la traducción del ácido nucleico, tal como ADN o ARN, que codifica este producto. Durante el proceso30
de transcripción, una secuencia de ADN bajo el control de regiones reguladoras, particularmente la secuencia
promotora divulgada en la presente, se transcribe en una molécula de ARN. Una molécula de ARN puede formar por
sí misma un producto de expresión y, entonces, por ejemplo, es capaz de interactuar con otro ácido nucleico u otra
proteína. Alternativamente, una molécula de ARN puede ser un producto intermedio cuando es capaz de ser
traducida en un péptido o una proteína. Se dice que un gen codifica una molécula de ARN como producto de35
expresión cuando el ARN como el producto final de la expresión del gen es capaz de interactuar con otro ácido
nucleico o proteína. Ejemplos de productos de expresión de ARN incluyen ARNs inhibidores tales como, p. ej., ARN
de sentido, ARN antisentido, ARN de horquilla, ribozimas, miARN o ARNsi, ARNm, ARNr y ARNt. Se dice que un
gen codifica una proteína o un péptido como producto de expresión cuando el producto final de la expresión del gen
es una proteína o un péptido.40

Productos de expresión de interés ejemplares incluyen proteínas implicadas en la síntesis de la pared celular y la
formación de fibras como las divulgadas en el documento WO2005/017157, en particular un gen que codifica una
proteína de β-1,3 glucano sintasa, o en el documento WO2006/136351, en particular una N-acetilglucosamina
transferasa que puede ser dirigida a las membranas del aparato de Golgi, tal como una N-acetilglucosamina45
transferasa del tipo NodC, o una quitina sintasa y las descritas anteriormente en relación con ácidos nucleicos
heterólogos adecuados.

Dentro del alcance de la presente divulgación, también se puede hacer uso, en combinación con el gen quimérico
descrito anteriormente, de otras secuencias reguladoras, que están situadas entre dicha secuencia de ácido nucleico50
que comprende un promotor y dicha secuencia de ácido nucleico que comprende la secuencia codificante del
producto de expresión. Ejemplos no limitativos de estas secuencias reguladoras incluyen activadores
("mejoradores") de la traducción, por ejemplo el activador de la traducción del virus del mosaico del tabaco (TMV)
descrito en la Solicitud WO 87/07644, o del virus del grabado del tabaco (TEV) descrito por Carrington & Freed
1990, J. Virol. 64: 1590-1597, o intrones tales como el intrón de histona 3 de Arabidopsis (Chaubet y cols., 1992).55

Otras secuencias reguladoras adecuadas incluyen UTRs 5'. Según se usa en la presente, una UTR 5', también
denominada una secuencia líder, es una región particular de un ARN mensajero (ARNm) situada entre el sitio de
inicio de la transcripción y el codón de inicio de la región codificante. Está implicada en la estabilidad del ARNm y la
eficacia de la traducción. Por ejemplo, el líder no traducido 5' de un gen de proteína de unión a/b de clorofila de60
petunia (cab22L) aguas abajo del sitio de inicio de la transcripción 35S se puede utilizar para aumentar los niveles
en estado estacionario de expresión del gen indicador (Harpster y cols., 1988, Mol Gen Genet. 212(1):182-90). El
documento WO95/006742 describe el uso de secuencias líder no traducidas 5' derivadas de genes que codifican
proteínas de choque térmico para incrementar la expresión del transgén.

65
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Estas UTRs son particularmente útiles si la secuencia de ácido nucleico que constituye el promotor de la presente
invención no comprende los primeros 44 o 48 nucleótidos 5' del inicio de la traducción (es decir, los nucleótidos 926
a 959 de SEQ ID NO: 1 o los nucleótidos 922 a 959 de SEQ ID No 1). En otras palabras, estas UTRs se pueden
usar ventajosamente si el promotor de la presente invención no alcanza más allá del nucleótido 922 o el nucleótido
926 de SEQ ID NO: 1. En estos casos, la región promotora resultante todavía es capaz de dirigir la expresión5
preferente en fibras o específica en fibras del gen ligado operativamente a la misma en algodón entre 15 y 35 días
después de la antesis (dpa) pero no en fibras de 10 dpa.

El gen quimérico también comprende una secuencia de terminación de la transcripción o de poliadenilación
operativa en una célula de planta, particularmente una célula de planta de algodón. Como una secuencia de10
terminación de la transcripción o de poliadenilación, se puede hacer uso de cualquier secuencia correspondiente de
origen bacteriano, tal como, por ejemplo, el terminador nos de Agrobacterium tumefaciens, de origen viral, tal como,
por ejemplo, el terminador 35S de CaMV, o de origen vegetal, tal como, por ejemplo, un terminador de histona como
el descrito en la Solicitud de Patente publicada EP 0 633 317 A1.

15
En un ejemplo del gen quimérico descrito en la presente, dicho producto de expresión de interés es una proteína, un
péptido o una molécula de ARN, dicha molécula de ARN capaz de modular la expresión de un gen endógeno a
dicha planta. En un ejemplo, dicha proteína, péptido o molécula de ARN es capaz de modular una propiedad de las
fibras. En otro ejemplo, dicha proteína, péptido o molécula de ARN esta implicado en la biosíntesis de auxina.

20
El término "proteína", según se usa en la presente, describe un grupo de moléculas que consisten en más de 30
aminoácidos, mientras que el término "péptido" describe moléculas que consisten en hasta 30 aminoácidos. Las
proteínas y los péptidos pueden formar además dímeros, trímeros u oligómeros superiores, es decir que consisten
en más de una molécula de (poli)péptido. Las moléculas de proteína o péptido que forman estos dímeros, trímeros,
etc. pueden ser idénticas o no idénticas. Las estructuras de orden superior correspondientes se denominan, por25
consiguiente, homo- o heterodímeros, homo- o heterotrímeros, etc. Los términos "proteína" y "péptido" también se
refieren a proteínas o péptidos modificados naturalmente en los que la modificación se efectúa, p. ej., mediante
glicosilación, acetilación, fosforilación y similares. Estas modificaciones son muy conocidas en la especialidad.

Proteínas ejemplares adecuadas como productos de expresión incluyen proteínas implicadas en la modificación de30
propiedades de las fibras, tales como las que median en el incremento en la longitud de las fibras, una alteración en
la resistencia de las fibras o una alteración en las propiedades de la pared celular que dé como resultado, p. ej., una
carga alterada de dichas paredes celulares, una alteración en la capacidad de tinción, una disminución en la
producción de fibras apelusadas, una alteración en la relación de madurez de las fibras, una disminución en el
contenido de fibras inmaduras o un incremento en la uniformidad de las fibras y el micronaire.35

Dicho producto de expresión de interés también puede ser una molécula de ARN capaz de modular la expresión de
un gen endógeno a dicha planta de algodón.

Ejemplos de genes diana adecuados para productos de expresión de ARN en relación con esto incluyen los40
implicados en la modificación de las propiedades de las fibras, tales como los que median en un incremento en la
longitud de las fibras, una alteración en la resistencia de las fibras o una alteración en las propiedades de la pared
celular que dé como resultado, p. ej., una carga alterada de dichas paredes celulares, una alteración en la capacidad
de tinción, una disminución en la producción de fibras apelusadas, una alteración en la relación de madurez de las
fibras, una disminución en el contenido de fibras inmaduras o un incremento en la uniformidad de las fibras y el45
micronaire.

Para el caso de las moléculas de ARN, estará claro que si las secuencias de ácido nucleico de moléculas de DNA se
definen mediante referencia a secuencias de ácido nucleico de moléculas de ARN correspondientes, la timina (T) en
la secuencia de ácido nucleico se debe reemplazar por uracilo (U). Si se hace referencia a moléculas de ARN o50
ADN, estará claro a partir del contexto de la solicitud.

El término "capaz de modular la expresión de un gen" se refiere a la acción de una molécula de ARN, tal como una
molécula de ARN inhibidora según se describe en la presente, para influir de diferentes modos en el nivel de
expresión de genes diana. Esto se puede efectuar, p. ej., al inhibir la expresión de un gen diana al interactuar55
directamente con componentes que conducen la expresión tales como el propio gen o el ARNm transcrito que da
como resultado una disminución de la expresión, o al inhibir otro gen implicado en la activación de la expresión de
un gen diana aboliendo de ese modo dicha activación, o inhibir otro gen implicado en la inhibición de la expresión de
un gen diana que da como resultado un incremento de expresión. La inhibición de un gen implicado en la inhibición
de la expresión de un gen diana usando ARN inhibidor puede, por el contrario, dar como resultado una activación de60
la expresión de dicho gen diana.

Los moléculas de ARN inhibidoras disminuyen los niveles de ARNms de sus proteínas diana disponibles para la
traducción en dicha proteína diana. De este modo, se puede inhibir la expresión de proteínas implicadas en
respuestas no deseadas a condiciones de estrés. Esto se puede conseguir a través de técnicas bien establecidas65
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incluyendo cosupresión (supresión de ARN de sentido), ARN antisentido, ARN bicatenario (ARNds), ARNsi o
microARN (miARN).

Una molécula de ARN como producto de expresión según se divulga en la presente comprende una parte de una
secuencia de ácido nucleico que codifica una proteína diana o una secuencia homóloga para regular a la baja la5
expresión de dicha proteína diana. Otro ejemplo para una molécula de ARN como producto de expresión para el uso
en la regulación a la baja de la expresión son moléculas de ARN antisentido que comprenden una secuencia de
ácido nucleico complementaria a al menos una parte de una secuencia de ácido nucleico que codifica una proteína
de interés o una secuencia homóloga. Aquí, la regulación a la baja se puede efectuar, p. ej., al introducir este ARN
antisentido o un ADN quimérico que codifica esta molécula de ARN. En otro ejemplo más, la expresión de una10
proteína de interés se regula a la baja al introducir una molécula de ARN bicatenario que comprende una región de
ARN de sentido y una de antisentido correspondientes a y respectivamente complementarias a al menos parte de
una secuencia génica que codifica dicha proteína de interés, región de ARN de sentido y antisentido que son
capaces de formar una región de ARN bicatenario entre sí. Esta molécula de ARN bicatenario puede ser codificada
por moléculas tanto de sentido como antisentido según se describe anteriormente y por una molécula monocatenaria15
que es procesada para formar ARNsi o miARN.

En un ejemplo, la expresión de una proteína diana se puede regular a la baja al introducir una construcción de ADN
quimérica que da una molécula de ARN de sentido capaz de regular a la baja la expresión mediante cosupresión. La
región de ADN transcrita dará durante la transcripción la llamada molécula de ARN de sentido capaz de reducir la20
expresión de un gen que codifica una proteína diana en la planta diana o una célula de planta de un modo
transcripcional o postranscripcional. La región de ADN transcrita (y la molécula de ARN resultante) comprende al
menos 20 nucleótidos consecutivos que tienen al menos 95% de identidad de secuencia con la porción
correspondiente de la secuencia de ácido nucleico que codifica la proteína diana presente en la célula de planta o la
planta.25

Alternativamente, un producto de expresión para la regulación a la baja de la expresión de una proteína diana es
una molécula de ARN antisentido. La regulación a la baja o la reducción de la expresión de una proteína de interés
en la planta o la célula de planta de algodón diana se efectúa de nuevo de un modo transcripcional o
postranscripcional. La región de ADN transcrita (y la molécula de ARN resultante) comprende al menos 2030
nucleótidos consecutivos que tienen al menos 95% de identidad de secuencia con el complemento de la porción
correspondiente de la secuencia de ácido nucleico que codifica dicha proteína diana presente en la célula de planta
o la planta.

Sin embargo, la secuencia de ácido nucleico mínima de la región de ARN antisentido o de sentido de35
aproximadamente 20 nt (nucleótidos) de la secuencia de ácido nucleico que codifica una proteína diana puede estar
comprendida dentro de una molécula de ARN mayor, que varía en tamaño de 20 nt a una longitud igual al tamaño
del gen diana. Las regiones de ácido nucleico de antisentido o sentido mencionadas pueden así tener una longitud
de aproximadamente 21 nt a aproximadamente 5000 nt, tal como 21 nt, 40 nt, 50 nt, 100 nt, 200 nt, 300 nt, 500 nt,
1000 nt, 2000 nt o incluso aproximadamente 5000 nt o una longitud mayor. Por otra parte, no se requiere para el40
propósito de la invención que la secuencia de ácido nucleico de la molécula de ARN inhibidora usada o la región
codificante del transgén sea completamente idéntica o complementaria al gen endógeno que codifica la proteína
diana cuya expresión está destinada a ser reducida en la célula de planta. Cuanto más larga sea la secuencia,
menos riguroso será el requisito para la identidad de secuencia global. Así, las regiones de sentido o antisentido
pueden tener una identidad de secuencia global de aproximadamente 40% o 50% o 60% o 70% u 80% o 90% o45
100% con la secuencia de ácido nucleico de un gen endógeno o el complemento del mismo. Sin embargo, según se
menciona, las regiones antisentido o de sentido deben comprender una secuencia de ácido nucleico de 20
nucleótidos consecutivos que tiene de aproximadamente 95 a aproximadamente 100% de identidad de secuencia
con la secuencia de ácido nucleico del gen endógeno que codifica el gen diana. El tramo de aproximadamente 95 a
aproximadamente 100% de identidad de secuencia puede ser de aproximadamente 50, 75 o 100 nt.50

La eficacia de los susodichos genes quiméricos para la regulación a la baja del nivel de expresión génica mediada
por ARN antisentido o ARN de sentido se puede mejorar adicionalmente mediante la inclusión de elementos de ADN
que dan como resultado la expresión de moléculas de ARN inhibidoras no poliadeniladas aberrantes. Uno de estos
elementos de ADN adecuado para ese propósito es una región de ADN que codifica una ribozima de autoempalme.55
La eficacia también se puede mejorar al proveer a las moléculas de ARNs generadas de señales de localización o
retención nuclear.

Además, un producto de expresión como el descrito en la presente puede ser una secuencia de ácido nucleico que
da una molécula de ARN bicatenario capaz de regular a la baja la expresión de un gen que codifica una proteína60
diana. Durante la transcripción de la región de ADN, el ARN es capaz de formar una molécula de ARNds a través de
apareamiento de bases convencional entre una región de sentido y antisentido, en donde la región de sentido y
antisentido son secuencias de ácido nucleico como las descritas anteriormente en la presente. Los productos de
expresión que son ARNds según la invención pueden comprender además un intrón, tal como un intrón heterólogo,
situado, p. ej., en el espaciador entre las regiones de ARN de sentido y antisentido según la divulgación del65
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documento WO 99/53050. Para conseguir la construcción de este transgén, se puede hacer uso de los vectores
descritos en el documento WO 02/059294 A1.

En un ejemplo, dicha molécula de ARN comprende una región de ARN primera y segunda en la que 1. dicha primera
región de ARN comprende una secuencia de ácido nucleico de al menos 19 nucleótidos consecutivos que tiene al5
menos aproximadamente 94% de identidad de secuencia con la secuencia de ácido nucleico de dicho gen
endógeno; 2. dicha segunda región de ARN comprende una secuencia de ácido nucleico complementaria a dichos
19 nucleótidos consecutivos de dicha primera región de ARN; 3. dichas primera y segunda región de ARN son
capaces de apareamiento de bases para formar una molécula de ARN bicatenaria entre al menos dichos 19
nucleótidos consecutivos de dichas primera y segunda región. En otros ejemplos, se aplican las mismas10
consideraciones que se describen anteriormente para ARN de sentido y antisentido.

Otro producto de expresión ejemplar es una molécula de microARN (miARN, que se puede procesar a partir de una
molécula de pre-microARN) capaz de guiar la escisión de ARNm transcrito a partir del ADN que codifica la proteína
diana que se va a traducir en dicha proteína diana. Las moléculas de miARN se pueden introducir convenientemente15
en células de planta a través de la expresión a partir de un gen quimérico como el descrito en la presente que
comprende una (segunda) secuencia de ácido nucleico que codifica como producto de expresión de interés este
transcrito de miARN, pre-miARN o miARN primario.

Los miARNs son ARNs endógenos pequeños que regulan la expresión génica en plantas, pero también en otros20
eucariotas. Según se usa en la presente, un "miARN" es una molécula de ARN de aproximadamente 20 a 30
nucleótidos (Siomi y Siomi, 2009) de longitud que se puede cargar en un complejo de RISC y dirigir la escisión de
una molécula de ARN diana, en donde la molécula de ARN diana comprende una secuencia de ácido nucleico
esencialmente complementaria a la secuencia de ácido nucleico de la molécula de miARN. En miARNs ejemplares,
se pueden producir uno o más de los siguientes desajustes en el miARN esencialmente complementario al ARN25
diana:

- Un desajuste entre el nucleótido en el extremo 5' de dicho miARN y la secuencia de ácido nucleico correspondiente
en la molécula de ARN diana;

- Un desajuste entre uno cualquiera de los nucleótidos en la posición 1 a la posición 9 de dicho miARN y la
correspondiente secuencia de ácido nucleico en la molécula de ARN diana;30

- Tres desajustes entre uno cualquiera de los nucleótidos en la posición 12 a la posición 21 de dicho miARN y la
correspondiente secuencia de ácido nucleico en la molécula de ARN diana con la condición de que no haya más de
dos desajustes consecutivos;

- No está permitido desajuste en las posiciones 10 y 11 del miARN (todas las posiciones del miARN están indicadas
partiendo del extremo 5' de la molécula de miARN).35

Según se usa en la presente, una molécula de "pre-miARN" es una molécula de ARN de aproximadamente 100 a
aproximadamente 200 nucleótidos, preferiblemente de aproximadamente 100 a aproximadamente 130 nucleótidos
que pueden adoptar una estructura secundaria que comprende un tallo de ARNds y un bucle de ARN monocatenario
y que comprende además la secuencia de ácido nucleico del miARN y su secuencia complementaria del miARN* en
el tallo de ARN bicatenario. Preferiblemente, el miARN y su complemento están situados de aproximadamente 10 a40
aproximadamente 20 nucleótidos desde los extremos libres del tallo de miARN ARNds. La longitud y la secuencia de
la región de bucle monocatenaria no son críticas y pueden variar considerablemente, p. ej. entre 30 y 50 nt de
longitud. Preferiblemente, la diferencia en energía libre entre la estructura de ARN desapareada y apareada está
entre -20 y -60 kcal/mol, por ejemplo alrededor de -40 kcal/mol. La complementariedad entre el miARN y el miARN*
no necesita ser perfecta y se pueden tolerar de aproximadamente 1 a 3 protuberancias de nucleótidos45
desapareados. La estructura secundaria adoptada por una molécula de ARN se puede predecir mediante algoritmos
informáticos convencionales en la especialidad tales como mFold, UNAFold y RNAFold. La hebra particular del tallo
de ARNds procedente del pre-miARN que se libera por la actividad de DCL y se carga sobre el complejo de RISC se
determina mediante el grado de complementariedad en el extremo 5', con lo que la hebra que en su extremo 5' es la
menor implicada en la unión por enlace de hidrógeno entre los nucleótidos de las diferentes hebras del tallo de50
ARNds escindido se carga en el complejo de RISC y determinará la especificidad de secuencia de la degradación de
la molécula de ARN diana. Sin embargo, si empíricamente la molécula de miARN procedente de una molécula de
pre-miARN sintético particular no es funcional debido a que la hebra "errónea" está cargada en el complejo de RISC,
será inmediatamente evidente que este problema se puede resolver al intercambiar la posición de la molécula de
miARN y su complemento en las hebras respectivas del tallo de ARNds de la molécula de pre-miARN. Como se55
sabe en la especialidad, la unión entre A y U que implica dos enlaces de hidrógeno o G y U que implica dos enlaces
de hidrógeno es menos fuerte que entre G y C que implica tres enlaces de hidrógeno.
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Las moléculas de miARN pueden estar comprendidas dentro de sus moléculas de pre-miARN presentes en la
naturaleza, pero también se pueden introducir en andamiajes de la molécula de pre-miARN existentes al
intercambiar la secuencia de ácido nucleico de la molécula de miARN normalmente procesada a partir de esta
molécula de pre-miARN existente para la secuencia de ácido nucleico de otro miARN de interés. El andamiaje del
pre-miARN también puede ser completamente sintético. Asimismo, las moléculas de miARN sintéticas pueden estar5
comprendidas dentro de, y ser procesadas a partir de, andamiajes de molécula de pre-miARN existentes o
andamiajes de pre-miARN sintéticos.

Los productos de expresión ejemplares también pueden ser ribozimas que catalizan bien su propia escisión o bien la
escisión de otros ARNs.10

En un ejemplo del gen quimérico divulgado en la presente, modular la expresión es incrementar la expresión y dicha
secuencia de ácido nucleico que codifica un producto de expresión de interés codifica un ARN, que cuando se
transcribe da una molécula de ARN capaz de incrementar la expresión de un gen endógeno a dicha planta de
algodón. Estos genes se podrían correlacionar positivamente con la longitud de las fibras, la resistencia de las fibras15
o una alteración deseada en las propiedades de la pared celular, que dé como resultado, p. ej., una carga alterada
de dichas paredes celulares, una alteración en la capacidad de tinción, una disminución en la producción de fibras
apelusadas, una alteración en la relación de madurez de las fibras, una disminución en el contenido de fibras
inmaduras o un incremento en la uniformidad de las fibras y el micronaire o 2. da una molécula de ARN capaz de
disminuir la expresión de un gen endógeno a dicha planta de algodón, en donde dicho gen puede estar20
correlacionado negativamente con la longitud de las fibras, la resistencia de las fibras o una alteración deseada en
las propiedades de la pared celular que da como resultado, p. ej., una carga alterada de dichas paredes celulares,
una alteración en la capacidad de tinción, una disminución en la producción de fibras apelusadas, una alteración en
la relación de madurez de las fibras, una disminución en el contenido de fibras inmaduras o un incremento en la
uniformidad de las fibras y el micronaire25

En otro ejemplo del gen quimérico descrito en la presente, dicho producto de expresión es un gen indicador o un gen
específico para fibras según se describe en otras partes en esta solicitud.

En un ejemplo del gen quimérico descrito en la presente, dicha molécula de ARN comprende una primera y una 30
segunda región de ARN en las que 1. dicha primera región de ARN comprende una secuencia de ácido nucleico de
al menos 19 nucleótidos consecutivos que tiene al menos aproximadamente 94% de identidad de secuencia con la
secuencia de ácido nucleico de dicho gen endógeno; 2. dicha segunda región de ARN comprende una secuencia de
ácido nucleico complementaria a dichos 19 nucleótidos consecutivos de dicha primera región de ARN; y 3. dichas 
primera y segunda región de ARN son capaces de apareamiento de bases para formar una molécula de ARN35
bicatenaria entre al menos dichos 19 nucleótidos consecutivos de dichas primera y segunda región.

Células de planta y plantas

La presente invención también se dirige a células de planta de algodón transgénicas y plantas de algodón
transgénicas que comprenden una secuencia de ácido nucleico como la descrita anteriormente, es decir la
secuencia promotora divulgada en la presente, ligada operativamente a una secuencia de ácido nucleico heteróloga40
que codifica un producto de expresión de interés. Alternativamente, dichas células de planta o plantas transgénicas
comprenden en gen quimérico divulgado en la presente. Se describen anteriormente secuencias promotoras y
productos de expresión de interés ejemplares u otros elementos reguladores.

Una célula de planta de algodón o una planta de algodón transgénica se puede producir al introducir la secuencia o45
las secuencias de ácido nucleico que se describen anteriormente en plantas de algodón o células de planta de
algodón. "Introducir" en relación con la presente solicitud se refiere a la colocación de información genética en una
célula de planta o una planta por medios artificiales. Esto se puede efectuar mediante cualquier método conocido en
la especialidad para introducir ARN o ADN en células de planta, protoplastos, callos, raíces, tubérculos, semillas,
tallos, hojas, plántulas, embriones, polen y microesporas, otros tejido de planta, o plantas enteras. Más50
particularmente, "introducir" significa integrar establemente en el genoma de la planta.

Las plantas que contienen al menos una secuencia de ácido nucleico transformada se denominan "plantas
transgénicas". Transgénico y recombinante se refieren a un organismo hospedador 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 quimérico55
según se describen en la presente). El ácido nucleico se puede integrar establemente en el genoma de la planta.
Métodos específicos para la introducción se describen en relación con los métodos divulgados en la presente.

"Algodón" o "planta de algodón", según se usa en la presente, puede ser cualquier especie del género Gossypium
útil para cultivar y cosechar fibras de algodón. Las especies de algodón más comúnmente usadas son Gossypium60
barbadense, G. hirsutum, G. arboreum y G. herbaceum. Especies adicionales incluyen G. africanum y G. raimondii.
También se incluyen la progenie de cruces de cualquiera de las especies anteriores con otras especies o cruces
entre estas especies.

E14787180
05-12-2018ES 2 701 243 T3

 



14

Una célula de planta de algodón puede ser cualquier célula que comprenda esencialmente la información genética
necesaria para definir una planta de algodón, que puede, aparte del gen quimérico divulgado en la presente, estar
complementada mediante uno o más transgenes adicionales. Las células se pueden derivar de los diversos órganos
y/o tejidos que forman una planta de algodón, incluyendo, pero no limitados a, frutos, semillas, embriones, tejido5
reproductor, regiones meristemáticas, tejido calloso, hojas, raíces, vástagos, flores, tejido vascular, gametofitos,
esporofitos, polen y microesporas.

La presente solicitud también divulga una planta transgénica que consiste en las células de planta de algodón
transgénica descritas anteriormente en la presente, o que comprende el gen quimérico descrito en la presente10
establemente integrado en el genoma de la planta. Esto se puede efectuar mediante protocolos de transformación
descritos en cualquier parte de esta solicitud.

En otra realización, la presente invención se refiere a una semilla generada a partir de una planta transgénica
descrita en la presente, en donde dicha semilla comprende el gen quimérico descrito en la presente.15

La semilla es formada por una planta embrionaria encerrada con nutrientes almacenados por una envuelta seminal.
Es el producto del óvulo madurado de plantas gimnospermas y angiospermas, a las últimas de las cuales pertenece
el algodón, que se produce después de la fertilización y hasta un cierto punto el crecimiento dentro de la planta
madre.20

También se divulgan en la presente fibras de algodón y aceite de semillas de algodón obtenibles de las plantas
divulgadas en la presente. Las fibras de algodón divulgadas en la presente se pueden distinguir de otras fibras al
aplicar el método de detección divulgado en el documento WO2010/015423 y verificar la presencia del ácido
nucleico de (a) o un gen quimérico de (b) en las fibras. Según esto, el ácido nucleico de (a) también se puede usar25
para rastrear paredes celulares, en particular fibras de algodón según la invención.

Métodos y usos

Por otra parte, la presente invención se refiere a un método para producir una planta de algodón transgénica (a)30
proporcionando un gen quimérico descrito en la presente; y (b) introducir dicho gen quimérico en una planta.

Está disponible un número de métodos para introducir ADN en células de planta o plantas, bien mediante
transformación o bien mediante 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 WO35
2000/71733.

Las plantas también se pueden transformar mediante bombardeo de partículas: Partículas de oro o volframio se
revisten con ADN y a continuación se disparan a células de planta jóvenes o embriones de planta. Este método
también permite la transformación de plástidos de planta. La transformación de algodón mediante bombardeo de40
partículas se presenta, p. ej., en el documento WO 92/15675.

La transformación (transducción) viral se puede usar para la expresión transitoria o estable de un gen, dependiendo
de la naturaleza del genoma viral. El material genético deseado se empaqueta en un virus de planta adecuado y se
deja que el virus modificado infecte la planta. La progenie de las plantas infectadas está libre de virus y también está45
libre del gen insertado. Métodos adecuados para la transformación viral se describen o se detallan adicionalmente,
p. ej., en los documentos WO 90/12107, WO 03/052108 o WO 2005/098004.

"Introgresión" significa la integración de un gen en un genoma de planta por medios naturales, es decir al cruzar una
planta que comprende el gen quimérico descrito en la presente con una planta que no comprende dicho gen50
quimérico. Los descendientes se puede seleccionar con respecto a los que comprenden el gen quimérico.

Protocolos de transformación e introgresión adicionales también se pueden encontrar en la patente de EE. UU.
7.172.881.

55
El gen quimérico se puede introducir, p. ej., mediante transformación, en plantas de algodón a partir de las cuales se
puede derivar el callo embriogénico, tales como Coker 312, Coker310, GSC25110, FIBERMAX 819, Siokra 1-3, T25,
GSA75, Acala SJ2, Acala SJ4, Acala SJ5, Acala SJ-C1, Acala B1644, Acala 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, non Acala "picker" Siokra, la variedad "stripper" FC2017,60
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, CHEMBRED C4,
PAYMASTER 145, HS26, HS46, SICALA, PIMA S6 ORO BLANCO PIMA, FIBERMAX FM5013, FIBERMAX
FM5015, FIBERMAX FM5017, FIBERMAX FM989, FIBERMAX FM832, FIBERMAX FM966, FIBERMAX FM958,65
FIBERMAX FM989, FIBERMAX FM958, FIBERMAX FM832, FIBERMAX FM991, FIBERMAX FM819, FIBERMAX
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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.

En un aspecto adicional, la presente solicitud divulga un método para cultivar algodón que comprende (a1)5
proporcionar la planta transgénica descrita en la presente o producida mediante el método descrito en la presente; o
(a2) introducir un gen quimérico descrito en la presente en una planta; (b) cultivar la planta de (a1) o (a2); y (c)
recoger el algodón producido por dicha planta.

"Cultivar" se refiere a crear el ambiente para que las plantas crezcan, se multipliquen y/o envejezcan. Condiciones10
de cultivo adecuadas para plantas específicas son muy conocidas en la especialidad.

En otro aspecto, la presente solicitud divulga un método para producir una semilla que comprende el gen quimérico
divulgado en la presente que comprende (a) cultivar una planta transgénica que comprende el gen quimérico
descrito en la presente o el vector descrito en la presente, una planta transgénica descrita en la presente o una15
planta transgénica obtenida mediante el método descrito en la presente, en donde dicha planta transgénica produce
dicha semilla y dicho gen quimérico está comprendido en dicha semilla, y (b) aislar dicha semilla de dicha planta
transgénica.

En un ejemplo del método para producir una planta transgénica o el método para producir una semilla, la planta es20
una planta de algodón como la descrita en cualquier parte en esta solicitud.

En otro aspecto, la presente solicitud divulga un método para efectuar una expresión preferente en fibras de un
producto en algodón entre 15 y 35 días después de la antesis (dpa) pero no en fibras de 10 dpa, que comprende
introducir el gen quimérico divulgado en la presente en el genoma de una planta de algodón; o proporcionar la planta25
de algodón transgénica divulgada en la presente.

En un aspecto adicional, la presente solicitud divulga un método para alterar las propiedades de la fibras en una
planta de algodón, que comprende introducir el gen quimérico divulgado en la presente en el genoma de una planta
de algodón; o proporcionar la planta de algodón transgénica divulgada en la presente.30

En un ejemplo, el método comprende además cultivar dicha planta hasta que se generan semillas.

En otro ejemplo basado en la etapa adicional anterior, el método es para incrementar el rendimiento de algodón de
una planta de algodón y comprende además recoger el algodón producido por dicha planta de algodón. En otras35
palabras, se divulga en la presente un método para incrementar el rendimiento de algodón de una planta de
algodón, que comprende introducir el gen quimérico divulgado en la presente en el genoma de una planta de
algodón; o proporcionar la planta transgénica divulgada en la presente; cultivar dicha planta hasta que se generan
semillas; y recoger el algodón producido por dicha planta de algodón.

40
El término "incrementar el rendimiento" en relación con la presente solicitud se refiere a un incremento en la
producción de fibras de algodón que se puede conseguir, p. ej., al incrementar el número de fibras producidas en
una semilla de algodón, la longitud de las fibras o la resistencia de las fibras. Se han descrito anteriormente genes y
productos de expresión de los mismos implicados en conferir estas propiedades.

45
Características ejemplares para una modificación de las propiedades de las fibras son la longitud de las fibras, la
resistencia de las fibras, una alteración en las propiedades de la pared celular que dé como resultado, p. ej., una
carga alterada de las paredes celulares, la capacidad de tinción, una disminución en la producción o el contenido de
fibras apelusadas, la relación de madurez de las fibras, el contenido de fibras inmaduras, la uniformidad de las fibras
y el micronaire.50

En otro aspecto, la presente solicitud divulga el uso del gen quimérico divulgado en la presente o la planta o la célula
de planta de algodón transgénica divulgada en la presente para la expresión preferente en fibras de un producto en
algodón entre 15 y 35 días después de la antesis (dpa) pero no en fibras de 10 dpa, para alterar las propiedades de
las fibras en algodón o para incrementar el rendimiento de algodón. Las definiciones y los ejemplos adicionales55
descritos anteriormente para otros aspectos divulgados en la presente se aplican igualmente al presente aspecto.

Las células de planta o las plantas transformadas descritas en la presente tales como las obtenidas mediante los
métodos descritos en la presente se pueden usar además en procedimientos de reproducción muy conocidos en la
especialidad, tales como cruzamiento, autofecundación y retrocruzamiento. Los programas de reproducción pueden60
implicar el cruzamiento para generar una generación F1 (primer filial), seguido por varias generaciones de
autofecundación (que generan F2, F3, etc.). El programa de reproducción también puede implicar etapas de
retrocruzamiento (BC), por las que la descendencia se retrocruza con una de las líneas parentales, denominada el
progenitor recurrente.

65
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Según esto, también se divulga en la presente un método para producir plantas que comprenden el gen quimérico
divulgado en la presente, que comprende la etapa de cruzar la planta de algodón divulgada en la presente con otra
planta o consigo misma y seleccionar la descendencia que comprende dicho gen quimérico.

Las células de planta o las plantas transgénicas obtenidas mediante los métodos divulgados en la presente también5
se pueden usar adicionalmente en procedimientos de transformación posteriores, p. ej. para introducir un gen
quimérico adicional.

Las células de planta y las plantas transgénicas que comprenden un gen recombinante según la invención se
pueden usar para producir alimentos, piensos (tales como aceite, harina, grano, almidón, harina fina o proteína) o un10
producto industrial tal como biocombustible, fibra, productos químicos industriales, un producto farmacéutico o un
producto nutracéutico, particularmente para la producción de fibras de algodón.

Las plantas o las semillas de algodón que comprenden el gen quimérico divulgado en la presente o obtenidas
mediante los métodos divulgados en la presente se pueden tratar adicionalmente con herbicidas para algodón tales15
como diurona, fluometurona, MSMA, oxifluorfeno, prometrina, trifluralina, carfentrazona, cletodim, fluazifop-butilo,
glifosato, norflurazona, pendimetalina, piritiobaco-sodio, trifloxisulfurona, tepraloxidim, glufosinato, flumioxazina,
tidiazurona; insecticidas para algodón tales como acefato, aldicarb, clorpirifós, cipermetrina, deltametrina,
abamectina, acetamiprida, benzoato de emamectina, imidacloprida, indoxacarb, lambda-cihalotrina, espinosad,
tiodicarb, gamma-cihalotrina, espiromesifeno, piridalilo, flonicamida, flubendiamida, triflumurona, rinaxipir, beta-20
ciflutrina, espirotetramato, clotianidina, tiametoxam, tiacloprida, dinetofurano, flubendiamida, ciazipir, espinosad,
espinotoram, gamma-cihalotrina, 4-[[(6-clorpiridin-3-il)metil](2,2-difluoretil)amino]furan-2(5h)-ona, tiodicarb,
avermectina, flonicamida, piridalilo, espiromesifeno, sulfoxaflor; y fungicidas para algodón tales como azoxistrobina,
bixafeno, boscalida, carbendazim, clorotalonilo, cobre, ciproconazol, difenoconazol, dimoxistrobina, epoxiconazol,
fenamidona, fluazinam, fluopiram, fluoxastrobina, fluxapiroxad, iprodiona, isopirazam, isotianilo, mancozeb, maneb,25
metominostrobina, pentiopirad, picoxistrobina, propineb, protioconazol, piraclostrobina, quintozeno, tebuconazol,
tetraconazol, tiofanato-metilo, trifloxistrobina. Para un tratamiento con herbicidas para algodón, dicha plantas o
semillas de algodón comprenden además preferiblemente un rasgo que confiere una tolerancia al herbicida
respectivo o son naturalmente tolerantes a un herbicida.

30
Los siguientes Ejemplos no limitativos describen el aislamiento de un promotor selectivo para fibras, y la
construcción de genes quiméricos para la expresión selectiva en el desarrollo de células de fibra. A menos que se
indique otra cosa en los Ejemplos, todas las técnicas de ADN recombinante se llevan a cabo según protocolos
estándar como los descritos en Sambrook y cols. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Segunda Edición,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY y en los Volúmenes 1 y 2 de Ausubel y cols. (1994) Current Protocols in35
Molecular Biology, Current Protocols, USA. Materiales y métodos estándar para el trabajo molecular en plantas se
describen en Plant Molecular Biology Labfax (1993) de R.D.D. Croy, publicados 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 el40
listado de secuencias:

SEQ ID No 1: secuencia nucleotídica de la región promotora selectiva en fibras de un gen tipo FB8 procedente de
Gossypium hirsutum (BAC8K12)

45
SEQ ID No. 2: secuencia nucleotídica del cebador oligonucleotídico tipo FB8_F

SEQ ID No. 3: secuencia nucleotídica del cebador oligonucleotídico tipo FB8_R

SEQ ID No. 4: secuencia nucleotídica del cebador oligonucleotídico tipo QFB8_F50

SEQ ID No. 5: secuencia nucleotídica del cebador oligonucleotídico tipo QFB8_R

SEQ ID No. 6: secuencia nucleotídica del cebador oligonucleotídico UbiQ_F
55

SEQ ID No. 7: secuencia nucleotídica del cebador oligonucleotídico UbiQ_R

SEQ ID No. 8: secuencia nucleotídica del cebador oligonucleotídico tipo gwFb8Pro(8K12)_F

SEQ ID No. 9: secuencia nucleotídica del cebador oligonucleotídico tipo gwFb8Pro(8K12)_R60

SEQ ID No. 10: secuencia nucleotídica del gen tipo FB8 8K12 (región promotora y región codificante)

SEQ ID No. 11: secuencia de ácido nucleico que codifica el gen de quitina sintasa 2 de Neurospora crassa
65

SEQ ID No. 12: señal que se dirige al aparato de Golgi procedente de Arabidopsis thaliana
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SEQ ID No. 13: secuencia codificante del gen gfa (glutamina:fructosa-6-fosfato amidotransferasa) de E. coli

SEQ ID No. 14: secuencia nucleotídica de pTIB259

Ejemplos

Ejemplo 1: Identificación de posibles genes expresados preferentemente en fibras5

Una lista de aproximadamente 450 genes expresados en fibras potenciales se generó a partir de un análisis de la
bibliografía y datos públicos de micromatrices y esta se redujo a través de un procedimiento de examen de la
frecuencia de presencia de ESTs homólogas a esos genes en bases de datos públicas (como un sustituto de la
abundancia de transcritos) y a continuación seguimiento con RT-PCR cuantitativa a través de una gama de tipos de
tejidos y edades de las fibras. Se decidió considerar particularmente el gen F203F9 (DR176749, tipo Fb8). Este es10
un gen originalmente identificado por Liu y cols. (2006) mediante hibridación sustractiva por supresión a partir de las
fibras de G. hirsutum cultivar TM-1. Liu y cols., 2006 apuntaron que el clon F203F9 (presentado como el registro del
Genbank DR176749) se expresaba predominantemente en fibras de 20 dpa, pero no se expresaba en fibras de 10 
dpa. En esa publicación, la EST se anotó como muy similar al ADNc de G. barbadense tipo Fb8 (AF531368), pero
también está estrechamente relacionada con el ADNc de G. barbadense FbLate-2 (U34401) cDNA, ambos15
miembros de una familia multigénica en algodón.

Una búsqueda por blastN de las ESTs del algodón del Genbank con DR176749 identificaba varias ESTs muy
similares, incluyendo AF531368, confirmando que este gen era un miembro de una familia multigénica. DR176749
era idéntico a lo largo de la mayor parte de su longitud a la secuencia EST más larga de AF531368 de modo que20
esta se usó para diseñar cebadores (tipo Fb8_F: 5'-attcttttctttctatttggttaaccat-3' (SEQ ID NO: 2) y tipo Fb8_R: 5'-
tagtgctcgagccagactga-3' (SEQ ID NO: 3)) que flanqueaban la región codificante de EST tipo Fb8 AF531368 para
amplificar el gen o los genes procedentes de ADNc y ADN genómico de fibras de algodón Upland para examinar la
diversidad dentro de esta familia génica.

25
Tanto los clones de ADNc (procedentes de una mezcla de ARNm de fibras Coker315 de 10 y 20 dpa) como tipo FB8
genómicos (procedentes de ADN de Coker315) se clonaron y secuenciaron y estos variaban tanto en longitud como
en secuencia, confirmando la naturaleza multigénica de esta familia de genes tipo Fb8. Tres clones de longitud
similar pero diferente, por ejemplo, se recuperaron de ADNc de fibras, siendo el clon tipo cFB8 #1 el más cercano en
identidad a AF531368, el gen tipo FB8 de G. barbadense.30

Este ADNc codificaba una proteína predicha de 276 aminoácidos considerablemente más larga que los 165 residuos
de aminoácido de la proteína tipo Fb8 de G. barbadense pero muy similar en secuencia.

La proteína no ha reconocido dominios conservados (según se confirmaba al usar la plataforma de predicción35
proporcionada en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi), pero tiene un péptido de señal predicho para
secreción (según se confirmaba usando la plataforma de predicción proporcionada en
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) y tiene una estructura de secuencia repetida interesante de tres dominios
ricos en glutamato-lisina según se predice por el cibersitio RADAR (http://www.ebi.ac.uk/Tools/Radar/). La proteína
tipo FB8 de G. barbadense tiene solo la primera de estas tres repeticiones.40

Se diseñaron cebadores de Q-PCR hasta casi el extremo C-terminal de una secuencia tipo FB8 de consenso y se
usaron para perfilar la expresión relativa de genes tipo Fb8 en diferentes tejidos del cultivar de G. hirsutum Coker
315 usando el gen de ubiquitina como una referencia. La preparación de ARN se llevó a cabo según Wan y Wilkins
(1994) con hasta 2 g de fibras trituradas u otros tejidos. Todas las preparaciones de ARN se trataron con ADNsa y45
se purificaron mediante extracción orgánica, Los experimentos de PCR en tiempo real usaban 5 µg de ARN total
para la producción de ADNc según las recomendaciones del fabricante (Superscript II, BRL Life Technologies,
Gaithersburg, MD, EE. UU. de A.) y se cebaron con 0,5 µg de oligo-dT (dT18).

Los cebadores usados se diseñaron con el Cebador 3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) y50
eran tipo QFb8_F: 5'-gagtgccaagagtcacacga-3' (SEQ ID NO: 4) y tipo QFb8_R: 5'-ttggatcccacccttaaaca-3' (SEQ ID
NO: 5) que amplifican un producto de 113 bp. Los cebadores del gen de ubiquitina de algodón eran UbiQ_F: 5'-
aatccactttgcacctggtc-3' (SEQ ID NO: 6) y UbiQ_R: 5'-ctagtggccagctcacatca-3' (SEQ ID NO: 7) que amplifican un
producto de 131 bp (Al Ghazi y cols., 2009). Los experimentos de PCR en tiempo real cuantitativa se llevaron a cabo
en un sistema de PCR en tiempo real rápido Applied Biosystems 7900HT (CA. EE. UU. de A.) según el siguiente55
procedimiento. Se pipetearon en placas de 96 pocillos 15 µl de una mezcla madre que consistía en 10 µl de 2X
SYBR Green JumpStart Taq Ready Mix (Sigma), 0,5 µl de cada uno de 20 µM de oligonucleótidos directo e inverso
correspondientes a un gen diana dado y 4 µl de agua de calidad para PCR. Las plantillas (5 µl de una dilución 1/500
de la reacción de ADNc) se añadieron a continuación a las mezclas madre y se transfirieron al ciclador térmico. Las
condiciones de ciclación eran 5 min de desnaturalización a 95°C seguido por 40 ciclos de desnaturalización a 95°C60
durante 15 segundos, renaturalización a 60°C durante 15 segundos y elongación a 72°C durante 20 segundos.
Después de la amplificación, se llevó a cabo una fase de disociación para detectar cualesquiera productos
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complejos. El análisis de datos se realizó con el software RQmanager V1.2 (Applied Biosystems) y la abundancia
relativa de transcritos se comparó con fibras de 35 dpa determinada usando el gen de ubiquitina de algodón como
un gen de referencia para corregir la entrada de ADNc usando el método ΔΔCt.

Según los datos de Q-PCR (Figura 1), la familia tipo Fb8 se expresa altamente principalmente en la fase de5
engrosamiento de la pared celular de desarrollo de fibras (de 20 a 35 dpa), aunque es la más alta en fibras de
aproximadamente 35 dpa, con poca o ninguna expresión en otras partes.

Ejemplo 2: Aislamiento de un promotor tipo Fb8

La inserción del clon de ADNc tipo cFB8#1 se cortó, se purificó en gel y se usó como una sonda para cribar una
biblioteca de BAC de inserción grande procedente de G. hirsutum cv Acala Maxxa (GH_MBb, Clemson Genomics10
Institute) según el protocolo recomendado por los proveedores
(http://www.genome.clemson.edu/resources/protocols). Se obtuvieron varios BACs de hibridación fuerte, se preparó
ADN y se agrupó por el tipo de patrón de restricción usando transferencia Southern. La secuenciación con
cebadores en la región codificante de los clones con patrones de restricción únicos identificaba el clon BAC8K12.
BAC8K12 codificaba una proteína casi idéntica al tipo cFb8#1 (Figura 2).15

La secuenciación aguas arriba en el promotor y abajo en la región codificante se llevó a cabo de un modo por etapas
a partir de ADN de BAC. El gen codificado no parecía contener un intrón y codificaba una proteína de 277
aminoácidos. La secuencia del promotor y el gen para BAC8K12 se muestra en SEQ ID NO: 10 (región codificante
en letras mayúsculas; la región promotora usada para la construcción de expresión de indicador está subrayada. Las20
regiones contenidas dentro de los cebadores Gateway usados para amplificar el promotor procedente de ADN de
BAC se indican en negrita):
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Ejemplo 3: Producción de una construcción de expresión que comprende tipo pFb8 ligado operativamente a GUS

Un fragmento de 959 bp de la región promotora aguas arriba del codón de inicio ATG se amplificó a partir de ADN
de BAC de BAC8K12 usando los cebadores Gateway tipo gwFb8Pro(8K12)_F (SEQ ID No. 8):
5'-ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctaagcttaaaatcacttatcaatttcaaaaacaga-3' y tipo gwFb8Pro(8K12)_R (SEQ ID No.5
9):
5'-ggggaccactttgtacaagaaagctgggtggttaaccaaatagaaagaaaagaattttaagt-3' (las secuencias específicas del gen
están en negrita) que contienen los sitios de recombinación attB1 y attB2 para la recombinación in vitro usando el
sistema de clonación Gateway (Invitrogen). La amplificación por PCR a partir de ADN de BAC seguida por
depuración con PEG era según las instrucciones del fabricante y la recombinación in vitro usando la reacción BP con10
el vector intermedio pDONR201 (Invitrogen) y la transformación en células DH5alfa daban como resultado la
producción de pDONR/ tipo gwFb8(8K12). El vector intermedio se secuenció con los cebadores pDONR-F y
pDONR-R (Invitrogen) y a continuación se recombinó en un vector de destino del gen indicador a GUS usando la
reacción LR según se recomendaba. Este vector contiene los límites izquierdo y derecho del ADN T, un gen GUS sin
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promotor aguas abajo de un casete de recombinación Gateway attR, un terminador procedente de enzima málica de
Flavaria bidentis y un gen de resistencia a kanamicina expresable en plantas con un promotor procedente del ARN
subgenómico del segmento 1 y un terminador del segmento 3 del virus del raquitismo del trébol subterráneo según
se describe en Schünmann y cols., (2003). El plásmido resultante tipo pFb8(812K)- GUS (Figura 3) se secuenció con
un cebador en el gen indicador de GUS para confirmar la recombinación correcta del promotor y a continuación se5
transfirió a la cepa de Agrobacterium AGL1 (Lazo y cols., 1991) mediante electroporación.

La secuencia del promotor en la dirección 5'-3' (Fig 4) corresponde a SEQ ID NO: 1

Ejemplo 4: Expresión de una construcción que comprende la región promotora de tipo pFb8 ligada operativamente a
GUS10

La funcionalidad del promotor se probó mediante bombardeo de vector tipo pFb8(8K12)-GUS en óvulos de algodón
cultivados y tinción para la actividad de la enzima GUS (Jefferson y cols., 1987). La actividad de Gus se ensayó en
fibras de 7 dpa, 21 dpa y 28 dpa (véase la Tabla 1 y la Figura 5).

Promotor 7 dpa 16 dpa 29 dpa

35S 40/10 1/18 no probado

tipo Fb8(8K12) No probado 1/40 5/48

15
Tabla 1: número de manchas de GUS/número de óvulos analizados. El promotor tipo Fb8(8K12) era capaz de
conducir la expresión de GUS entre 16 dpa y 29 dpa.

La transformación de algodón con la cepa de Agrobacterium que soporta el vector tipo pFb8(8K12)-GUS se llevó a
cabo esencialmente como se describe en Murray y cols., (1999) usando los segmentos de cotiledón de plántula del20
cultivar de algodón Coker315-11 (una selección del cultivar Coker 315 regenerable) y selección con respecto a la
resistencia a sulfato de kanamicina.

Se generó un total de 22 transformantes primarios que representaban 11 episodios de transformación
independientes. Las plantas se transfirieron al suelo y se dejó que florecieran. Las flores se siguieron en la antesis y25
las cápsulas tanto de 10 como de 20 dpa se recogieron y semillas enteras con fibras se tiñeron con respecto a la
enzima GUS usando tinciones histoquímicas de X-gluc según se describe por Jefferson y cols., 1987. También se
tiñeron con respecto a GUS hojas inmaduras, segmentos de peciolos, raíces y secciones de tallo de ramas tanto
jóvenes como más viejas. Los patrones de tinción para cuatro líneas independientes diferentes se resumen en la
Tabla 2 e imágenes representativas se proporcionan en la Figura 6.30

Línea de
transformante

Hoja Peciolo Tallo Raíz fibra
de 10
dpa

fibra
de 20
dpa

T447-1-1 - (sin tinción de tricomas) - - (sin tinción de tricomas) - - +++

T447-21-6 - (sin tinción de tricomas) - - (sin tinción de tricomas) - - +++

T447-22-2 - (sin tinción de tricomas) - - (sin tinción de tricomas) - - +++

T447-56 + (sin tinción de tricomas,
algo de tinción cerca de los
bordes cortados)

- + algo de tinción de glándulas
superficiales cerca de los bordes
cortados, sin tinción de tricomas)

- - +++

Tabla 2: Tejidos en los que se detectaba actividad de la enzima GUS en cuatro plantas de algodón T0 diferentes
transformadas con la construcción tipo pFb8(8K12)-GUS. +, expresión débil o localizada, ++ expresión media, +++35
expresión muy fuerte.

El promotor tipo Fb8 (8K12) también parece ser inducible por lesiones según se indica por tinción de GUS alrededor
de los bordes cortados de las hojas. Un ejemplo representativo se muestra en la Figura 7.

40
El promotor tipo Fb8(8K12) parece ser altamente preferente en fibras aunque hay algo de expresión en tricomas
glandulares pequeños en otras partes de la planta posibles durante las fases tardías de desarrollo de esas
glándulas. El promotor también es inducible por lesiones y esto está de acuerdo con el gen tipo Fb8 que está
implicado en el crecimiento y el engrosamiento rápidos de la pared celular implicados en el procedimiento diverso de
expansión y maduración de fibras, maduración de glándulas secretoras y reparación de la pared celular después de45
la lesión.
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Ejemplo 5: Expresión de una construcción que comprende tipo pFb8 ligado operativamente a GUS en plantas T1

Semillas T1 procedentes de transformantes primarios independientes con alta expresión en fibra de 20 dpa se
recogieron y se plantaron en el invernadero. Estas líneas eran: T447-1-1, T447-21-6, T447-22-2 y T447-56. Se
observaban patrones de tinción similares en las cuatro líneas. Se tiñeron secciones de cotiledones con X-Gluc según
se describe previamente. Se observó actividad de Gus alrededor de los bordes cortados y a lo largo de la5
vasculatura que conduce más allá de los bordes cortados. También se observó tinción en algunos tricomas
glandulares pequeños que están distribuidos a través del cotiledón, particularmente a lo largo de la vasculatura.
Estas reacciones son típicas de una respuesta a lesiones y también se han observado en otros tejidos de la planta
T1 incluyendo las hojas y los peciolos. Un ejemplo representativo se muestra en la Figura 7.

10
Dos plantas T1 procedentes de cada línea se cultivaron hasta la madurez y las flores se siguieron para recoger
cápsulas de diferentes edades (0, 10, 20 y 30 dpa) y se recogieron varios otros tejidos incluyendo hoja, peciolo, tallo,
raíz, envuelta de la cápsula (a 10 y 20 dpa), capullo pequeño y diversas partes de las flores a 0 dpa (incluyendo
bráctea floral, pétalo, estambres y estigma). Estos se tiñeron con respecto a la actividad de GUS. La tinción GUS era
en solución X-Gluc durante la noche a 37°C según se describe previamente. Los tejidos se aclararon en una serie de15
etanol hasta que no se extraía más clorofila y se fotografiaron. Todas las líneas tenían patrones de tinción similares,
pero el patrón de tinción para la línea T-447-22-2 se resume en la Tabla 3, mientras que las figuras 8 y 9 son
fotografías de fibras de diferentes edades y de diferentes tejidos de algodón en plantas T1 de T-447-22-2.

Tabla 3: Patrón de tinción en diferentes tejidos de algodón de plantas T1 de la línea T-447-22-220

Tejido Comentario

Óvulo de 0 dpa Superficie del óvulo solo muy débilmente teñida

Fibra y semilla de 10 dpa Fibras no teñidas, envuelta seminal moderadamente teñida

Fibra y semilla de 20 dpa Fibras moderadamente teñidas, envuelta seminal moderadamente teñida

Fibra de 30 dpa Fibras intensamente teñidas, envuelta seminal teñida

Cotiledón Algunos tricomas glandulares pequeños teñidos, tinción más fuerte de los bordes
cortados principalmente después de la vasculatura. Sin tricomas teñidos.

Hoja Tinción en venas cerca de zonas lesionadas, sin tricomas pilosos teñidos sobre las
hojas.

Peciolo foliar Tinción cerca de los extremos cortados, tricomas pilosos no teñidos

Tallo Tinción débil en el tallo y las glándulas subepidérmicas. Sin tricomas pilosos teñidos

Raíz Sin tinción

Envuelta de cápsula (0, 10 y
20 dpa)

Tinción moderada del tabique de la envuelta de la cápsula que separa los lóculos y
en algunos bordes cortados

Capullo Tinción alrededor de las zonas lesionadas cerca de las brácteas y otros sitios
lesionados y en y alrededor de los óvulos.

Bráctea floral Tinción alrededor de algunos bordes cortados cerca de la base de la bráctea, pero
no los tricomas pilosos.

Pétalo Algo de tinción de la vasculatura cerca del extremo distal del pétalo. Sin tinción cerca
de la base del pétalo o en los tricomas alrededor de la base.

Estambre/Antera/Polen Sin tinción en la pared de la antera, pero tinción débil en el filamento. Tinción fuerte
en el polen

Estigma/Estilo Tinción alrededor de la punta del estigma y en la base del estilo en la que se retiran
los pétalos y las brácteas.

En general, estos datos apoyan que el promotor tipo Fb8 8K12 es preferente en fibras y se expresa a lo largo del
desarrollo de las fibras predominantemente en fibras más viejas que sufren deposición de la pared celular
secundaria. Se expresa en cualquier parte de la planta, pero habitualmente en un número relativamente pequeño de25
células o tejidos especializados, incluyendo tricomas glandulares pequeños o glándulas subepidérmicas sobre
cotiledones, tallos y peciolos. El promotor parece ser sensible a lesiones en una variedad de tejidos y es regulado al
alza en la vasculatura después de una lesión de modo que puede ser sensible a una señal hormonal transmitida a
través de la vasculatura.

30
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Ejemplo 6: Expresión de quitina sintasa bajo el control del promotor 8K12 en algodón

Las quitina sintasas se pueden expresar en plantas de algodón para incrementar las cargas positivas en la fibra de
algodón al introducir polímeros de quitina en la pared celular de las fibras. Para esto, la expresión preferente en
fibras o específica en fibras es importante ya que las plantas transformadas con un gen de quitina sintasa apenas
muestran un fenotipo apreciable si el promotor que controla la expresión de la quitina sintasa está conduciendo la5
expresión en muchos otros tejidos o tipos de células distintos a las células de fibras.

Se generó el siguiente vector de ADN T que comprende genes quiméricos según la invención: vector de ADN T
(pTIB359) que comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica el gen de quitina sintasa 2 de Neurospora
crassa (SEQ ID NO: 11) que comprende una señal que se dirige al aparato de Golgi procedente de Arabidopsis10
thaliana (Pagny y cols., 2003, SEQ ID NO: 12) bajo el control del promotor 8K12 y que comprende además un gen
epsps recombinante como gen marcador seleccionable, así como un gen recombinante que comprende la región
codificante gfa (glutamina:fructosa-6-fosfato amidotransferasa) procedente de E. coli (Frohberg y Essigmann, 2006;
SEQ ID NO: 13) bajo el control del promotor 8K12. La secuencia nucleotídica de este vector se representa en SEQ
ID No. 14. Los elementos genéticos del vector se representan en la Tabla 4.15

Tabla 4: Elementos de pTIB359

Inicio Fin Nombre Región

1 25 RB Repetición del límite derecho procedente del ADN T de
Agrobacterium tumefaciens

31 60 MCS Sitios de clonación policonectores

61 1018 Pfb8-lke-2 secuencia que incluye la región promotora del gen tipo fb8 (8K12)
de Gossypium hirsutum

1020 1124 RPxylTAt secuencia codificante para el péptido de retención del aparato de  
Golgi del gen de beta-1,2-xilosiltransferasa de Arabidopsis thaliana
(Pagny y cols., 2003)

1125 3956 chs2Nc-
1Pc

secuencia codificante del gen de quitina sintasa 2 de Neurospora
crassa

3969 4205 3'35S secuencia que incluye la región no traducida 3' del transcrito 35S
del virus del mosaico de la coliflor

4207 4242 MCS Sitios de clonación policonectores

4243 5201 Pfb8-lke-2 secuencia que incluye la región promotora del gen tipo fb8 de
Gossypium hirsutum (algodón) (8K12)

5202 7031 gfaEc-1Pb región codificante del gen de glutamina:fructosa-6-fosfato
amidotransferasa de Escherichia coli (Frohberg y Essigmann,
2006), adaptada al uso de codones de la planta

7032 7045 MCS Sitios de clonación policonectores

7049 7709 3'histonAt secuencia que incluye la región no traducida 3' del gen de histona
H4 de Arabidopsis thaliana

7760 8674 Ph4a748
ABC

secuencia que incluye la región promotora del gen de histona H4
de Arabidopsis thaliana

8725 9187 intrónl
h3At

primer intrón del gen II de la variante de histona H3.III de
Arabidopsis thaliana

9194 9565 TPotp C secuencia codificante del péptido transitorio optimizado, que
contiene la secuencia de los genes de la subunidad pequeña
RuBisCO de Zea mays (maíz) y Helianthus annuus (girasol)

9566 10903 2mepsps secuencia codificante del gen de 5-enol-piruvilsiquimato-3-fosfato
sintasa doblemente mutante de Zea mays (maíz)

10927 11587 3'histon At secuencia que incluye la región no traducida 3' del gen de histona
H4 de Arabidopsis thaliana

11686 11724 LB Repetición del límite izquierdo procedente del ADN T de
Agrobacterium tumefaciens

13585 12031
C

aadA Sm/Sp R - la secuencia codificante del gen de aminoglicósido
adeniltransferasa (aadA) de Escherichia coli.

E14787180
05-12-2018ES 2 701 243 T3

 



23

13815 16604 ORI pVS1 Origen de replicación plasmídico procedente de pVS1 para el
mantenimiento estable en Agrobacterium.

16605 17668 ORI ColE1 fragmento que incluye el origen de replicación del plásmido
pBR322 para la replicación en Escherichia coli

Este vector se transfirió en una cepa de Agrobacterium apropiada que se usó para transformar la variedad de
algodón Coker312-17. Se obtuvieron 17 líneas T0 que desarrollaban semillas. Los experimentos de campo con la
progenie de al menos una de estas líneas transgénicas demostraban que se podían obtener plantas transgénicas
con un fenotipo casi idéntico al control silvestre.5

Cuando fibras de algodón recogidas de plantas cultivadas en invernadero de la al menos una de las susodichas
líneas transgénicas se teñían con Acid Orange 7, las líneas transgénicas daban como resultado un agotamiento
mayor del colorante remanente (13,9 para fibras procedentes de plantas transgénicas frente a 10,9 para fibras
procedentes de controles no transgénicos; es decir un incremento de 27% de agotamiento). Estos resultados se10
representan en la Figura 10.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Bayer CropScience NV

Commonwealth Scientific and Industrial Research Organisation
5

<120> Nuevo promotor preferente en fibras en algodón

<130> BCS 13-2022

<160> 1410

<170> PatentIn versión 3.5

<210> 1
15

<211> 959

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial20

<220>

<223> región promotora selectiva en fibras procedente de BAC8K12
25

<400> 1

<210> 230

<211> 28

<212> ADN
35

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> cebador oligonucleotídico tipo Fb8_F

<400> 25

attcttttct ttctatttgg ttaaccat 28

<210> 3
10

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial15

<220>

<223> cebador oligonucleotídico tipo FB8_R
20

<400> 3

tagtgctcga gccagactga 20

<210> 425

<211> 20

<212> ADN
30

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador oligonucleotídico QFb81ike_F35

<400> 4

gagtgccaag agtcacacga 20
40

<210> 5

<211> 20

<212> ADN45

<213> Secuencia Artificial

<220>
50

<223> cebador oligonucleotídico tipo QFb8_R

<400> 5

ttggatccca cccttaaaca 2055

<210> 6

<211> 20
60

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>65
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<223> cebador oligonucleotídico UbiQ_F

<400> 6

aatccacttt gcacctggtc 205

<210> 7

<211> 20
10

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>15

<223> cebador oligonucleotídico UbiQ-R

<400> 7
20

ctagtggcca gctcacatca 20

<210> 8

<211> 6325

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
30

<220>

<223> secuencia oligonucleotídica tipo gwFb8Pro(8K12)_F

<400> 835

<210> 9
40

<211> 62

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial45

<220>

<223> cebador oligonucleotídico tipo gwFb8Pro(8K12)_R
50

<400> 9

<210> 1055

<211> 1943

<212> ADN
60

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> promotor y gen para BAC8K12

<400> 105

E14787180
05-12-2018ES 2 701 243 T3

 



30

<210> 11

<211> 2831

<212> ADN5

<213> Neurospora crassa

<400> 11
10

E14787180
05-12-2018ES 2 701 243 T3

 



31

E14787180
05-12-2018ES 2 701 243 T3

 



32

<210> 12

<211> 1055

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana
10

<400> 12

<210> 1315

<211> 1830

<212> ADN
20

<213> Escherichia coli

<400> 13

25
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<210> 14

<211> 179675

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
10

<220>

<223> pTIB359

<400> 1415
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REIVINDICACIONES

1. Un ácido nucleico que comprende una secuencia nucleotídica seleccionada del grupo de 

(a) al menos 700 nucleótidos consecutivos de la secuencia nucleotídica indicada como SEQ ID NO: 1;
5

(b) la secuencia nucleotídica de SEQ ID No. 1 desde el nucleótido en la posición 1 hasta el nucleótido en la posición 
922;

(c) una secuencia nucleotídica que tiene al menos 95% de identidad de secuencia con la secuencia de ácido
nucleico de (a) o (b); y10

en donde el ácido nucleico tiene actividad promotora preferente en fibras en algodón entre 15 y 35 días después de
la antesis (dpa) y no se expresa en fibras de 10 dpa, y en donde dicho ácido nucleico que tiene actividad promotora
preferente en fibras no tiene más de 959 nucleótidos de longitud.

15
2. Un gen recombinante que comprende

(a) el ácido nucleico según la reivindicación 1 ligado operativamente a 

(b) un ácido nucleico heterólogo que codifica un producto de expresión de interés, y opcionalmente20

(c) una región de terminación de la transcripción y poliadenilación.

3. El gen recombinante según la reivindicación 2, en el que dicho producto de expresión de interés es:
25

(a) una proteína o una molécula de ARN capaz de modular la expresión de un gen endógeno a dicha planta; o

(b) un gen indicador o un gen específico en fibras.

4. El gen recombinante según la reivindicación 3, en el que dicha molécula de ARN comprende una primera y una 30
segunda región de ARN en donde 

(a) dicha primera región de ARN comprende una secuencia nucleotídica de al menos 19 nucleótidos consecutivos
que tiene al menos aproximadamente 94% de identidad de secuencia con la secuencia nucleotídica de dicho gen 
endógeno;35

(b) dicha segunda región de ARN comprende una secuencia nucleotídica complementaria a dichos 19 nucleótidos
consecutivos de dicha primera región de ARN; y

(c) dichas primera y segunda región de ARN son capaces de apareamiento de bases para formar una molécula de40
ARN bicatenaria entre al menos dichos 19 nucleótidos consecutivos de dichas primera y segunda región.

5. El gen recombinante según la reivindicación 2, en el que dicho ácido nucleico heterólogo que codifica un producto
de expresión de interés codifica quitina sintasa o glutamina:fructosa-6-fosfato amidotransferasa.

45
6. Una célula de planta de algodón transgénica que comprende un gen recombinante según una cualquiera de las 
reivindicaciones 2 a 5.

7. Una planta de algodón transgénica que comprende el gen recombinante según una cualquiera de las 
reivindicaciones 2 a 5 integrado establemente en su genoma o que consiste en las células de planta de algodón50
transgénica según la reivindicación 6.

8. La planta transgénica según la reivindicación 7, que es G. hirsutum, G. barbadense, G. arboreum o G.
herbaceum.

55
9. Una semilla generada a partir de una planta transgénica según la reivindicación 7, en donde la semilla comprende 
un gen recombinante según la reivindicación 2.

10. Fibras de algodón obtenibles de la planta transgénica según la reivindicación 7.
60

11. Un método para producir una planta de algodón transgénica, que comprende

(a) proporcionar un gen recombinante según la reivindicación 2; y

(b) introducir dicho gen recombinante en una planta.65
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12. Un método para efectuar una expresión preferente en fibras de un producto en algodón entre 15 y 35 días
después de la antesis (dpa) pero no en fibras de 10 dpa, que comprende

(a) introducir el gen recombinante según la reivindicación 2 en el genoma de una planta de algodón; o5

(b) proporcionar la planta transgénica según la reivindicación 7.

13. Un método para alterar las propiedades de las fibras en una planta de algodón, que comprende
10

(a) introducir el gen recombinante según la reivindicación 2 en el genoma de una planta de algodón; o

(b) proporcionar la planta transgénica según la reivindicación 7.

14. Uso del gen recombinante según la reivindicación 2 o la planta transgénica según la reivindicación 7 para la 15
expresión preferente en fibras de un producto en algodón entre 15 y 35 días después de la antesis (dpa) pero no en 
fibras de 10 dpa, para alterar las propiedades de las fibras en algodón o para incrementar el rendimiento del 
algodón.
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