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DESCRIPCION

Fibras de algoddn con contenido de glucosamina incrementado
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a la modificacion de la reactividad quimica de fibras de algodon. En particular, la
presente invencién proporciona fibras de algodén que comprenden oligosacaridos cargados positivamente tales
como oligo-N-acetilglucosaminas u oligoglucosaminas. Debido a los grupos amino estas fibras tienen una reactividad
modificada que se puede explotar al unir otras sustancias a las fibras para alterar sus caracteristicas. Estas
sustancias pueden ser, p. €j., tintes reactivos u otros reaccionantes tales como pirorretardantes, agua, repelentes de
aceite y manchas, agentes contra las arrugas, suavizantes, agentes antiestaticos, agentes blanqueadores
fluorescentes, etc.

Esta invencion proporciona métodos y medios para incrementar la eficacia de produccién de oligbmeros de
glucosamina en células de plantas de algoddn tales como células fibrilares.

Antecedentes de la invencién

La fibra de algodon es el material textil simple mas importante en el mundo. Aproximadamente 32 millones de
hectareas (80 millones de acres) de algodén son recogidos anualmente en todo el mundo. El algodén es el quinto
cultivo mas grande en los EE. UU. en cuanto a produccion en hectareas, con un promedio de 4,2 millones de
hectareas (10,3 millones de acres) plantados en los afios 2006 a 2008. Aproximadamente 90% del algodén cultivado
en el mundo es Gossypium hirsutum L., mientras que Gossypium barbadense responde de aproximadamente 8%.

Sin embargo, como otras fibras naturales que contienen celulosa, las fibras de algod6n no poseen la versatilidad
quimica de las fibras sintéticas, debido a la naturaleza relativamente inerte de los mondémeros de glucosa con
uniones B-1-4 en la celulosa. Esta naturaleza inerte relativa es evidente, p. €j., durante el proceso de tincion de
fibras y telas de algodon.

Generalmente, se usan dos tipos de tintes para colorear el algodén: tintes directos y tintes reactivos con fibras, que
son ambos moléculas aniénicas. El propio algodon desarrolla una carga anionica en agua, de modo que, sin
tratamiento especial, la captacion de tinte por la fibra o la tela es bastante complicada. Los tintes directos crean un
enlace de hidrégeno relativamente débil con el polimero de celulosa formando una ligazén semipermanente. Los
tintes directos son mas faciles de usar y menos costosos que los tintes reactivos con fibras, pero no soportan bien el
lavado. Los tintes reactivos con fibras son moléculas que combinan cromdéforos con un grupo reactivo que forma
enlaces covalentes fuertes con la fibra a través de una reaccion con grupos hidroxilo. Los enlaces covalentes
proporcionan una buena resistencia de la fibra tefiida contra el lavado. La decoloracién se puede mejorar usando
fijadores catiénicos.

Durante el procedimiento de tefiido usando tintes directos, se necesitan grandes cantidades de electrolitos para
proteger a los tintes anionicos de las cargas de las fibras anidnicas. Los tintes sin reaccionar (hasta 40%) necesitan
retirarse mediante una etapa de lavado, generando grandes volumenes de agua residual, que también contiene los
susodichos electrolitos.

Proveer a la fibra celulésica de una carga eléctrica positiva, p. ej. mediante la incorporacion de compuestos quimicos
cargados positivamente tales como polisacaridos cargados positivamente, podria mejorar por lo tanto la capacidad
de tincion de las fibras celuldsicas, asi como mejorar cualquier reaccion quimica de la fibra celul6sica modificada con
compuestos quimicos cargados negativamente. También haria posible el uso de tintes acidos.

Varias publicaciones han descrito la incorporacion o el revestimiento de oligémeros de quitosano en fibras
celulésicas para formar combinaciones, hilos o telas de quitosano/celulosa. El quitosano es un polimero de
glucosamina cargado positivamente, que se puede formar mediante la desacetilacion de quitina, p. ej. mediante

tratamientos alcalinos. La propia quitina es un polimero de N-acetilglucosamina (GIcNAc) con uniones lie1-4.
Basandose en la funcién fisiol6gica del quitosano para inhibir, p. ej., dermatofitos, muchas ropas, telas y fibras
funcionales emplean fibras de combinacién de celulosa-quitosano, conjugados de fibra celuldsica-quitosano y telas
revestidas con resinas que contienen quitosano.

La solicitud de patente de EE. UU. US2003/0134120 describe el revestimiento de fibras naturales con quitosano.

Liu y cols. (Carbohydrate Polymers 44(2003) 233-238) describen un método para revestir fibras de algodén con
quitosano, mediante la oxidacion de la hebra de algod6n con peryodato potasico a 60°C en agua y el tratamiento
posterior con una solucién de quitosano en acido acético acuoso. Con el revestimiento de quitosano, la superficie de
la fibra de algoddn se vuelve fisiolégica y biolégicamente activa. Puesto que la reactividad quimica del grupo amino
es mayor que la del grupo hidroxilo de los monédmeros de celulosa, la fibra tiene mas potencial para una modificacion
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quimica adicional. Por otra parte, la superficie lisa de la fibra de algodén se vuelve aspera, sugiriendo un mayor
potencial de absorcion de farmacos y liberacién controlada de los mismos.

El documento W02006/136351 proporciona métodos y medios para la modificacion de la reactividad de paredes
celulares de planta, particularmente segin se pueden encontrar en fibras naturales de plantas productoras de fibras
mediante la inclusion de oligosacaridos o polisacaridos cargados positivamente en la pared celular. Esto se puede
conseguir convenientemente al expresar un gen quimérico que codifica una N-acetilglucosamina transferasa,
particularmente una N-acetilglucosamina transferasa capaz de ser dirigida a las membranas del aparato de Golgi en
células de una planta. Una de las aplicaciones es un incremento en la capacidad de tincién.

El documento W02011/089021 proporciona métodos y medios para la modificacion de la reactividad de paredes
celulares secundarias de plantas, particularmente en paredes celulares de algodén encontradas en fibras de
algodon. Esto se puede conseguir convenientemente al expresar un gen quimérico que codifica una quitina sintasa
de Saprolegnia monoica en plantas de algodon.

El documento W0O2012/048807 proporciona métodos y medios alternativos para producir oligosacaridos cargados
positivamente en la pared celular de plantas al introducir en dicha célula de planta una proteina de nodulacién C
(NOD C) fusionada a una secuencia de anclaje de sefial del aparato de Golgi heteréloga.

El polisacarido quitina se forma a partir de residuos de N-acetilglucosamina. Se sintetiza a partir de UDP-N-
acetilglucosamina que es el producto final de la ruta de biosintesis de hexosamina también activa en plantas (Mayer
y cols. 1968, Plant Physiol. 43, 1097-1107). La etapa primera y limitativa de la velocidad de esta ruta es la
conversion de glutamina en glucosamina-6-fosfato que es catalizada por la enzima glutamina:fructosa-6-fosfato-
amidotransferasa (GFAT).

El documento WO 2007/039314 describe plantas transgénicas que tienen la actividad de una hialuronano sintasa y
adicionalmente una actividad incrementada de glutamina:fructosa-6-fosfato amidotransferasa (GFAT). Estas plantas
sintetizan una cantidad incrementada de hialuronano en comparacién con plantas que tienen solamente la actividad
de una hialuronano sintasa. Como la quitina, el hialuronano se sintetiza a partir de UDP-N-acetilglucosamina.

El documento WO 2011/089021 divulga plantas de algodén transgénicas que comprenden un gen quimérico de
quitina sintasa y un gen quimérico de glutamina:fructosa-6-fosfato-amidotransferasa bajo el control de un promotor
selectivo de algodon. Las fibras procedentes de estas plantas de algoddn transgénicas tienen un incremento en la
cantidad de polimeros de N-acetilglucosamina que estan uniformemente distribuidos en toda la pared celular.

Wang y Roosinck, 2006 (Plant Molecular Biology, vol.61, p.699-710) proporciona codones éptimos en doce especies
de plantas, entre ellas algodén, y demuestra que la tendencia a la utilizacion de algodén esta correlacionada
positivamente con los niveles de transcritos génicos.

No obstante sigue habiendo una necesidad de métodos y medios mejorados para producir fibras de algodén que
comprendan un nivel incrementado de polisacaridos cargados positivamente tales como oligo-N-acetilglucosaminas

u oligoglucosaminas. Estos y otros problemas se resuelven segin se describe posteriormente en el sumario, las
realizaciones detalladas, los ejemplos, los dibujos y las reivindicaciones.

Sumario de la invencion

En una primera realizacién la invencion proporciona una célula de planta de algodén que comprende un gen
quimérico que comprende las siguientes regiones de ADN ligadas operativamente:

(a) un promotor expresable en plantas tal como un promotor preferente en fibras,

(b) una region de ADN para un polipéptido de GFAT en donde dicha GFAT es codificada por una secuencia
nucleotidica segun SEQ ID 1 o dicha variante de la misma y

(c) opcionalmente una region de ADN implicada en la terminacion de la transcripcién y la poliadenilacion que
comprende un segundo gen quimérico que comprende las siguientes regiones de ADN ligadas operativamente:

(a) un promotor expresable en plantas tal como un promotor preferente en fibras,
(b) una secuencia de ADN que codifica un polipéptido de quitina sintasa y

(c) opcionalmente una region de ADN implicada en la terminacién de la transcripcion y la poliadenilacién.
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En otra realizacion mas, la invencion proporciona una planta de algoddn que consiste en las células de planta que se
describen en la presente.

La invencion también proporciona fibras tales como fibras de algoddn que se pueden obtener de la planta que se
describe en la presente. Por otra parte, se proporciona un hilo o una tela elaborados a partir de las fibras.

En otra realizacion de la invencién, dicho método para producir fibras de algodén con polisacaridos cargados
positivamente comprende las etapas de

i) expresar un primer gen quimérico que comprende una secuencia nucleotidica que codifica GFAT segun se
describe en la presente anteriormente y un segundo gen quimérico que comprende una secuencia nucleotidica que
codifica una quitina sintasa,

i) regenerar una planta de algodén a partir de células de plantas de algodon de la etapa i) y
iii) opcionalmente aislar fibras de dicha planta de algodon.
Descripcion de las figuras

Figura 1: Secuencia nucleotidica de la molécula de acido nucleico sintética que codifica la glutamina:fructosa-6-
fosfato amidotransferasa (GFAT) de E. colisegun SEQ ID 2 (SEQ ID 1).

Figura 2: Secuencia de aminoacidos de la glutamina:fructosa-6-fosfato amidotransferasa (SEQ ID 2) de E. coli.
Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se basa en el hallazgo inesperado de que la expresidén de una secuencia nucleotidica segln
SEQ ID 1 que codifica una glutamina:fructosa-6-fosfato-amidotransferasa (GFAT) en células de planta,
particularmente en células de planta de algoddn de plantas de algod6n conduce a la produccién de una cantidad
incrementada de polisacéridos cargados positivamente tales como oligo-N-acetilglucosaminas u oligoglucosaminas
en células de planta o fibras de estas plantas tales como fibras de algodén, en comparacion con células o fibras de
planta que no comprendan una proteina de GFAT o en comparacién con células de planta que expresen un gen que
codifica GFAT conocido en la técnica que no esté optimizado para la expresién en células de plantas de algodon.

Este hallazgo inesperado también se puede conseguir mediante la expresién de una variante de SEQ ID 1 en una
célula de planta, particularmente en una célula de planta de algodén, que codifica una glutamina:fructosa-6-fosfato-
amidotransferasa segin SEQ ID 2, en donde dicha variante difiere de SEQ ID 1 en uno o mas nucleétidos con la
condicion de que en total no difiera en mas de 20 nucleétidos con respecto a SEQ ID 1.

Asi, se describe en la presente una molécula de acido nucleico aislada que comprende
i) una secuencia nucleotidica segun SEQ ID 1,

i) 0 una variante de la misma, en donde uno o méas nucleétidos difieren de la secuencia nucleotidica de SEQ ID 1,
con la condicién de que dicha variante no difiera en mas de 20 nucleétidos con respecto a SEQ ID 1, que codifica
una glutamina:fructosa-6-fosfato-amidotransferasa (GFAT) segun SEQ ID 2

iii) 0 una secuencia complementaria de i) o ii).

SEQ ID 1 codifica una glutamina:fructosa-6-fosfato-amidotransferasa procedente de E. coli. La correspondiente
secuencia de aminodacidos de la proteina se describe en SEQ ID 2. Esta enzima cataliza la conversion de fructosa-6-
fosfato y glutamina en glucosamina-6-fosfato y glutamato como un producto secundario. Se ha descrito en el
documento W02007/039314 la produccion de hialuronano en plantas. Durante la ruta de la hexosamina,
glucosamina-6-fosfato se convierte ademas en UDP-N-acetilglucosamina que a su vez sirve como materia prima
para la sintesis de glicosaminoglicanos tales como hialuronano o quitina si estan presentes las enzimas apropiadas.

El documento W0O2007/039314 divulga una secuencia nucleotidica de GFAT que se derivaba del gen de E. colique
codifica GFAT pero estaba adaptada al uso de codones en células de planta. La secuencia nucleotidica divulgada
como SEQ ID 1 en la presente solicitud varia con respecto a la secuencia nucleotidica descrita en el documento
WO02007/039314 en aproximadamente 25%. Aunque la secuencia divulgada en el documento W02007/039314
estaba optimizada para la expresion en células de planta en general, la expresiéon de un gen quimérico que
comprende una secuencia nucleotidica segin SEQ ID 1 conduce a resultados particularmente buenos en células de
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algoddn. Las células de algodén que comprenden una secuencia nucleotidica expresable en plantas segin SEQ ID
1 0 una variante de la misma que codifica una proteina de GFAT procedente de E. coli segin SEQ ID 2 y que difiere
de SEQ ID 1 en uno o mas nucledtidos con la condicién de que en total no difiera en mas de 20 nucleétidos con
respeto a SEQ ID 1, o plantas de algodon constituidas por estas células de plantas de algodon, producen una
cantidad incrementada de glucosamina en comparacién con células de algodén que expresen una secuencia
nucleotidica como la divulgada en el documento W02007/039314 o plantas constituidas por estas células de
algodon (véanse los datos experimentales).

Segun se usa en la presente, "diferencia de no méas de 20 nucledtidos con respecto a SEQ ID 1" significa, p. e€j., 20
nt, 19 nt, 18 nt, 17 nt, 16 nt, 15 nt, 14 nt, 13 nt, 12 nt, 11 nt, 10 nt, 9 nt, 8 nt, 7 nt, 6 nt, 5nt, 4 nt, 3 nt, 2 nto 1 nt
diferente de SEQ ID 1, aunque codificando todavia la glutamina:fructosa-6-fosfato-amidotransferasa (GFAT) segun
SEQID 2.

Los acidos nucleicos pueden ser ADN o ARN, mono- o bicatenario. Los acidos nucleicos se pueden sintetizar
guimicamente o producirse mediante la expresion bioldgica in vitro o incluso in vivo. Los acidos nucleicos se pueden
sintetizar quimicamente usando fosforamiditas de ribonucledsido protegidas apropiadamente y un sintetizador de
ADN/ARN convencional. En relacion con el gen quimérico de la presente divulgacion, ADN incluye ADNc y ADN
gendmico.

Ademas, se proporciona un gen quimérico que comprende como regiones de ADN ligadas operativamente
(a) un promotor expresable en plantas tal como un promotor preferente en fibras,

(b) una region de ADN que codifica un polipéptido de GFAT en donde dicha GFAT esta codificada por una secuencia
nucleotidica como la descrita en la presente anteriormente y

(c) opcionalmente una region de ADN implicada en la terminacién de la transcripcion y la poliadenilacién.

Segun se usa en la presente, el término "promotor expresable en plantas" significa una secuencia de ADN que es
capaz de controlar (iniciar) la transcripcion en una célula de planta. Este incluye cualquier promotor de origen
vegetal, pero también cualquier promotor de origen no vegetal que sea capaz de dirigir la transcripcion en una célula
de planta, es decir, ciertos promotores de origen viral o bacteriano tales como el CaMV35S, el promotor del virus del
trébol subterraneo N® 4 o N°® 7 (documento WO9606932) o promotores de ADN T y similares.

En un ejemplo, el promotor puede ser un promotor heter6logo no asociado naturalmente con la regién de ADN ligada
operativamente a él.

Estara claro que pueden ser adecuados para la invencion promotores constitutivos expresables en plantas. Ejemplos
de promotores constitutivos incluyen el promotor procedente del gen de actina (McElroy y cols. (1990) Plant Cell 2:
163-171), el promotor CaMV35S (Odell y cols. (1985) Nature 313: 810-812), el promotor CaMV19S (Nilsson y cols.
(1997) Physiol. Plant. 100: 456-462), el promotor GOS2 (de Pater y cols. (1992) Plant. J. 2(6): 837-44), el promotor
procedente del gen de ubiquitina (Christensen y cols. (1992) Plant Mol. Biol. 18: 675-689), el promotor procedente
del gen de ciclofilina de arroz (Buchholz y cols. (1994) Plant. Mol. Biol. 25(5): 837-43), el promotor procedente del
gen de histona H3 de maiz (Lepetit y cols. (1992) Mol. Gen. Genet. 231: 276-285) o el promotor procedente del gen
de actina 2 (Any cols. (1996) Plant J. 10(1): 107-121).

También esta claro que se pueden usar segln la invencion promotores inducibles, tales como un promotor inducible
por temperatura o inducible quimicamente o un promotor que es sensible a sefiales de desarrollo. También se
pueden usar promotores selectivos en tejidos.

En un ejemplo, el gen quimérico comprende un promotor preferente en fibras o selectivo en fibras. El término
"preferente en fibras" o "selectivo en fibras", con respecto a la expresion de un gen o con respeto a un promotor, se
refiere, con propoésitos practicos, a la expresion altamente especifica de un gen o la expresion dirigida por un
promotor, en células fibrilares de plantas, tales como plantas de algodon. En otras palabras, los niveles de
transcritos de un ADN en tejidos diferentes de células fibrilares bien estan por debajo del limite de deteccién o bien
son muy bajos (menores de aproximadamente 0,2 picogramos por microgramo de ARN total).

El término "preferente en fibras" o "preferente en células fibrilares" con respecto a la expresién de un ADN segun
esta invencién se refiere a un patrén de expresion por el que el ADN se expresa predominantemente en células
fibrilares o fibras, pero la expresiéon se puede identificar en otros tejidos de la planta. Preferiblemente, la expresion
en células fibrilares es de aproximadamente 2 a aproximadamente 10 veces mayor en las células fibrilares que en
otros tejidos.
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Estos promotores incluyen el promotor procedente de algoddn procedente de un lluch promﬂﬂﬂﬂ'e (como el descrito en
el documento W0O0210377), el promotor procedente de algodén procedente de un gen de actina especifico en fibras
(como el descrito en el documento WO0210413), el promotor procedente de un gen de proteina de transferencia de
lipidos especifico en fibras procedente de algoddn (como el descrito en el documento US5792933), un promotor
procedente de un gen de expansina procedente de algodon (documento WO9830698) o un promotor procedente de
un gen de quitinasa en algodon (documento US2003106097) o los promotores de los genes especificos en fibras
descritos en los documentos US6259003 o US6166294 o los promotores derivados de la familia E6 que se divulgan
en el documento US6096950. Promotores selectivos en fibras como los descritos en el documento WO08/083969 (a
partir de genes de glucanasa de algodoén), el documento WO12/093032 (a partir del gen FS18 o SCW-PRP de
algodon) o el documento US 2013/0081154 (a partir de genes tipo FB8 de algodon) también son promotores
adecuados expresables en plantas. También es adecuado para la invencion el promotor divulgado en el documento
EP13172094 que comprende la secuencia nucleotidica de SEQ ID No. 5 que se describe en la presente desde la
posicién nucleotidica 4208 a la posicion nucleotidica 5615 o que tiene la secuencia nucleotidica de SEQ ID No. 5
desde la posicion nucleotidica 75 a la 1482.

Los genes quiméricos de la presente descritos opcionalmente comprenden una region de ADN implicada en la
terminacion de la transcripcién y la poliadenilacién. Se conoce en la técnica una variedad de regiones de ADN
implicadas en la terminaciéon de la transcripcién y la poliadenilaciéon funcionales en plantas y los expertos en la
técnica conoceran secuencias terminadoras y de poliadenilacion que pueden ser adecuadas al realizar los métodos
descritos en la presente. La regién de poliadenilacion se puede derivar de un gen natural, de una variedad de otros
genes de plantas, de genes de ADN T o incluso de genomas virales de planta. La secuencia del extremo 3' que se
va a anadir se puede derivar, por ejemplo, de los genes de nopalina sintasa u octopina sintasa, o alternativamente
de otro gen de planta, o de cualquier otro gen eucariético.

En una primera realizacion de la invencion, se proporciona una planta de algodén que comprende un gen quimérico
que comprende como regiones de ADN ligadas operativamente

(a) un promotor expresable en plantas tal como un promotor preferente en fibras,

(b) una region de ADN que codifica un polipéptido de GFAT en donde dicha GFAT esta codificada por una secuencia
nucleotidica como la descrita en la presente y

(c) opcionalmente una regién de ADN implicada en la terminacién de la transcripcion y la poliadenilaciéon y que
comprende adicionalmente un segundo gen quimérico que comprende las siguientes regiones de ADN ligadas
operativamente:

a) un promotor expresable en plantas tal como un promotor preferente en fibras,
b) una secuencia de ADN que codifica un polipéptido de quitina sintasa y
¢) opcionalmente una region de ADN implicada en la terminacion de la transcripcion y la poliadenilacion.

El gen quimérico se puede introducir en una célula de planta mediante métodos muy conocidos en la técnica.
"Introducir", en relacion con la presente solicitud, se refiere a la colocacién de informacién genética en una célula de
planta o una planta por medios artificiales. Esto se puede efectuar mediante cualquier método conocido en la técnica
para introducir ARN o ADN en células de planta, tejidos, protoplastos o plantas enteras.

El término "introducir" se puede referir a la introduccién de una molécula de ADN ex6gena a una célula de planta
mediante transformacion, opcionalmente seguido por la regeneracién de una planta a partir de la célula de planta
transformada. El término también se puede referir a la introduccion de la molécula de ADN recombinante mediante el
cruzamiento de una planta transgénica que comprende la molécula de ADN recombinante con otra planta y la
seleccién de plantas descendientes que han heredado la molécula de ADN recombinante o el transgén. Otro
significado alternativo mas de proporcionar se refiere a la introduccion de la molécula de ADN recombinante
mediante técnicas tales como fusion de protoplastos, opcionalmente seguida por regeneraciéon de una planta a partir
de los protoplastos fusionados.

Estara claro que los métodos de transformacion usados son de poca relevancia para la presente invencién. La
transformacion de plantas es actualmente una técnica habitual. Ventajosamente, se puede usar cualquier de varios
métodos de transformacion para introducir el acido nucleico/gen de interés en una célula progenitora adecuada.
Métodos de transformacién incluyen el uso de liposomas, electroporacion, productos quimicos que incrementan la
captacién de ADN libre, inyeccion del ADN directamente en la planta, bombardeo con pistola de particulas,
transformacién usando virus o polen y microproyeccion. Los métodos se pueden seleccionar del método de
calcio/polietilenglicol para protoplastos (Krens y cols. (1982) Nature 296: 72-74 ; Negrutiu y cols. (1987) Plant. Mol.
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Biol. 8: 363-373); electroporacion de protoplastos (Shillito y cols. (1985) Bio/Technol. 3: 1099-1102); microinyeccion
en material de planta (Crossway y cols. (1986) Mol. Gen. Genet. 202: 179-185); bombardeo de particulas revestidas
con ADN o ARN (Klein y cols. (1987) Nature 327: 70) infeccion con virus (no integrantes) y similares.

También se conocen en la técnica métodos para transformar plantas de algodédn. Las transformacion de algodon
mediada por Agrobacterium se ha descrito, p. €j., en la patente de EE. UU. 5.004.863 o en la patente de EE. UU.
6.483.013y la transformacién de algodéon mediante bombardeo de particulas se presenta, p. ej., en el
documento WO 92/15675. Otros métodos de transformacién de algodén adecuados se divulgan, p. ej., en los
documentos WO 00071733 y US 5.159.135.

Las moléculas de ADN recombinante descritas en la presente se pueden introducir en plantas de un modo estable o
de un modo transitorio usando métodos muy conocidos en la técnica. Los genes quiméricos se pueden introducir en
plantas o se pueden generar dentro de la célula de planta segin se describe, p. €j., en EP 1339859.

Varias especificaciones sobre lo que se entiende por el término "promotor expresable en plantas" se dan
anteriormente y se aplican igualmente para el segundo gen quimérico que comprende una regién de ADN que
codifica una quitina sintasa. Lo mismo es cierto para las especificaciones dadas anteriormente sobre la region de
ADN implicada en la terminaciéon de la transcripcion y la poliadenilacion y también para métodos y medios para
proporcionar una célula de planta con un gen quimérico.

El primer gen quimérico y el segundo gen quimérico se pueden introducir en una célula de planta individualmente en
cualquier orden o simultaneamente. Se pueden introducir en el mismo vector o en vectores separados.

La quitina sintasa puede ser cualquier proteina que tenga la actividad enzimética de una quitina sintasa (EC
2.4.1.16), es decir, que convierta UDP-N-acetil-D-glucosamina en quitina y UDP. Una quitina sintasa cataliza la
reaccion: UDP-N-acetil-alfa-D-glucosamina + (1,4-(N-acetil-beta-D-glucosaminilo))(n) <=> UDP + (1,4-(N-acetil-beta-
D-glucosaminilo))(n+1). Es adecuada para la presente invencion cualquier quitina sintasa derivada de cualquier
organismo. Ejemplos de quitina sintasas adecuadas son quitina sintasa procedente de Saprolegnia
monoica (documento WO 2011/089021) o quitina sintasas de tipo NOD C como las descritas en el documento WO
2006/136351 o en el documento WO 2012/048807, por ejemplo.

En una realizacion particular de la invencion, la quitina sintasa en dicha célula de planta de algodén que se describe
anteriormente es una N-acetilglucosamina transferasa del tipo NOD C. Se obtienen buenos resultados particulares si
dicho polipéptido de quitina sintasa comprende una sefial de localizacién en el aparato de Golgi.

Aunque se han conseguido buenos resultados con células de planta que comprenden una actividad de quitina
sintasa ademas de la actividad de GFAT, la actividad de GFAT que se obtiene por los medios descritos en la
invencion también se puede combinar beneficiosamente con cualquier actividad enzimatica que conduzca a la
produccién de glicosaminoglicanos procedentes del producto de GFAT glucosamina-6-fosfato o de UDP-N-
acetilglucosamina. Segun se describe en la introduccion, glucosamina-6-fosfato se convierte adicionalmente en
UDP-N-acetilglucosamina a través de la ruta de la hexosamina en plantas. Una de estas actividades enzimaticas
que convierte UDP-N-acetilglucosamina en glicosaminoglicanos distintos a la quitina es la de una hialuronano
sintasa. Asi, también se puede usar una hialuronano sintasa en lugar de una quitina sintasa.

En otra realizacion particular, la invencién proporciona una planta de algodén que consiste esencialmente en células
de plantas de algodén que comprenden un primer y un segundo gen quimérico descrito en la presente
anteriormente.

"Algodén" o "planta de algoddn”, segin se usa en la presente, puede ser cualquier variedad Util para cultivar
algodon. Las variedades de algodén mas comunmente usadas son Gossypium barbadense, G. hirsutum,
G. arboreumy G. herbaceum. Variedades adicionales incluyen G. africanumy G. raimondii. También se incluye la
progenie procedentes de cruces de cualquiera de las especies anteriores con otras especies o cruces entre estas
especies.

Una célula de planta de algodén puede ser cualquier célula que comprenda esencialmente la informaciéon genética
necesaria para definir una planta de algodon, que, aparte del gen quimérico divulgado en la presente, puede estar
complementada mediante uno o mas transgenes adicionales. Las células se pueden derivar de los diversos drganos
y/o tejidos que forman una planta de algoddn, incluyendo, pero no limitados a, frutos, semillas, embriones, tejido
reproductivo, regiones meristematicas, tejido calloso, hojas, raices, tallos, flores, tejido vascular, gametofitos,
esporofitos, polen y microesporas.

Aunque ciertas células de planta segun la invencién pueden ser capaces de regenerarse en plantas completas, en
algunas realizaciones dichas células de planta no se pueden desarrollar adicionalmente o regenerar en una planta
completa. En una realizacion de la invencion, las células fibrilares se muelen. Las células fibrilares maduras son
células muertas.
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También se describen plantas productoras de fibras que comprenden una o mas construcciones recombinantes
descritas en la presente. Aunque la secuencia nucleotidica que codifica la proteina de GFAT se ha optimizado para
la expresién en plantas de algodon, se cree que la region codificante también se podria usar beneficiosamente en
otras plantas productoras de fibras tales como cafamo, yute, lino y plantas lefiosas incluyendo, pero no limitadas a,
Pinus spp., Populus spp., Picea spp., Eucalyptus spp., etc. La célula de planta se puede derivar de cualquier planta
productora de tricomas.

Las plantas segun la invencién se pueden usar en un esquema de reproduccion convencional para producir mas
plantas con las mismas caracteristicas o para introducir los genes quiméricos descritos en la presente en otras
variedades de la misma especie de planta o una relacionada, o en plantas hibridas. Las semillas obtenidas de las
plantas transformadas contienen los genes quiméricos descritos en la presente como una insercion gendémica
estable y también son abarcadas por la invencién.

El término "planta”, segln se usa en la presente, abarca plantas enteras, progenitores y descendencia de las plantas
y partes de planta, incluyendo semillas, tallos, troncos, hojas, raices (incluyen tubérculos), flores, fibras y tejidos y
6rganos, en donde cada uno de los susodichos comprende el gen/acido nucleico de interés. El término "planta”
también abarca células de planta, cultivos en suspension, tejido calloso, embriones, regiones meristematicas,
gametofitos, esporofitos, polen y microesporas, de nuevo en donde cada uno de los susodichos comprende el
gen/acido nucleico de interés.

En una realizacién especifica, la invencién proporciona fibras de algodén obtenibles de una planta de algodén segun
la invencién.

Las fibras de algodon segun la invencion se pueden distinguir de fibras de algoddn presentes en la naturaleza, es
decir, fibras de algodén obtenidas de una linea isogénica que no comprende una secuencia de acido nucleico como
la descrita en la presente, por el contenido incrementado de polisacaridos cargados positivamente tales como oligo-
N-acetilglucosaminas u oligoglucosaminas. Los polimeros de GIcNAc o las oligoglucosaminas se pueden detectar
directamente. Alternativamente, los polisacaridos cargados positivamente en las fibras de algodon se pueden
detectar al medir el contenido de glucosamina después del tratamiento con acido trifluoroacético (TFA) para
hidrolizar los polisacaridos. Las fibras de algodon segun la invencién también se pueden distinguir por su contenido
de nitrégeno incrementado. Debido a la reactividad de los grupos que contienen nitrégeno dentro de los polimeros
de glucosamina, las fibras de algodén segun la invencion se caracterizan por su reactividad quimica alterada en
comparacién con fibras obtenidas de plantas de algodén que no comprenden una regiéon de acido nucleico que
codifica un polipéptido de GFAT segun se describe en la presente. Las fibras segun la invencion tienen una
capacidad incrementada para reaccionar con tintes u otros productos quimicos adecuados a través de los grupos
que contienen nitrégeno.

Las fibras de algoddn segun la invencién se caracterizan por un contenido incrementado de polisacaridos cargados
positivamente tales como oligo-N-acetilglucosaminas u oligoglucosaminas. "Contenido incrementado” significa que la
cantidad de polisacaridos cargados positivamente presente en las células o fibras de planta es superior que en
células o fibras de planta que no comprenden proteina de GFAT o en comparacién con células o fibras de planta que
expresan un gen codificante de GFAT conocido en la técnica que no esta optimizado para la expresion en células de
plantas de algodén. En un ejemplo, el contenido de glucosamina (GlcN) es al menos dos veces el de células o fibras
procedentes de plantas que no expresan una construccion génica introducida artificialmente. Se observaba que este
nivel de fondo era de aproximadamente 0,010 a 0,015% de GicN del peso de fibra total. Preferiblemente, las fibras
segun la invencién contienen mas de 0,03% de GicN del peso de fibra total. Mas preferiblemente, el contenido de
GIcN de fibras segun la invencién es mayor de 0,06%, aun mas preferiblemente mayor de 0,08%, lo mas
preferiblemente mayor de 0,10% de GicN del peso de fibra total. En otro ejemplo, el contenido de GicN de las
células de planta o las fibras de algodén segun la invenciéon es al menos cuatro veces el de células o fibras
procedentes de plantas que no expresan una construccion génica introducida artificialmente. En otro ejemplo mas,
las células o las fibras de planta tienen un contenido de GIcN que es al menos cinco veces, preferiblemente al
menos siete veces y lo mas preferiblemente diez veces el de células o fibras procedentes de plantas que no
expresan una construccién génica introducida artificialmente.

Una "fibra" se define botanicamente como una célula ahusada estrecha y larga, muerta y hueca en la madurez, con
una pared celular rigida compuesta principalmente por celulosa y habitualmente lignina. Las fibras blandas o
liberianas se encuentran en el floema (corteza interna) de troncos de dicotileddneas (lino, yute, cafiamo, ramio). Las
fibras duras o foliares se encuentran en haces vasculares de hojas de monocotiledéneas (sisal, cahamo de Manila,
pina). Las fibras superficiales se desarrollan a partir de la superficie de semillas (algodén), hojas o frutos (fibra de
COCO0).

"Fibra de algod6n", seglin se usa en la presente, se refiere a un tricoma seminal, mas especificamente una sola
célula de una planta productora de fibras, tal como algodoén, que se inicia a partir de la epidermis del integumento
externo de los 6vulos, en o justo antes de la antesis. El desarrollo morfolégico de las fibras de algoddén ha estado
bien documentado (Basra y Malik, 1984, Int Rev of Cytology 89: 65-113; Graves y Stewart, 1988, J. Exp. Bot. 39 (1):
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59-69; Ramsey y Berlin, 1976, American Journal of Botany 63 (6): 868-876; Ruan y Chourey, 1998, Plant Physiology
118: 399-406; Ruan y cols. 2000, Aust. J. Plant Physiol. 27:795-800; Stewart, 1975, Am. J. Bot. 62, 723-730).

Por lo tanto, también se describen en la presente paredes celulares de células de planta tales como paredes
celulares procedentes de células de algoddén, que comprenden un nivel incrementado de polisacaridos cargados
positivamente tales como oligo-N-acetilglucosaminas u oligoglucosaminas en comparacién con paredes celulares
procedentes de células de planta no modificadas o de células de planta que no expresan una secuencia nucleotidica
que codifica GFAT segun se describe en la presente.

La invencion también se refiere a hilos hechos de fibras segun la invencién asi como telas hechas de estos hilos.

Se describe un método para producir fibras de algodén con polisacaridos cargados positivamente, tales como oligo-
N-acetilglucosaminas u oligoglucosaminas, que comprende las etapas de

i) expresar un gen quimérico que comprende una region codificante de GFAT segun se describe anteriormente en
una célula de planta de algodén,

i) regenerar una planta de algodén a partir de células de plantas de algodén de la etapa i) y
iii) opcionalmente aislar fibras de dicha planta de algodon.

En otra realizacion, se proporciona un método para producir fibras de algoddn con polisacaridos cargados
positivamente tales como oligo-N-acetilglucosaminas u oligoglucosaminas que comprende i) la expresion de un
primer gen quimérico que comprende una region codificante de GFAT segun se describe en la presente y un
segundo gen quimérico que comprende una regién codificante de quitina sintasa en una célula de planta de algodon,
i) la regeneracion de una planta de algodén a partir de dichas células de plantas de algoddn e iii) opcionalmente el
aislamiento de fibras de dicha planta de algodén. Dichos primer y segundo gen quimérico se pueden introducir en la
célula de planta simultdneamente o separadamente en cualquier orden segun se describe anteriormente.

Se proporciona un método para producir fibras de algoddén con un contenido incrementado de polisacaridos
cargados positivamente tales como oligo-N-acetilglucosaminas u oligoglucosaminas que comprende las etapas de i)
expresar dicho primer y segundo gen quimérico en una célula de planta de algoddn, ii) regenerar una planta de
algodon a partir de dichas células de plantas de algodén e iii) opcionalmente aislar fibras de dicha planta de algodon.
El término "contenido incrementado” se debe entender como se describe anteriormente.

Ademas, se proporciona un método para producir fibras de algodén con reactividad quimica alterada de las fibras
que comprende las etapas de i) expresar un gen quimérico que comprende una regién codificante de GFAT descrita
en la presente en una célula de planta de algodén, y un segundo gen quimérico que comprende una region
codificante de quitina sintasa segun se describe en la presente ii) regenerar una planta de algodén de dichas células
de plantas de algoddn e iii) opcionalmente aislar fibras de dicha planta de algodén.

Se proporciona otro método para producir fibras de algodén con reactividad quimica alterada de las fibras que
comprende las etapas de i) expresar un primer gen quimérico que comprende una region codificante de GFAT como
la descrita anteriormente y un segundo gen quimérico que comprende una region codificante de quitina sintasa en
una planta de algodén, ii) regenerar una planta de algodon de dichas células de plantas de algodén e iii)
opcionalmente aislar fibras de dicha planta de algodoén.

La molécula de acido nucleico que se describe en la presente se puede usar para producir una planta de algodén
con polisacaridos cargados positivamente tales como oligo-N-acetilglucosaminas u oligoglucosaminas en las fibras.
En particular, se puede usar para incrementar la cantidad de polisacaridos cargados positivamente tales como oligo-
N-acetilglucosaminas u oligoglucosaminas en fibras. También se puede usar para la produccion de fibras de algodén
con reactividad quimica alterada. Esto podria permitir el acabado adicional cémodo, facil y/o eficaz de las fibras. Las
fibras obtenidas de una planta de algoddn segun la invencion, p. €j., se pueden colorear con tintes reactivos que se
unen a las fibras a través de enlaces covalentes con los grupos amino de los residuos de glucosamina en los
polisacaridos. Alternativamente, otras sustancias se pueden ligar a través de reacciones quimicas a los grupos
amino de los residuos de glucosamina. Las sustancias también se pueden ligar a fibras segun la invencion a través
de enlace electrostatico o idnico a los grupos que contienen N de los polisacaridos. La ligazén de otras sustancias a
fibras de algoddn puede ser beneficiosa para transferir propiedades especiales a las fibras. Estos acabados pueden
ser, pero no se limitan a, tincion, ligazén de pirorretardantes, agua, repelentes de aceite y manchas, agentes contra
las arrugas, suavizantes, agentes antiestaticos, agentes blanqueadores fluorescentes o cualquier otro acabado textil.

Segun se usa en la presente, se debe entender que "que comprende" especifica la presencia de caracteristicas,
ndmeros enteros, etapas o componentes indicados que se mencionen, pero no excluye la presencia o la adicion de
una o mas caracteristicas, nimeros enteros, etapas o componentes, o grupos de los mismos. Asi, p. €j., un acido
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nucleico o una proteina que comprende una secuencia de nucle6tidos o aminoacidos puede comprender mas
nucleétidos o aminoacidos que los citados, es decir, puede estar incluida en un &acido nucleico o una proteina
mayores. Un gen quimérico que comprende una region de ADN que esta funcionalmente o estructuralmente definida
puede comprender regiones de ADN adicionales, etc.

Los siguientes ejemplos describen la generacién de fibras de algodén con un contenido incrementado de
polisacaridos cargados positivamente tales como oligo-N-acetilglucosaminas u oligoglucosaminas.

A menos que se indique otra cosa en los ejemplos, todas las técnicas recombinantes se llevan a cabo segun
protocolos estandar como los descritos en "Sambrook J y Russell DW (eds.) (2001) Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 32 Edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York" y en "Ausubel FA, Brent R, Kingston RE,
Moore DD, Seidman JG, Smith JA y Struhl K (eds.) (2006) Current Protocols in Molecular Biology. John Wiley &
Sons, Nueva York".

Materiales y referencias estandar se describen en "Croy RDD (ed.) (1993) Plant Molecular Biology LabFax, BIOS
Scientific Publishers Ltd., Oxford and Blackwell Scientific Publications, Oxford" y en "Brown TA, (1998) Molecular
Biology LabFax, 22 Edicion, Academic Press, San Diego". Materiales y métodos estandar para reacciones en cadena
de la polimerasa (PCR) se pueden encontrar en "McPherson MJ y Mgller SG (2000) PCR (The Basics), BIOS
Scientific Publishers Ltd., Oxford" y en "PCR Applications Manual, 32 Ediciéon (2006), Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim o www.roche-applied-science.com".

Descripcion de secuencias

Se hace referencia a lo largo de la solicitud a las siguientes secuencias representadas en el listado de secuencias
llamado "BCS14-2002_ST25", que tiene 42 kB (tamafo seglin se mide en Microsoft Windows®), contiene 4
secuencias SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4, que esta archivado conjuntamente con la presente mediante
presentacion electrénica:

SEQ ID 1: Secuencia nucleotidica sintética que codifica una proteina que tiene la actividad de una
glutamina:fructosa-6-fosfato-amidotransferasa (GFAT) procedente de E. coli. La secuencia esta optimizada para la
expresion en células de plantas de algoddn. La secuencia nucleotidica mostrada codifica un polipéptido que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID 2.

SEQ ID 2: Secuencia de aminoacidos de un polipéptido que tiene la actividad de una glutamina:fructosa-6-fosfato-
amidotransferasa (GFAT) procedentes de E. coli. La secuencia de aminoacidos mostrada se puede derivar de SEQ
ID 1.

SEQ ID 3: ADN T de pTDBI 252. Comprende una secuencia nucleotidica segun SEQ ID 1 que codifica un
polipéptido de GFAT procedente de E. colibajo el control de un promotor SCW-PRP selectivo en fibras, una region
de ADN que codifica una quitina sintasa NOD C bajo el control de un promotor SCW-PRP selectivo en fibras y el gen
epsps como un marcador seleccionable.

SEQ ID 4: ADN T de pTDBI 250. Comprende una secuencia nucleotidica segun SEQ ID 1 que codifica un
polipéptido de GFAT procedente de E. coli bajo el control de un promotor tipo Fb8-1 selectivo en fibras, una region
de ADN que codifica una quitina sintasa NOD C bajo el control de un promotor tipo Fb8-1 selectivo en fibras y el gen
epsps como un marcador seleccionable.

Ejemplos

Ejemplo 1: Construccion de un gen quimérico que codifica una proteina de glutamina:fructosa-6-fosfato-
amidotransferasa (GFAT) para la expresion en células de algodén (solamente para referencia)

Una molécula de ADN que tiene la secuencia de acido nucleico segin SEQ ID 1 se sintetiz6 mediante Entelechon
GmbH. La secuencia nucleotidica estaba disefiada i) para codificar un polipéptido segun SEQ ID 2 e ii) para
optimizar la secuencia nucleotidica para la expresién en células de plantas de algodén. Con este propdsito, se
tuvieron en cuenta factores tales como la utilizaciéon de codones, la estructura secundaria del ARNm, el contenido de
AT, los sitios de empalme cripticos o los sitios de restriccién.

La secuencia nucleotidica resultante que se divulga en SEQ ID 1 es 75% idéntica (1390 de bases coincidentes de

1830) con la secuencia nucleotidica publicada que codifica una proteina de GFAT procedente de E. coli que estaba
adaptada a la utilizacién de codones en plantas (documento WO 2007/039314).
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Usando técnicas de ADN recombinante estandar, se construy6 el siguiente gen de GFAT quimérico: Un gen de
glutamina-6-fosfato-amidotransferaso quimérico que comprende las siguientes regiones de ADN ligadas
operativamente:

i. la regién promotora SCW-PRP selectiva en fibras segln la secuencia desde la posicion nucleotidica 61 a 1499 de
SEQID 3,

ii. un fragmento de ADN que codifica los 35 aminoacidos N-terminales de a ADN xiosiltransferasa procedente de
Arabidopsis thaliana que funciona como un péptido sefializador de la localizacion en el aparato de Golgi,

iii. un fragmento de ADN que codifica NOD C de Azorhizobium caulinodans clonado en el marco con el fragmento de
ADN previo,

iv. la secuencia no traducida 3' del transcrito 35S del virus del mosaico de la coliflor,

v. la region promotora SCW-PRP selectiva en fibras segun la secuencia procedente de la posicion nucleotidica 61 a
1499 de SEQ ID 3,

vi. una regién de ADN que tiene la secuencia nucleotidica segun SEQ ID 1 que codifica una glutamina:fructosa-6-
fosfato amidotransferasa procedente de E. coli segun SEQ ID 2,

vii. la secuencia no traducida 3' del gen de histona H4 de Arabidopsis thaliana.

Este gen quimérico se introdujo entre los limites de ADN T de un vector de ADN T junto con un gen sintético de 5-
enol-piruvilsiquimato-3-fosfato sintasa (epsps) con mutacién doble procedente de Zea mays (maiz) que proporciona
resistencia a N-(fosfonometil)glicina como un marcador seleccionable. El vector de ADN T resultante se denomind
pTDBI 252. La secuencia del ADN T de este vector se proporciona en SEQ ID 3. Los elementos genéticos del ADN
T de este vector se representan en la Tabla 1.

Se construy6 otro gen de GFAT quimérico que contenia las siguientes regiones de ADN ligadas operativamente:

i. la region promotora tipo Fb8-1 selectiva en fibras segun la secuencia desde la posicién nucleotidica 60 a 1495 de
SEQID 4,

ii. un fragmento de ADN que codifica los 35 aminoacidos N-terminales de Oa ADN xilosiltransferasa procedente de
Arabidopsis thaliana que sirve como un péptido de localizacion en el aparato de Golgi,

iii. un fragmento de ADN que codifica NOD C de Azorhizobium caulinodans clonado en el marco con el fragmento de
ADN previo,

iv. La secuencia no traducida 3' del transcrito 35S del virus del mosaico de la coliflor,

v. la region promotora tipo Fb8-1 selectiva en fibras segun la secuencia desde la posicion nucleotidica 60 a 1495 de
SEQID 4,

vi. una regién de ADN que tiene la secuencia nucleotidica segun SEQ ID 1 que codifica una glutamina:fructosa-6-
fosfato amidotransferasa procedente de E. coli segun SEQ ID 2,

vii. la secuencia no traducida 3' del gen de histona H4 de Arabidopsis thaliana.

Este gen quimérico se introdujo entre los limites a ADN T de un vector de ADN T junto con un gen epsps quimérico
como un marcador seleccionable. El vector de ADN T resultante se denominé pTDBI 250. La secuencia del ADN T
de este vector se proporciona en SEQ ID 4. Los elementos genéticos del ADN T se representan en la Tabla 2.

11



ES 2702207 T3

Tabla 1: Elementos del ADN T de pTDBI 252

Inicio | Final
1 25

61 1499
1503 |1607
1608 |2798
2810 |3030
3068 (4506
4510 (6339
6357 7017
7067 7983
8017 8497
8502 |8873
8874 10211

10235 | 10895

11008 | 11032

Nombre
RB

PSCW-PRP

RPXyITAt

NodC

3'35S

PSCW-PRP

GFAT

3'H4 At

PH4

intron1 H3At +
region de
flanqueo

TP_opt

2mepsps

3'H4 At

LB

Tabla 2: Elementos de pTDBI 250

Inicio |Final
1 25

60 1495
1497 |1601
1602 |2792
2804 |3026

Nombre
RB

Pfb8-tipo-1

RPxylTAt

NodC

3'35S

Descripcion

Repeticion del limite derecho desde el ADN T de
Agrobacterium tumefaciens

secuencia que incluye la region promotora de un gen de
proteina de la pared celular rica en prolina de Gossypium
hirsutum

secuencia codificante para el péptido de retencion en el
aparato de Golgi del gen de beta-1,2-xilosiltransferasa de A.
thaliana

secuencia codificante del gen de N-
acetilglucosaminiltransferasa NodC de  Azorhizobium
caulinodans

secuencia que incluye la region no traducida 3’ del transcrito
35S del virus del mosaico de la coliflor

secuencia que incluye la regién promotora de un gen de
proteina de la pared celular rica en prolina de Gossypium
hirsutum

region codificante del gen de glutamina:fructosa-6-fosfato
amidotransferasa de Escherichia colioptimizado para la
expresion en células de plantas de algodén

secuencia que incluye la region no traducida 3’ del gen de
histona H4 de Arabidopsis thaliana

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

secuencia que incluye el primer intron del gen Il de la
variante de histona H3.Ill de Arabidopsis thaliana

secuencia codificante del péptido transitorio optimizado, que
contiene la secuencia de los genes subunitarios pequefnos
RuBisCO de Zea mays (maiz) y Helianthus annuus

secuencia codificante del gen de 5-enol-piruvilsiquimato-3-
fosfato sintasa de Zea mays (maiz)

secuencia que incluye la region no traducida 3 del gen de
histona H4 de Arabidopsis thaliana

Repeticion del limite izquierdo desde el ADN T de
Agrobacterium tumefaciens

Descripcion

Repeticion del limite derecho desde el ADN T de
Agrobacterium tumefaciens

secuencia que incluye la region promotora del gen tipo b8
de Gossypium hirsutum (algodoén)

secuencia codificante para el péptido de retencion en el
aparato de Golgi del gen de beta-1,2-xilosiltransferasa de
Arabidopsis thaliana

secuencia codificante del gen de N-acetilglucosaminil-
transferasa nodC de Azorhizobium caulinodans

secuencia que incluye la regiébn no traducida 3 del
transcrito 35S del virus del mosaico de la coliflor
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3061 4496 Pfb8-tipo-1 secuencia que incluye la regiéon promotora del gen tipo b8
de Gossypium hirsutum (algodon)

4498 |6327 GFAT region codificante del gen de glutamina:fructosa-6-fosfato
amidotransferasa de Escherichia colioptimizado para la
expresion en células de plantas de algodén

6345 7005 3'H4 At secuencia que incluye la regién no traducida 3’ del gen de
histona H4 de Arabidopsis thaliana
7056 7970 PH4 AT secuencia que incluye la region promotora del gen de
histona H4 de Arabidopsis thaliana
8005 |8486 intron1 H3At + secuencia que incluye el primer intrén del gen Il de la
region de |variante de histona H3.1ll de Arabidopsis thaliana
flanqueo
8490 |8861 TP_opt secuencia codificante del péptido transitorio optimizado,

que contiene la secuencia de los genes subunitarios
pequerios RuBisCO de Zea mays (maiz) y Helianthus

annuus

8862 (10199 | |2mepsps secuencia codificante del gen de 5-enol-piruvilsiquimato-3-
fosfato sintasa con doble mutacién de Zea mays (maiz)

10223 | 10883 | |3'H4 At secuencia que incluye la regién no traducida 3’ del gen de
histona H4 de Arabidopsis thaliana

10996 11020 | |LB Repeticion del limite izquierdo desde el ADN T de

Agrobacterium tumefaciens
Como un control, se usé un gen quimérico que contenia las siguientes regiones de ADN ligadas operativamente:

i. la regién promotora SCW-PRP selectiva en fibras segun la secuencia desde la posicion nucleotidica 61 a 1499 de
SEQID 3,

ii. un fragmento de ADN que codifica los 35 aminoacidos N-terminales della ADN xilosiltransferasa procedente
de Arabidopsis thaliana,

iii. un fragmento de ADN que codifica NOD C de Azorhizobium caulinodans clonado en el marco con el fragmento de
ADN previo,

iv. la secuencia no traducida 3' del transcrito 35S del virus del mosaico de la coliflor,

v. la region promotora SCW-PRP selectiva en fibras segin una secuencia procedente de la posicion nucleotidica 61
a 1499 de SEQID 3,

vi. una region de ADN que codifica una glutamina:fructosa-6-fosfato amidotransferasa procedente de E. colique
estaba optimizada para la utilizacion de codones en plantas segun se describe en el documento WO
2007/039314 bajo SEQ ID 10 del mismo,

vii. la secuencia no traducida 3' del gen de histona H4 de Arabidopsis thaliana.

Este gen quimérico se introdujo entre los limites de ADN T de un vector de ADN T junto con un gen epsps quimérico
como un marcador seleccionable. El vector de ADN T resultante se denominé pTGK 110, Este vector es idéntico a
pTDBI252 excepto para la secuencia codificante de GFAT.

Ejemplo 2: Generacion de plantas de algodén transgénicas que expresan una glutamina:fructosa-6-fosfato
amidotransferasa (solamente para referencia)

Los vectores de ADN T se introdujeron en cepas de Agrobacterium tumefaciens que contenian un plasmido Ti
cooperador y se usaron en la transformacién de algodéon esencialmente como se describe en el documento
WOO00/71733. Las plantas TO se analizaron adicionalmente como se describe en el Ejemplo 3.

13
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Ejemplo 3: Determinacién del contenido de glucosamina de fibras de algodén (solamente para referencia)

Fibras procedentes de plantas TO de algoddn transgénicas se aislaron, se trataron con acido trifluoroacético (TFA)
para hidrolizar los polimeros de glucosamina y se analizaron con respecto al contenido de glucosamina mediante
HPLC. Todas las etapas se llevaron a cabo siguiendo protocolos estandar.

Las fibras de lineas no transformadas contenian aproximadamente 0,01% de GlIcN. Los resultados para el contenido
de glucosamina medido de fibras de algodén procedentes de diferentes plantas TO que expresaban el gen de GFAT
descrito en la presente bajo el control del promotor SCW-PRP (transformado con pTDBI 252) se representan en la
Tabla 3.

Tabla 3: Contenido de GicN de fibras de algodén procedentes de plantas TO individuales

GFAT optimizada (pTDBI 252) GFAT control (pTGK 110)

pl1 0,0115~* cplt 0,0101 *
pl2 0,0118* cpl2 0,0112*
pl3 0,0136 * cpl3 0,0120 *
pl4 0,0141 * cpl4 0,0121 *
pl5 0,0318 cpl5 0,0125*
pl6 0,0340 cplé 0,0316
pl7 0,0371 cpl7 0,0330
pl8 0,0389 cpl8 0,0334
pl9 0,0401 cpl9 0,0349
pl10 0,0405 cpl10 0,0425
pl11 0,0431 cplit 0,0446
pl12 0,0448 cpli2 0,0536
pl13 0,0472 cpl13 0,0546
pl14 0,0502 cpli4 0,0566
pl15 0,0530 cpl15 0,0589
pl16 0,0538 cpl16 0,0597
pl17 0,0558 cpl17 0,0599
pl18 0,0630 cpl18 0,0714
pl19 0,0674 Promedio: 0,0385
pl20 0,0762

pl21 0,0783

pl22 0,0811

pl23 0,0817

pl24 0,0910

pl25 0,0929

pl26 0,0965

PI27 0,1016

pl28 0,1152

pl29 0,1243

pl30 0,1319

Promedio: 0,0607

Los valores representan % de GlcN del peso de fibras total; *: considerado como fondo
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Los numeros dados representan el % de GIcN del peso total de fibras. Los valores por debajo de 0,015 se
consideraban como fondo. La Tabla 3 también muestra en contenido de GlcN encontrado en fibras procedentes de
plantas de algodén TO individuales que se transformaban con el vector de control pTGK 110 que comprende una
region de ADN codificante de GFAT que esta optimizada para la utilizacion de codones en plantas y se conoce en la
técnica.

La Tabla 4 muestra el contenido de GlcN promedio y maximo (medido en % del peso total de fibras) de fibras de
algododn derivadas de plantas TO que expresan el gen GFAT descrito en la presente bajo el control del promotor
SCW-PRP o bajo el control del promotor tipo Fb8-1. Como un control, se dan valores para plantas que expresan el
gen de GFAT optimizado para plantas descrito en el documento WO 2007/039314. El contenido promedio de GicN
de fibras que expresan la secuencia del gen de GFAT segin SEQ ID 1 bajo el control del promotor SCW-PRP
estaba aproximadamente cuatro veces por encima del nivel de fondo (0,061% frente a 0,015%) y casi dos veces el
de plantas de control que expresan una secuencia del gen de GFAT optimizada para plantas publicada en el
documento WO 2007/039314 (0,061% frente a 0,039%). El contenido de GlcN maximo que se media en una planta
TO que expresa el gen GFAT descrito en la presente bajo el control del promotor SCW-PRP estaba casi 10 veces
por encima del nivel de fondo de fibras procedentes de plantas que no expresan una construccion génica introducida
artificialmente (0,132% frente a 0,015%). Por otra parte, era casi dos veces el de plantas de control que expresan
una secuencia del gen de GFAT optimizada para plantas publicada en el documento WO 2007/039314 (0,132%
frente a 0,071%). Asimismo, las plantas que expresan un gen de GFAT segin SEQ ID 1 bajo el control del promotor
tipo Fb8-1 tenian un incremento maximo en el contenido de GIcN de las fibras de més de 10 veces (0,178% frente a
0,015%) y un incremento promedio de 2 veces en el contenido de GicN de las fibras (0,039% frente a 0,015%) en
comparacién con plantas que no expresan una construccion génica introducida artificialmente.

Tabla 4: Contenido de GlcN medio y promedio de fibras procedentes de plantas de algodén TO que expresan un gen
de GFAT segun SEQ ID 1 bajo el control de diferentes promotores selectivos en fibras)

Promotor | GFAT ctrl. GFAT ctrl. GFAT opt. |GFAT opt.
promedio max. promedio maximo

SCW-PRP 0,039 0,071 0,061 0,132

Tipo Fb8- 0,039 0,178

1
Los valores representan % de GlcN del peso total de fibras
Ejemplo 4: Fibras de algoddn con reactividad incrementada

Plantas de algodon transgénicas que comprenden un gen de GFA quimérico y un gen de NOD C quimérico ligados
operativamente a un promotor especifico en fibras como el esbozado en el Ejemplo 1 se generan como se describe
en el Ejemplo 2. Se recogen fibras de algodéon maduras de estas plantas y se pueden colorear con tintes anionicos
tales como rojo Congo o se pueden hacer reaccionar con Alexa fluor 555 acoplado a aglutinina de germen de trigo
(WGA). WGA se une especificamente a N-acetilglucosamina en células de planta y por lo tanto se puede usar como
un reactivo de deteccion para N-acetilglucosamina. Ademas, las fibras de algodén maduras resultantes se pueden
colorear con tintes comerciales incluyendo tintes reactivos para algodon (p. ej. Reactive Red 120, Levafix Blue CA),
tintes acidos (Acid Orange 7, Acid Blue 281) y tintes reactivos para lana (p. ej. Reactive Red 116, Realan Amber
EHF).
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LISTADO DE SECUENCIAS

<120> Fibras de algodén con contenido de glucosamina incrementado

<130> BCS14-2002

<160> 4

<170> PatentIn versién 3.3

<210> 1

<211>1830

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> secuencia artificial que codifica la glutamina:fructosa-6-fosfato-amidotransferasa (GFAT) de E. coli

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(1830)

<400> 1

atg
Met
1

ctt
Leu

ggt
Gly

ctg
Leu

cat
His
65

cct

Pro

gtt
Val

aaa
Lys

gct
Ala

tgc
Cys

ctt
Leu

cta
Leu

ggt
Gly
50

ggt
Gly

tca
Ser

cac
His

gct
Ala

cat
His
130

gga
Gly

gaa
Glu

gcce
Ala
35

aag
Lys

ggc
Gly

gag
Glu

aac
Asn

cgt
Arg
115

cte
Leu

att
Ile

gga
Gly
20

gtt
Val

gtt
Val

aca
Thr

gta
Val

999
Gly
100

ggc
Gly

gtg
Val

gtt
Val

cte
Leu

gta
Val

caa
Gln

ggt
Gly

aat
Asn
85

atc
Ile

tat
Tyr

aac
Asn

ggc
Gly

cgt
Arg

gat
Asp

atg
Met

att
Ile
70

gct
Ala

atc
Ile

act
Thr

tgg
Trp

gca
Ala

cgt
Arg

gce
Ala

ctg
Leu
55

gct
Ala

cat
His

gaa
Glu

ttc
Phe

gaa
Glu
135

ata
Ile

ctg
Leu

gaa
Glu
40

gct
Ala

cac
His

cca
Pro

aac
Asn

gtt
val
120

ctg
Leu

gca
Ala

gaa
Glu
25

ggt
Gly

caa
Gln

act
Thr

cat
His

cat
His
105

tca
Ser

aaa
Lys

caa
Gln

tac
Tyr

cac
His

gca
Ala

aga
Arg

gte
Val
90

gaa

Glu

gag
Glu

caa
Gln

agg
Arg

aga
Arg

atg
Met

gce
Ala

tgg
Trp
75

tct

Ser

cca
Pro

aca
Thr

999
Gly

gac
Asp

gga
Gly

aca
Thr

gaa
Glu
60

gct
Ala

gag
Glu

ctt
Leu

gac
Asp

gga
Gly
140

16

gta
Val

tat
Tyr

cgt
Arg
45

gaa
Glu

act
Thr

cac
His

cga
Arg

act
Thr
125

act
Thr

gca
Ala

gat
Asp
30

cta
Leu

cat
His

cac
His

att
Ile

gaa
Glu
110

gag
Glu

ctg
Leu

gaa
Glu

tct
Ser

aga
Arg

cct
Pro

ggt
Gly

gtg
Val
95

gag
Glu

gtg
val

aga
Arg

atc
Ile

gce
Ala

cgt
Arg

tta
Leu

gaa
Glu
80

gte
Val

ctg
Leu

att
Ile

gag
Glu

48

96

144

192

240

288

336

384

432



gct
Ala
145

atc
Tle

agt
Ser

gat
Asp

gag
Glu

aaa
Lys
225

tac
Tyr

atc
Ile

tca
Ser

cta
Leu

tat
Tyr
305

att
Ile

gca
Ala

acg
Thr

ctt
Leu

gaa
Glu

gtt
val

atg
Met

cca
Pro

caa
Gln

ggc
Gly
210

acc
Thr

gac
Asp

tac
Tyr

cat
His

ctg
Leu
290

aac
Asn

cct
Pro

gta
Val

gct
Ala

ggt
Gly
370

tet
Ser

cta
Leu

gat
Asp

ctg
Leu

ctg
Leu
195

gat
Asp

gga
Gly

gcce
Ala

gag
Glu

ggt
Gly
275

tecg
Ser

tct
Ser

tgc
Cys

aga
Arg

gat
Asp
355

tct

Ser

gat
Asp

cgt
Arg

tca
Ser

gtg
Val
180

gct
Ala

atc
Ile

gca
Ala

ggc
Gly

caa
Gln
260

cag
Gln

aag
Lys

ggt
Gly

gac
Asp

cgc
Arg
340

aca
Thr

cta
Leu

ctt
Leu

gct
Ala

aga
Arg
165

att
Ile

ctg
Leu

gcg
Ala

gaa
Glu

gat
Asp
245

cecg
Pro

gtt
Val

gta
Val

atg
Met

gtc
Val
325

aac

Asn

ctg
Leu

gca
Ala

gct
Ala

atc
Ile
150

cac
His

gga
Gly

tta
Leu

gaa
Glu

gta
Val
230

aaa
Lys

aac
Asn

gac
Asp

gaa
Glu

gtc
val
310

gaa
Glu

agc
Ser

gct
Ala

atc
Ile

ctt
Leu

cect
Pro

cca
Pro

ctg
Leu

cct
Pro

ata
Ile
215

aaa
Lys

ggc
Gly

gct
Ala

tta
Leu

cat
His
295

agt
Ser

att
Ile

ctg
Leu

gga
Gly

tgt
Cys
375

atg
Met

caa
Gln

gat
Asp

999
Gly

gtg
val
200

act
Thr

cgce
Arg

ata
Ile

atc
Ile

tct
Ser
280

att
Ile

cgce
Arg

gcc
Ala

atg
Met

tta
Leu
360

aac
Asn

act
Thr

tta
Leu

aca
Thr

atg
Met
185

aca
Thr

cga
Arg

cag
Gln

tac
Tyr

aag
Lys
265

gaa
Glu

cag
Gln

tat
Tyr

tcg
Ser

ata
Ile
345

cgt
Arg

gtt
Val

aac
Asn
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cgt
Arg

ctg
Leu
170

gga
Gly

cgg
Arg

cgt
Arg

gat
Asp

cga
Arg
250

aat
Asn

ctg
Leu

atc
Ile

tgg
Trp

gaa
Glu
330

acg

Thr

ctg
Leu

cct
Pro

gct
Ala

ggt
Gly
155

ctg
Leu

gaa
Glu

aga
Arg

agc
Ser

atc
Ile
235

cac
His

acc
Thr

gga
Gly

cte
Leu

ttt
Phe
315

ttc
Phe

tta
Leu

tca
Ser

ggt
Gly

ggt
Gly

gct
Ala

gca
Ala

aac
Asn

ttt
Phe

gta
Val
220

gaa
Glu

tac
Tyr

ctt
Leu

cca
Pro

gcg
Ala
300

gaa

Glu

aga
Arg

tect
Ser

aaa
Lys

agc
Ser
380

aca
Thr

17

tac
Tyr

gca
Ala

ttt
Phe

atc
Ile
205

aac
Asn

tcc
Ser

atg
Met

act
Thr

aac
Asn
285

tgt
Cys

tca
Ser

tat
Tyr

cag
Gln

gag
Glu
365

tct

Ser

gaa
Glu

999
Gly

agg
Arg

atc
Ile
190

tte
Phe

atc
Ile

aat
Asn

cag
Gln

999
Gly
270

gca
Ala

ggt
Gly

ctg
Leu

cge
Arg

tet
Ser
350

ctt

Leu

ctt
Leu

atc
Ile

aca
Thr

tct
Ser
175

gct
Ala

ctt
Leu

ttec
Phe

ctt
Leu

aaa
Lys
255

cgt
Arg

gac
Asp

act
Thr

gca
Ala

aag
Lys
335

gga
Gly

ggc
Gly

gtg
vVal

999
Gly

gtg
Vval
160

ggt
Gly

tcg
Ser

gaa
Glu

gat
Asp

caa
Gln
240

gag
Glu

atc
Ile

gaa
Glu

tect
Ser

gga
Gly
320

tct

Ser

gaa
Glu

tac
Tyr

cga
Arg

gtg
val

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200
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385

gca
Ala

gtg
Val

gat
Asp

ctg
Leu

aag
Lys
465

cte
Leu

gct
Ala

gca
Ala

aag
Lys

tat
Tyr
545

cac

His

tac
Tyr

gga
Gly

gag
Glu

tce
Ser

gca
Ala

atc
Ile

tca
Ser
450

cat

His

gaa
Glu

tac
Tyr

gat
Asp

ctg
Leu
530

gtc
Vval

atc
Ile

aca
Thr

act
Thr

taa

<210>2

<211> 609

aca
Thr

aag
Lys

gtt
Val
435

caa
Gln

cac
His

ggc
Gly

gct
Ala

atg
Met
515

aaa
Lys

ttec
Phe

atc
Ile

gtt
Val

gac
Asp
595

<212> PRT

<213> artificial

<220>

aaa
Lys

ctg
Leu
420

cat
His

gac
Asp

gct
Ala

gca
Ala

gca
Ala
500

cce
Pro

tca
Ser

gct
Ala

gag
Glu

cce
Pro
580

gtt
Val

gca
Ala
405

tect
Ser

ggt
Gly

aaa
Lys

ttg
Leu

ttg
Leu
485

ggc
Gly

gtt
val

aat
Asn

gag
Glu

atg
Met
565

ctg
Leu

gac
Asp

390

ttt
Phe

aga
Arg

ctg
Leu

agg
Arg

ttt
Phe
470

aag
Lys

gaa
Glu

atc
Ile

att
Ile

caa
Gln
550

cct

Pro

cag
Gln

cag
Gln

<223> Construccién sintética

<400> 2

aca
Thr

cte
Leu

caa
Gln

att
Ile
455

ctce
Leu

cte
Leu

ctg
Leu

gtc
Val

gaa
Glu
535

gat
Asp

cac
His

ctt
Leu

cca
Pro

act
Thr

aaa
Lys

gct
Ala
440

gaa
Glu

ggt
Gly

aaa
Lys

aaa
Lys

gtt
Val
520

gag
Glu

gcc
Ala

gtg
val

ctg
Leu

agg
Arg
600
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caa
Gln

ggt
Gly
425

ctt
Leu

gcc
Ala

cgt
Arg

gag
Glu

cac
His
505

gca
Ala

gta
Val

ggt
Gly

gaa
Glu

gct
Ala
585

aat
Asn

ctt
Leu
410

cta
Leu

cct
Pro

ctg
Leu

ggc
Gly

atc
Ile
490

gga
Gly

cca
Pro

cgt
Arg

ttt
Phe

gag
Glu
570

tat
Tyr

ctc
Leu

395

acg
Thr

gat
Asp

agce
Ser

gca
Ala

gat
Asp
475

tce
Ser

cct
Pro

aac
Asn

gca
Ala

gta
val
555

gtg
val

cac
His

gca
Ala

gtg
val

gcc
Ala

cga
Arg

gaa
Glu
460

cag

Gln

tat
Tyr

cta
Leu

aac
Asn

aga
Arg
540

agt
Ser

att
Ile

gtt
Vval

aag
Lys

18

ctg
Leu

tce
Ser

att
Ile
445

gat
Asp

tat
Tyr

ata
Ile

gct
Ala

gaa
Glu
525

ggc
Gly

agc
Ser

gct
Ala

gcc
Ala

tca
Ser
605

cta
Leu

atc
Ile
430

gag
Glu

tte
Phe

cct
Pro

cac
His

ctt
Leu
510

ttg
Leu

gga
Gly

gat
Asp

ccg
Pro

ctt
Leu
590

gta
Val

atg
Met
415

gag
Glu

cag
Gln

tca
Ser

atc
Ile

gct
Ala
495

att
Ile

ctg
Leu

caa
Gln

aac
Asn

atc
Ile
575

atc
Ile

acg
Thr

400

ctt
Leu

cat
His

atg
Met

gac
Asp

gct
Ala
480

gaa
Glu

gac
Asp

gag
Glu

ctt
Leu

atg
Met
560

tte
Phe

aaa
Lys

gtt
Val

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1830



Met

Leu

Gly

Leu

His

65

Pro

val

Lys

Ala

Ala

145

Ile

Ser

Asp

Glu

Lys

Cys

Leu

Leu

Gly

50

Gly

Ser

His

Ala

His

130

Val

Met

Pro

Gln

Gly

210

Thr

Gly

Glu

Ala

35

Lys

Gly

Glu

Asn

Arg

115

Leu

Leu

Asp

Leu

Leu

195

Asp

Gly

Ile

Gly

20

vVal

vVal

Thr

val

Gly

100

Gly

Val

Arg

Ser

val

180

Ala

Ile

Ala

Val

Leu

val

Gln

Gly

Asn

85

Ile

Tyr

Asn

Ala

Arg

165

Ile

Leu

Ala

Glu

Gly

Arg

Asp

Met

Ile

70

Ala

Ile

Thr

Trp

Ile

150

His

Gly

Leu

Glu

val

Ala

Arg

Ala

Leu

55

Ala

His

Glu

Phe

Glu

135

Pro

Pro

Leu

Pro

Ile

215

Lys

Ile

Leu

Glu

40

Ala

His

Pro

Asn

Vval

120

Leu

Gln

Asp

Gly

Val

200

Thr

Arg
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Ala

Glu

25

Gly

Gln

Thr

His

His

105

Ser

Lys

Leu

Thr

Met

185

Thr

Arg

Gln

Gln

10

Tyr

His

Ala

Arg

Val

90

Glu

Glu

Gln

Arg

Leu

170

Gly

Arg

Arg

Asp

Arg

Arg

Met

Ala

Trp

75

Ser

Pro

Thr

Gly

Gly

155

Leu

Glu

Arg

Ser

Ile

Asp

Gly

Thr

Glu

60

Ala

Glu

Leu

Asp

Gly

140

Ala

Ala

Asn

Phe

Val

220

Glu

19

Val

Tyr

Arg

45

Glu

Thr

His

Arg

Thr

125

Thr

Tyr

Ala

Phe

Ile

205

Asn

Ser

Ala

Asp

30

Leu

His

His

Ile

Glu

110

Glu

Leu

Gly

Arg

Ile

190

Phe

Ile

Asn

Glu

15

Ser

Arg

Pro

Gly

val

95

Glu

val

Arg

Thr

Ser

175

Ala

Leu

Phe

Leu

Ile

Ala

Arg

Leu

Glu

80

Val

Leu

Ile

Glu

Val

160

Gly

Ser

Glu

Asp

Gln



225

Tyr

Ile

Ser

Leu

Tyr

305

Ile

Ala

Thr

Leu

Glu

385

Ala

Val

Asp

Leu

Lys
465

Asp

Tyr

His

Leu

290

Asn

Pro

Val

Ala

Gly

370

Ser

Ser

Ala

Ile

Ser

450

His

Ala

Glu

Gly

275

Ser

Ser

Cys

Arg

Asp

355

Ser

Asp

Thr

Lys

Val

435

Gln

His

Gly

Gln

260

Gln

Lys

Gly

Asp

Arg

340

Thr

Leu

Leu

Lys

Leu

420

His

Asp

Ala

Asp

245

Pro

Val

val

Met

val

325

Asn

Leu

Ala

Ala

Ala

405

Ser

Gly

Lys

Leu

230

Lys

Asn

Asp

Glu

Val

310

Glu

Ser

Ala

Ile

Leu

330

Phe

Arg

Leu

Arg

Phe
470

Gly

Ala

Leu

His

295

Ser

Ile

Leu

Gly

Cys

375

Met

Thr

Leu

Gln

Ile

455

Leu

Ile

Ile

Ser

280

Ile

Arg

Ala

Met

Leu

360

Asn

Thr

Thr

Lys

Ala

440

Glu

Gly
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Tyr

Lys

265

Glu

Gln

Tyr

Ser

Ile

345

Arg

Val

Asn

Gln

Gly

425

Leu

Ala

Arg

Arg

250

Asn

Leu

Ile

Trp

Glu

330

Thr

Leu

Pro

Ala

Leu

410

Leu

Pro

Leu

Gly

235

His

Thr

Gly

Leu

Phe

315

Phe

Leu

Ser

Gly

Gly

395

Thr

Asp

Ser

Ala

Asp
475

Tyr

Leu

Pro

Ala

300

Glu

Arg

Ser

Lys

Ser

380

Thr

Val

Ala

Arg

Glu

460

Gln

20

Met

Thr

Asn

285

Cys

Ser

Tyr

Gln

Glu

365

Ser

Glu

Leu

Ser

Ile

445

Asp

Tyr

Gln

Gly

270

Ala

Gly

Leu

Arg

Ser

350

Leu

Leu

Ile

Leu

Ile

430

Glu

Phe

Pro

Lys

255

Arg

Asp

Thr

Ala

Lys

335

Gly

Gly

Val

Gly

Met

415

Glu

Gln

Ser

Ile

240

Glu

Ile

Glu

Ser

Gly

320

Ser

Glu

Tyr

Arg

vVal

400

Leu

His

Met

Asp

Ala
480



10

15

Leu Glu

Ala

Tyr

Ala Asp

Gly

Ala

Met

Ala Leu

485

Ala
500

Gly

Pro Val

515

Leu
530

Lys

Tyr Val

545

His TIle

Thr

Tyr

Gly Thr

Lys

Phe

Ile

Vval

Asp

Ser Asn

Ala Glu

Lys

Glu

Ile

Ile

Gln

Leu Lys

Leu Lys

Val val

520

Glu
535

Glu

Asp Ala

550

Glu Met

565

Pro Leu

580

Val Asp

595

Glu

<210> 3

<211> 11032

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> ADN T de pTDBI 252

<400> 3

aattacaacg
ttcacggaaa
tatctagtac
taaatttaat
ctttatatag
attaatattt
atttttaatt
tcttttgaga

ttaaaatttc

gtatatatcc
gttgttatat
tcaataagaa
atatatatat
ttatatttaa
atattattta
tttagaaatt
tttatctaaa

ttggaatttt

Pro

Gln

Gln

His Val

Leu Leu

Pro Arg

600

tgccagtact
ataagttcag
gatggagaaa
aaagaaaata
aaaaatttta
atttattatt
ttatataact
ttgatttgaa

atataaattt
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Glu Ile

490

Ser

His Pro

505

Gly

Ala Pro Asn

Val Arg Ala

Phe Val

555

Gly

Glu Glu

570

Val

Ala
585

Tyr His

Asn Leu Ala

gggccceccecte
taaataataa
gttatgttaa
gttgtataac
aaattaaaat
gaatatgaat
ttccatatat
ttttttttat

ttggattttt

Tyr Ile

Leu Ala

His

Leu

Ala
495

Glu

Ile Asp

510

Glu
525

Asn

Arg
540

Gly
Ser Ser
Ile

Ala

Val Ala

Leu

Gly

Asp

Pro

Leu

Leu Glu

Gln

Leu

Met
560

Asn

Ile
575

Phe

Ile Lys

590

Ser
605

Lys

gagggcgatc
tgaaatataa
ttatagttat
taataattat
actattattt
aaattttttt
atatttctga
ttttaaaaaa

caaaaaaaat

21

Val

Thr Val

gcgcggecge
attttaatta
aaattattta
ttttacaata
tgttcaatat
tgaaaattat
tttgtcaatt
taaaataatt

tgagattttt

60

120

180

240

300

360

420

480

540



ttcttttttt
ttgggtataa
tcccatttaa
gggcaaatag
cagactatta
gggtcaaggt
ctaagtatta
cttttgcetag
ttaaatacca
atttaaattt
aatacttaca
aaaatagaaa
gacaaatgga
attgggtttt
gagtaatatc
accaatcctt
ccatgagtaa
ctctctttct
tgatcggttt
agttcattaa
tcactccaag
agtgcgtcge
acgatgggtce
aaaggttcat
ccatcaggag
aggatgttgt
ggcagctegt
actggecttge
gttgtgggcc
agcaccagac
tgatgctgaa

ttececggatgg

tcgatttttt
ttaatattag
ttacttttgt
ttataaatgt
gtattatatc
ttaaattaag
atttgaatta
taaattgaac
atttaaaccc
gatccaccta
cacatgatag
gatatattte
aatggaaaga
ttttttttgt
tcaaacaaat
ctttecctcaa
acggaatcecg
catcatctac
gcttgegact
cgtgtcgage
ggttgacgtt
ttctatatgc
gaccaacaaa
atttgtcgaa
aacagacgga
tacaaagctt
tgcaaagaat
gtgtaacgag
gtgcgccatg
attcctaggg
ggegggattt

gctggegecy

aaatttattt
ataacccaca
tgtatcatta
taaattagta
aaatatttaa
tacttaaact
agaagcaaag
cttaaagtcg
taaagtcaag
atttaaattt
agatataccc
ctacaaaatt
cttattttta
gacgaaatat
aattaaaaaa
ctcaaatctt
aagattctga
ttcgtttttce
gcagcctacg
gtaacggatg
atcgtgccga
gcacaagact
acatcattte
cttgatcaaa
gacctgatac
gcgtegteca
cgagaaagat
gagcgcattg
tatagaagat
cgtccgagea
cggaccgggt

tacctgegec
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caggaaaata
aattagatca
atttagtcga
tttaaatctt
gggtaaatat
tggttttata
ttcaagtacc
agtttagtta
tttaggtacc
ttttggtcca
acaacagata
taaaagcatt
agtttatgga
gggtgagaga
ctcctttaaa
caatctttag
agatttttct
actcatcgtc
tgacgttgge
tcgetggtet
cattcaatga
accgcggacce
acgcagtatg
acaaggggaa
taaacgtaga
tgagagccce
cttggettac
cgcagtcgag
ctgcaattac
actttggtga
acgtcccagg

agcaactccg

taaactaact
ataggagctt
ccttacatag
gaagttttta
atattctaat
gttcaaattg
taattagact
tctaattgga
aaagtgtata
atgcaataag
cacactacaa
taatttttta
tgaatctaat
aggtagtaag
tgtggctata
atcatctcte
gtatatgtta
gttttcaagt
gagcgcatac
cgaaagtgat
gaactccagc
aataacgatt
cgacaagtac
gcgegeegeg
ctcggacacg
gaatgtcggt
cagattaatc
gtttggctcee
gccactattg
ggatcgccat
tgcegtageg

ctgggcccege

22

tttctttget
catgtcctaa
tagctctatg
atttaaagtt
atctaagcett
atttaaataa
ataaaaaaaa
caaaaaaatc
tttatctaat
agaattaatt
aaaacattaa
actaacatta
ttatctaaac
ctaagtaggg
aatacctgaa
caaaaaaata
cttctcaact
gtcgtagatg
aaggtggtcc
gctttgecge
acattgctcg
gtcgtggtag
gcgagcegacg
caaatggagg
gttatagata
ggtgtcatgg
gatatggagt
gtgatgtgtt
gcagaatatg
ctcacaatcc
aggacgttgg

agcacttatc

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460



gcgacaccgce
tatgcgcaca
tgactacatc
taataagatg
ttcactcage
ttecgggatag
aaatcaccag
gtagttccca
aagaaaccct
cctaaaacca
cggccgcette
ttaattatat
ttatttataa
tacaatactt
tcaatatatt
aaattatatt
gtcaatttct
aataatttta
gatttttttc
ctttgetttg
gtecctaatcce
ctctatgggg
taaagttcag
taagcttggg
taaataacta
aaaaaaactt
aaaaatctta
atctaatatt
attaattaat
acattaaaaa

aacattagac

cctcgectta
gaatttgggt
agggtcgcaa
ttgttctgte
gttgaatgtt
tcggtggcecta
tctctctceta
gataagggaa
tagtatgtat
aaatccagta
acggaaagtt
ctagtactca
atttaatata
tatatagtta
aatatttata
tttaattttt
tttgagattt
aaatttcttg
ttttttttcg
ggtataatta
catttaatta
caaatagtta
actattagta
tcaaggttta
agtattaatt
ttgctagtaa
aataccaatt
taaatttgat
acttacacac
atagaaagat

aaatggaaat

cgtataaaga
acggctctct
acgcccgtta
gccecttatag
ctaattttaa
tcacgcgaga
caaatctatc
ttagggttcc
ttgtatttgt
ctaaaatcca
gttatatata
ataagaagat
tatatataaa
tatttaaaaa
ttatttaatt
agaaatttta
atctaaattg
gaattttata
attttttaaa
atattagata
cttttgttgt
taaatgttaa
ttatatcaaa
aattaagtac
tgaattaaga
attgaacctt
taaaccctaa
ccacctaatt
atgatagaga
atatttccta

ggaaagactt
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aaaatctaag
tacttgtgat
tcattctggg
cgaaagattt
cgccgttaaa
gttcctaage
tctctctatt
tatagggttt
aaaatacttc
gacgcgtecet
agttcagtaa
ggagaaagtt
gaaaatagtt
aattttaaaa
tattattgaa
tataactttc
atttgaattt
taaatttttg
tttatttcag
acccacaaat
atcattaatt
attagtattt
tatttaaggg
ttaaacttgg
agcaaagttc
aaagtcgagt
agtcaagttt
taaatttttt
tatacccaca
caaaatttaa

atttttaagt

caaatatatc
gaccatgatt
tgtcgttgtg
tcggtttcta
actctatgcece
tagcaagcett
ttctccataa
cgctcatgtg
tatcaataaa
gcaggcccgg
ataataatga
atgttaatta
gtataactaa
ttaaaatact
tatgaataaa
catatatata
tttttatttt
gatttttcaa
gaaaatataa
tagatcaata
tagtcgacct
aaatcttgaa
taaatatata
ttttatagtt
aagtacctaa
ttagttatct
aggtaccaaa
tggtccaatg
acagatacac
aagcatttaa

ttatggatga

23

acctttgaga
tecgetttege
gggatgtcta
tacttcatcg
ctgttaacca
ggacacgctg
taatgtgtga
ttgagcatat
atttctaatt
gttaattaag
aatataaatt
tagttataaa
taattatttt
attattttgt
ttttttttga
tttctgattt
taaaaaataa
aaaaaattga
actaactttt
ggagcttcat
tacatagtag
gtttttaatt
ttctaatatc
caaattgatt
ttagactata
aattggacaa
gtgtatattt
caataagaga
actacaaaaa
ttttttaact

atctaattta

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320



tctaaacatt
agtaggggag
acctgaaacc
aaaaatacca
cttgaaggac
gatgccgaag
gcagccgaag
cacggtgaac
cacaacggga
actttcgttt
caagggggaa
gggacagtga
ccactggtga
ttacctgtga
cgtagcgtaa
aatcttcaat
tacgagcaac
gacttatctg
atcctcegegt
ctggcaggaa
gtaagacgca
gctggattac
cctggtaget
atcggggtagg
gcaaagctgt
ctgcaagctce
ctggcagaag
cctategete
tacgctgcag
atcgtegttg
cgtgcaagag

gataacatgc

gggttttttt
taatatctca
aatccttett
tgtgeggaat
tcegtegtet
gtcacatgac
aacatccttt
cttcagaggt
tcatcgaaaa
cagagacaga
ctctgagaga
tcatggattce
ttggactggg
cacggagatt
acatcttcga
acgacgccgyg
cgaacgctat
aactgggacc
gtggtacttc
ttecttgega
acagcctgat
gtctgtcaaa
ctettgtgeg
catccacaaa
ctagactcaa
ttcctageeg
atttctcaga
tcgaaggcge
gcgaactgaa
caccaaacaa
gcggacaact

acatcatcga

tttttgtgac
aacaaataat
tcctcaacte
tgttggegea
ggaatacaga
acgtctaaga
acatggtggce
aaatgctcat
ccatgaacca
cactgaggtg
ggctgttcta
aagacaccca
gatgggagaa
tatcttceett
taaaaccgga
cgataaaggce
caagaatacc
aaacgcagac
ttataactct
cgtcgaaatt
gataacgtta
agagcttggc
agaatctgat
agcatttaca
aggtctagat
aattgagcag
caagcatcac
attgaagctc
acacggacct
cgaattgctg
ttatgtette

gatgcctcac
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gaaatatggg
taaaaaactc
aaatcttcaa
atagcacaaa
ggatatgatt
cgtctgggta
acaggtattg
ccacatgtct
cttcgagaag
attgctcatc
cgtgctatce
gatacactgce
aactttatcg
gaagagggcyg
gcagaagtaa
atataccgac
cttactgggce
gaactactgt
ggtatggtca
gcctceggaat
tctcagtctg
taccttggtt
cttgctetta
actcaactta
gcctccatceg
atgctgtcac
getttgttte
aaagagatct
ctagctctta
gagaagctga
gctgagcaag

gtggaagagg

tgagagaagg
ctttaaatgt
tctttagatc
gggacgtage
ctgceggtcet
aggttcaaat
ctcacactag
ctgagcacat
agctgaaagc
tcgtgaactg
ctcaattacg
tggcagcaag
cttcggatca
atatcgcgga
aacgccagga
actacatgca
gtatctcaca
cgaaggtaga
gtcgetattg
tcagatatcg
gagaaacggc
ctctagcaat
tgactaacge
cggtgectget
agcatgatat
aagacaaaag
tcggtegtgg
cctatataca
ttgacgcaga
aatcaaatat
atgccggttt

tgattgctcee

24

tagtaagcta
ggctataaat
atctctccaa
agaaatcctt
agccgttgta
gctggctcaa
atgggctact
tgtggtcgtt
tecgtggcetat
ggaactgaaa
tggtgcttac
gtctggtagt
actggctctg
aataactcga
tatcgaatcc
gaaagagatc
tggtcaggtt
acatattcag
gtttgaatca
caagtctgca
tgatacactg
ctgtaacgtt
tggtacagaa
aatgcttgtg
cgttcatggt
gattgaagcc
cgatcagtat
cgctgaagcet
tatgcecegtt
tgaagaggta
tgtaagtage

gatcttctac

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240



acagttcccc
cagccaagga
cgcgtttgtg
tggcgtttag
ttcagcagtt
aattttggca
atgaaattcg
gaggataacg
agctactgaa
tcctttatta
gaaacaaacc
ttgaatgaaa
aagattctat
gaattcgata
tgagtcgagg
tgattcccag
caacgaattt
ttggtaatta
attgaagtgt
atttacaatt
aagaaggcaa
taacatatga
tataaatcac
ataaaagcat
aaatattgcc
tagtggctat
acggtttata
tgcgatctga
ctttetecace
gactctagag

tgtttgtaat

tgcagcttct
atctcgcaaa
ttttctgggt
tagtttgcgg
tcggttgaaa
ttaaattggt
acttttgacc
aaagggcggt
acgcggacac
agacataaac
ggtacaagtt
atcatagtct
attctggtte
tcattaccct
catggataca
agcaagatag
acttgtggct
tttttgttaa
gttcttgtgg
gataacttgg
tacccattgt
ttgtcattgt
tatattataa
gtgaaaattt
gcttcattac
cactgccatce
catcatttta
ttgctcaaaa
caaatctact
gatccaagct

tagatcaggg

ggcttatcac
gtcagtaacg
ttctcactta
tagcgttcett
tataaatcga
gaaaattgct
tcaaatcttc
tcctatgtcee
gacgtcgcat
cgattttggt
tgattgagca
aatcgtaaaa
caatttatca
gttatcccta
ctaagttccce
tttgtgcetge
ttgacatgtc
tgtgatttta
tctatagttt
tatacacaaa
atgttccaat
ttttccagta
atcttttteg
tcaaataatg
cctaatttgt
acgcggatca
ttgtacacac
aatagactct
cttaaccgtt
tatcgatttc

gtttaggtct
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gttgccctta
gttgagtaaa
agcgtctgeg
gttatgtgta
atcaagtttce
tcaattttgt
gaacatttat
gggaaagttc
tggtacggat
taaagtgtaa
acttgatgac
aatgtacaga
tcgetttaac
aagcttatta
ctgaagtgag
aagtgacaca
gtgtgctctg
aaacctctta
ctcaaaggga
ctttgtaaat
atcaatatca
tcaatataca
gttgtaactt
tgatggcgca
ggcgccacat
ctaatatgaa
ggatcgatat
ccgtetttge
cttettette
gaacccctcea

ttccattact

tcaaaggaac
cgegtggege
ttttactttt
attacgcettt
actttatcag
atctaaatag
ttcctgattt
ccgtagaaga
atgagttaaa
cagtgagctg
aaacttcaga
agaaaagcta
gtcectcaga
atgtttgtcg
catgatcttt
attgtaatga
tttgtatttg
tgtaaatagt
aattaaaatg
ttggtgatat
atacgataac
ttaagctact
gtaattegtg
attttatttt
gtaaaacaaa
ccgtecgatta
ctcagcegtt
ctataaaaac
tacagacatc
ggcgaagaac

ttttaatgtt
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tgacgttgac
gcceccgate
gtattgggtt
ttcttcttge
cgttgtttta
aagagacaac
cacgatggat
caatgagcaa
ccgactcaat
atataaaacc
attttggtta
gagcagaaca
tttgatcggg
aggagaaata
gatgctgaga
aaccaccact
tgagtgeccgg
tactttatct
ttgacatccc
ttatggtcga
ttgataatac
acaaaattag
ggtttttaaa
ccgagttcca
agacgattct
aaacagatcg
agatttaata
aatttcacat
aatttctcte
aggtatgatt

ttttectgtta

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100



ctgtcteege
aaaataaagg
tcgatttatt
cagatttgtc
gtcaattttg
taagtggtga
ccaattgact
cagtcgcgac
gccttaagtce
ccagcaacgg
tcgagacget
cggccaccgce
gccgctecte
gcgccgagga
ggtccaagtc
tggttgataa
ttggtctcte
gaaagttccc
tcgcaatgeg
ttgatggagt
agcttggtgc
gaatcggagg
tgagtgectt
ataaattaat
tgaaagcaga
agtcccctaa
gtgctgceaat
gtgatgtgaa
ctagcgtaac
ttgatgtcaa
ttgecegatgg

ggatggttgce

gatctgattt
tcegtetttt
ggatgatcca
tgtgtgcgat
cceccttttgg
cgtttagtat
gttcaatttc
cgttagecegg
caacgccgcece
tggaagagtt
gtcgtacctg
cgtegeteeg
cagaagcctc
gatcgtgctg
gctttccaac
cctgetgaac
tgtcgaageg
agttgaggat
gtccttgaca
accaagaatg
agatgttgat
gctacctggt
gctgatgget
ctccatteceg
gcattctgat
aaatgcctat
tactggaggg
gtttgctgag
tgttactggce
catgaacaag
cccgacagece

gatceggacg

tacgacaata
aagtttgctg
ttcttcatcg
tgtcattacc
ttatatctgg
tccaatttct
ttgttaaatg
accgecccecetg
ttccccacca
caatgtatgc
ccgeecgetgt
ttccagggge
ggcaacgtca
cagcccatca
cggatcctee
agtgaggatg
gacaaagctg
gctaaagagg
gcagctgtta
agggagagac
tgtttcecttg
ggcaaggtca
gctectttgg
tacgtcgaaa
agctgggaca
gttgaaggtg
actgtgactg
gtactggaga
ccaccgcggg
atgecctgatg
atcagagacg

gagctaacca

ES 2702207 T3

gagtttcggg
gatcgataaa
tttttttett
tagccgtgta
ttcgataacg
tcaaaattta
cgcagatcac
ctcaggccaa
ccaagaaggc
aggtgtggcce
ctatggcgcece
tcaagtccac
gcaacggcgg
aggagatctc
tactcgecege
tccactacat
ccaaaagagc
aagtgcagct
ctgctgetgg
ccattggega
gcactgactg
agctgtctgg
ctettgggga
tgacattgag
gattctacat
atgcctcaag
tggaaggttg
tgatgggagce
agccatttgg
tcgeccatgac
tggcttectg

agctgggage

ttttgtccca
cctgtgaaga
gcttcgaagt
tcgagaacta
attcatctgg
gttatggata
aatggcttcg
catggtggcet
taacgacttc
ggcctacgge
caccgtgatg
cgccagecte
aaggatccgg
cggcaccgtce
cctgtcecgag
gcteggggee
tgtagttgtt
cttcttgggg
tggaaatgca
cttggttgte
cccacctgtt
ctccatcagc
tgtggagatt
attgatggag
taagggaggt
cgcaagctat
tggcaccace
gaaggttaca
gaggaaacac
tcttgetgtg
gagagtaaag

atctgttgag
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ttccagtttg
ttgagtctag
tctgtataac
gggttttcga
attagggttt
atgaaaatcc
atctcctect
ccgttcacceg
tccaccctte
aacaagaagt
atggcctegt
ccegtegeee
tgcatggeccg
aagctgccgg
gggacaacag
ttgaggactc
ggctgtggtg
aatgctggaa
acttacgtgce
ggattgaagce
cgtgtcaatg
agtcagtact
gaaatcattg
cgttttggtg
caaaaataca
ttettggetg
agtttgcagg
tggaccgaga
ctcaaggcga
gttgccctet
gagaccgaga

gaagggccgg

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020



10

15

actactgcat
accacaggat
gggaccctgg
tcaagaatta
ctcacttaag
gcgttettgt
taaatcgaat
aaattgcttce
aaatcttcga
ctatgtcecgg
cgtcgecattg
attttggtta
attgagcaac
tcgtaaaaaa
atttatcatc
tttggttaac
cgagggtccg
<210> 4

<211> 11020

<212> ADN

catcacgcceg
ggcgatggct
gtgcacccgg
agctctagaa
cgtctgegtt
tatgtgtaat
caagtttcac
aattttgtat
acatttattt
gaaagttccce
gtacggatat
aagtgtaaca
ttgatgacaa
tgtacagaag
gctttaacgt
tataacggtc

aattcgagca

<213> Artificial

<220>

<223> ADN T de pTDBI 250

<400> 4

aattacaacg
atgattagtt
aacttaaaat
atggcttcett
ccatattttt
ggtgaatgtg
tggctggtct
cataatggat

ttaaaataag

gtatatatcce
agatcaagct
catttatcaa
ttgtttettt
ttattatgtt
acagtgggga
acccaagagt
aaaggcaatt

gtggcctggt

ccggagaagce
ttctcecttg
aagaccttcc
ctagtggatc
ttacttttgt
tacgettttt
tttatcagcg
ctaaatagaa
cctgatttca
gtagaagaca
gagttaaacc
gtgagctgat
acttcagaat
aaaagctaga
ccctcagatt
ctaaggtagce

tggagccatt

tgccagtact
tttgagtctt
tttgaacaac
ttgttgcaaa
ttaacatata
gatacgtaaa
gatcaaagtt
tgtttagttce

cacacacaca
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tgaacgtgac
ccgectgtge
ccgactactt
cceccgatceceg
attgggtttg
cttcttgett
ttgttttaaa
gagacaacat
cgatggatga
atgagcaaag
gactcaattc
ataaaaccga
tttggttatt
gcagaacaaa
tgatcgggaa
gatcgaggca

tacaattgaa

gggccccecte
caaaaacata
aaagcttggc
cggtggagag
atattaataa
gtatataaca
tgagctgect
aactgctcac

aaaaaaaact

ggcgatcgac
cgaggtcccce
cgatgtgctg
cgtttgtgtt
gcgtttagta
cagcagtttc
ttttggcatt
gaaattcgac
ggataacgaa
ctactgaaac
ctttattaag
aacaaaccgg
gaatgaaaat
gattctatat
accaaaacgt
ttacggcatt

tatatcctge

gagggcgatc
aaaattacaa
cgaatgctaa
aagagggaaa
tttaatcata
ttatactttt
tcaatgagcce
agaataatgt

aatgttggtt
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acgtacgacg
gtcaccatcc
agcactttcg
ttctgggttt
gtttgcggta
ggttgaaata
aaattggtga
ttttgacctce
agggcggtte
gcggacacga
acataaaccg
tacaagtttg
catagtctaa
tctggttcca
cgtgagacag
acggcactcg

cg

gcgeggecge
aaaaaaaaca
gagcttaaaa
tgaagattga
attatacttt
tgcaagcagt
aatttttgce
taaaatgaaa

ggttgaattt

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11032

60

120

180

240

300

360

420

480

540



tatattacgg
ttttgagcat
gtaattaact
attattttaa
tttttectta
cttgatgatt
tttccactaa
ttaatacata
attctataac
accaaacaca
ttacttgtaa
ctaaatgttg
tttcatatat
agcaccttct
caacgtgggg
acatagacaa
gtaaacggaa
ttctcatcat
gtttgettge
ttaacgtgtce
caagggttga
tcgcttctat
ggtcgaccaa
tcatatttgt
ggagaacaga
ttgttacaaa
tegttgeaaa
ttgcgtgtaa
ggcegtgege
agacattcct
tgaaggcggg

atgggctgge

aatgtaatat
tccatactat
ttaaattaca
ttaatttagt
atgttgaaac
tatttattag
atattttaac
atttatcata
aaagacaatt
aaaattcaaa
tcttacatte
tcacaaatta
ttgaaagatt
taacataatc
ccaaatccca
caatccacac
tccgaagatt
ctacttcgtt
gactgcagcc
gagcgtaacg
cgttatcgtg
atgcgcacaa
caaaacatca
cgaacttgat
cggagacctg
gcttgegteg
gaatcgagaa
cgaggagcgce
catgtataga
agggcgtccg
atttecggacce

gcegtacctg

tatattttaa
aatttcgtat
agcataatat
ctatttttte
aactcatgtt
tatattaatt
tatgatttat
attttatgga
tagaaaaaaa
tcaaatgaac
ccataatttt
ttatctaaat
atattttgta
ccaccataag
ccaaaccatc
acaaatacac
ctgaagattt
tttcactcat
tacgtgacgt
gatgtcgetg
ccgacattca
gactaccgcg
tttcacgcag
caaaacaagqg
atactaaacg
tccatgagag
agatcttgge
attgecgecagt
agatctgcaa
agcaactttg
gggtacgtcc

cgccagcaac
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aataaaatta
acataatatt
taaattttga
aaaataaaat
atacttcaaa
ctgattataa
aaatttattt
aattgagacc
tgtactttta
taaataagat
attatgaaaa
aaagaaaaac
tatttacgta
tcaagtatgt
tctcattcte
gttcttttet
ttctgtatat
cgtcgttttce
tggcgagege
gtctcgaaag
atgagaactc
gaccaataac
tatgcgacaa
ggaagcgcge
tagactcgga
ccccgaatgt
ttaccagatt
cgaggtttgg
ttacgccact
gtgaggatcg
caggtgecgt

tccgetggge

tgttatttag
aaaatatagt
atcaattaat
ttaaatctaa
attataagta
ttatggtggg
caacatcgta
aagaaacatt
ggtaatttta
aatataacat
ataatcttat
acttaatttt
aaaatatttg
agatgagaaa
tcctataaaa
ttctatttga
gttacttcte
aagtgtcgta
atacaaggtg
tgatgctttg
cagcacattg
gattgtcgtg
gtacgcgage
cgcgcaaatg
cacggttata
cggtggtgte
aatcgatatg
ctcegtgatg
attggcagaa
ccatctcaca
agcgaggacg

ccgecagcecact

28

attcttaata
aatataaagt
ttttatttet
ataaaaataa
ttatatttac
atacaatcgce
tatttactta
aagagaacaa
agtactctta
acggaacatc
attactcgaa
tataacattt
acatagattg
ttggtacaaa
ggcttgctac
ttaaccatga
aactctctct
gatgtgatcg
gtccagttca
ccgetcacte
ctcgagtgcg
gtagacgatg
gacgaaaggt
gaggccatca
gataaggatg
atggggcagce
gagtactgge
tgttgttgtg
tatgagcacc
atcctgatge
ttggttcecgg

tatcgegaca

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460



ccgecctege
cacagaattt
catcagggtc
gatgttgttc
cagcgttgaa
atagtcggtg
ccagtctcte
cccagataag
cccttagtat
accaaaatcc
catgattagt
aaacttaaaa
aatggcttet
accatatttt
tggtgaatgt
ttggctggte
ccataatgga
attaaaataa
ttatattacg
attttgagca
tgtaattaac
tattatttta
atttttectt
ccttgatgat
ctttccacta
attaatacat
aattctataa
aaccaaacac
cttacttgta
actaaatgtt

ttttcatata

cttacgtata
gggtacggct
gcaaacgcce
tgtcgeccecett
tgttctaatt
gctatcacge
tctacaaatc
ggaattaggg
gtatttgtat
agtactaaaa
tagatcaagc
tcatttatca
tttgtttett
tttattatgt
gacagtgggg
tacccaagag
taaaggcaat
ggtggcctgg
gaatgtaata
ttccatacta
tttaaattac
attaatttag
aatgttgaaa
ttatttatta
aatattttaa
aatttatcat
caaagacaat
aaaaattcaa
atcttacatt
gtcacaaatt

tttgaaagat

aagaaaaatc
ctcttacttg
gttatcattc
atagcgaaag
ttaacgecegt
gagagttcct
tatctctcte
ttcctatagg
ttgtaaaata
tccagacgeg
ttttgagtct
atttgaacaa
tttgttgcaa
tttaacatat
agatacgtaa
tgatcaaagt
ttgtttagtt
tcacacacac
ttatatttta
taatttcgta
aagcataata
tctatttttt
caactcatgt
gtatattaat
ctatgattta
aattttatgg
ttagaaaaaa
atcaaatgaa
cccataattt
attatctaaa

tatattttgt
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taagcaaata
tgatgaccat
tgggtgtcgt
attttcggtt
taaaactcta
aagctagcaa
tattttctee
gtttcgctcea
cttctatcaa
tcctgecagge
tcaaaaacat
caaagcttgg
acggtggaga
aatattaata
agtatataac
ttgagctgece
caactgctca
aaaaaaaaac
aaataaaatt
tacataatat
ttaaattttg
caaaataaaa
tatacttcaa
tctgattata
taaatttatt
aaattgagac
atgtactttt
ctaaataaga
tattatgaaa
taaagaaaaa

atatttacgt

tatcaccttt
gatttecgett
tgtggggatg
tctatacttc
tgccetgtta
gcttggacac
ataataatgt
tgtgttgagce
taaaatttct
ccgggttaat
aaaaattaca
ccgaatgcta
gaagagggaa
atttaatcat
attatacttt
ttcaatgage
cagaataatg
taatgttggt
atgttattta
taaaatatag
aatcaattaa
tttaaatcta
aattataagt
attatggtgg
tcaacatcgt
caagaaacat
aggtaatttt
taatataaca
aataatctta
cacttaattt

aaaaatattt

29

gagatatgcg
tcgcectgacta
tctataataa
atcgttcact
accatteggg
gctgaaatca
gtgagtagtt
atataagaaa
aattcctaaa
taagcggcecceg
aaaaaaaaac
agagcttaaa
atgaagattg
aattatactt
ttgcaagcag
caatttttge
ttaaaatgaa
tggttgaatt
gattcttaat
taatataaag
tttttattte
aataaaaata
attatattta
gatacaatcg
atatttactt
taagagaaca
aagtactctt
tacggaacat
tattactcga
ttataacatt

gacatagatt

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320



gagcaccttc
acaacgtggg
cacatagaca
tgcggaattg
cgtegtcetgg
cacatgacac
catcctttac
tcagaggtaa
atcgaaaacc
gagacagaca
ctgagagagg
atggattcaa
ggactgggga
cggagattta
atcttcgata
gacgeceggeg
aacgctatca
ctgggaccaa
ggtacttctt
ccttgegacg
agcctgatga
ctgtcaaaag
cttgtgcgag
tccacaaaag
agactcaaag
cctagecgaa
ttctcagaca
gaaggcgcat
gaactgaaac
ccaaacaacg
ggacaacttt

atcatcgaga

ttaacataat
gccaaatccc
acaatccaca
ttggegcaat
aatacagagg
gtctaagacg
atggtggcac
atgctcatcc
atgaaccact
ctgaggtgat
ctgttctacg
gacacccaga
tgggagaaaa
tcttecttga
aaaccggagc
ataaaggcat
agaataccct
acgcagacga
ataactctgg
tcgaaattge
taacgttatc
agcttggcta
aatctgatct
catttacaac
gtctagatgce
ttgagcagat
agcatcacgce
tgaagctcaa
acggacctct
aattgctgga
atgtcttege

tgecctcacgt

cccaccataa
accaaaccat
cacaaataca
agcacaaagg
atatgattct
tctgggtaag
aggtattget
acatgtctet
tcgagaagag
tgctcatctc
tgctatcecet
tacactgcetg
ctttatcget
agagggcgat
agaagtaaaa
ataccgacac
tactgggcgt
actactgtcg
tatggtcagt
ctcggaatte
tcagtctgga
ccttggttct
tgctcettatg
tcaacttacg
ctccatcgag
gctgtcacaa
tttgtttete
agagatctcc
agctcttatt
gaagctgaaa
tgagcaagat

ggaagaggtg
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gtcaagtatg
ctctcattct
cgttetttte
gacgtagcag
gccggtetag
gttcaaatgc
cacactagat
gagcacattg
ctgaaagctce
gtgaactggg
caattacgtg
gcagcaaggt
tcggatcaac
atcgcggaaa
cgccaggata
tacatgcaga
atctcacatg
aaggtagaac
cgctattggt
agatatcgca
gaaacggctg
ctagcaatct
actaacgctg
gtgctgectaa
catgatatcg
gacaaaagga
ggtcgtggeg
tatatacacg
gacgcagata
tcaaatattg
gceggttttg

attgctccga

tagatgagaa
ctcctataaa
tttctatttg
aaatccttct
ccgttgtaga
tggctcaagce
gggctactca
tggtcgttca
gtggctatac
aactgaaaca
gtgcttacgg
ctggtagtce
tggctctgtt
taactcgacg
tcgaatccaa
aagagatcta
gtcaggttga
atattcagat
ttgaatcact
agtctgcagt
atacactggc
gtaacgttcc
gtacagaaat
tgettgtgge
ttcatggtct
ttgaagcect
atcagtatcce
ctgaagctta
tgcecegttat
aagaggtacg
taagtagcga

tcttctacac

30

attggtacaa
aggcttgcta
attaaccatg
tgaaggactc
tgccgaaggt
agccgaagaa
cggtgaacct
caacgggatc
tttcgtttca
agggggaact
gacagtgatc
actggtgatt
acctgtgaca
tagcgtaaac
tcttcaatac
cgagcaaccg
cttatctgaa
cctcgegtgt
ggcaggaatt
aagacgcaac
tggattacgt
tggtagctct
cggggtggeca
aaagctgtct
gcaagctctt
ggcagaagat
tatecgetete
cgctgecagge
cgtcgttgca
tgcaagaggc
taacatgcac

agttcccectg

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240



cagcttctgg
ctcgcaaagt
ttctgggttt
gtttgcggta
ggttgaaata
aaattggtga
ttttgacctc
agggceggtte
gcggacacga
acataaaccg
tacaagtttg
catagtctaa
tectggttcca
attaccctgt
tggatacact
caagatagtt
ttgtggcettt
tttgttaatg
tcttgtggtc
taacttggta
cccattgtat
gtcattgttt
tattataaat
gaaaattttc
ttcattacce
ctgccatcac
tcattttatt
gctcaaaaaa
aatctactct
tccaagcectta

gatcaggggt

cttatcacgt
cagtaacggt
ctcacttaag
gcgttettgt
taaatcgaat
aaattgcttce
aaatcttcga
ctatgtccgg
cgtcgcecattg
attttggtta
attgagcaac
tcgtaaaaaa
atttatcatc
tatccctaaa
aagttcccct
tgtgctgcaa
gacatgtcgt
tgattttaaa
tatagtttct
tacacaaact
gttccaatat
ttccagtatce
cttttteggt
aaataatgtg
taatttgtgg
gcggatcact
gtacacacgg
tagactctce
taaccgttcet
tcgatttcga

ttaggtcettt

tgcccttatce
tgagtaaacg
cgtctgegtt
tatgtgtaat
caagtttcac
aattttgtat
acatttattt
gaaagttccc
gtacggatat
aagtgtaaca
ttgatgacaa
tgtacagaag
gctttaacgt
gcttattaat
gaagtgagca
gtgacacaat
gtgctctgtt
acctcttatg
caaagggaaa
ttgtaaattt
caatatcaat
aatatacatt
tgtaacttgt
atggcgcaat
cgccacatgt
aatatgaacc
atcgatatct
gtctttgect
tcttettcta
acccctcagg

ccattacttt
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aaaggaactg
cgtggecgege
ttacttttgt
tacgcttttt
tttatcageg
ctaaatagaa
cctgatttca
gtagaagaca
gagttaaacc
gtgagctgat
acttcagaat
aaaagctaga
ccctcagatt
gtttgtcgag
tgatctttga
tgtaatgaaa
tgtatttgtg
taaatagtta
ttaaaatgtt
ggtgatattt
acgataactt
aagctactac
aattcgtggg
tttattttce
aaaacaaaag
gtcgattaaa
cagccgttag
ataaaaacaa
cagacatcaa
cgaagaacag

ttaatgtttt

acgttgacca
ccccgateeg
attgggtttg
cttcttgett
ttgttttaaa
gagacaacat
cgatggatga
atgagcaaag
gactcaattc
ataaaaccga
tttggttatt
gcagaacaaa
tgatcgggga
gagaaatatg
tgctgagatg
ccaccactca
agtgcecggtt
ctttatctat
gacatcccat
atggtcgaaa
gataatacta
aaaattagta
tttttaaaat
gagttccaaa
acgattctta
acagatcgac
atttaatatg
tttcacatct
tttectetega
gtatgatttg

ttectgttact
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gccaaggaat
cgtttgtgtt
gcgtttagta
cagcagtttc
ttttggcatt
gaaattcgac
ggataacgaa
ctactgaaac
ctttattaag
aacaaaccgg
gaatgaaaat
gattctatat
attcgatatc
agtcgaggca
attcccagag
acgaatttac
ggtaattatt
tgaagtgtgt
ttacaattga
gaaggcaata
acatatgatt
taaatcacta
aaaagcatgt
atattgeccge
gtggctatca
ggtttataca
cgatctgatt
ttctcaccca
ctctagagga
tttgtaatta

gtctcegega

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100



tctgatttta
cgtcttttaa
atgatccatt
tgtgegattg
ccttttggtt
tttagtattc
tcaatttett
ttagcecggac
acgccgectt
gaagagttca
cgtacctgece
tegeteegtt
gaagcctecgg
tecgtgetgea
tttccaaccg
tgctgaacag
tcgaagcgga
ttgaggatgc
ccttgacagce
caagaatgag
atgttgattg
tacctggtgg
tgatggctge
ccattcecgta
attctgatag
atgcctatgt
ctggagggac
ttgctgaggt
ttactggccc
tgaacaagat
cgacagccat

tcecggacgga

cgacaataga
gtttgctgga
cttcatcgtt
tcattaccta
atatctggtt
caatttcttc
gttaaatgeg
cgccectget
ccccaccace
atgtatgcag
gcecgetgtet
ccaggggcetce
caacgtcagce
gcccatcaag
gatcctcecta
tgaggatgtc
caaagctgec
taaagaggaa
agctgttact
ggagagaccc
tttcecttgge
caaggtcaag
tcetttgget
cgtcgaaatg
ctgggacaga
tgaaggtgat
tgtgactgtg
actggagatg
accgcgggag
gcctgatgte
cagagacgtg

gctaaccaag

gtttcgggtt
tcgataaacc
tttttettge
gccgtgtate
cgataacgat
aaaatttagt
cagatcacaa
caggccaaca
aagaaggcta
gtgtggccgg
atggcgecca
aagtccaccg
aacggcggaa
gagatctccg
ctcgecgece
cactacatgce
aaaagagctg
gtgcagctct
gctgetggtg
attggcgact
actgactgcc
ctgtctggct
cttggggatg
acattgagat
ttctacatta
gcctcaageg
gaaggttgtg
atgggagcga
ccatttggga
gccatgacte
gcttectgga

ctgggagcat
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ttgtcccatt
tgtgaagatt
ttcgaagttce
gagaactagg
tcatctggat
tatggataat
tggcttegat
tggtggcectce
acgacttctce
cctacggcaa
ccgtgatgat
ccagcctcecee
ggatccggtg
gcaccgtcaa
tgtccgaggg
tcggggectt
tagttgttgg
tcttggggaa
gaaatgcaac
tggttgtcgg
cacctgttcg
ccatcagcag
tggagattga
tgatggagcg
agggaggtca
caagctattt
gcaccaccag
aggttacatg
ggaaacacct
ttgctgtggt
gagtaaagga

ctgttgagga

ccagtttgaa
gagtctagtc
tgtataacca
gttttcgagt
tagggtttta
gaaaatcccce
ctcctectea
gttcaccgge
cacccttcee
caagaagttc
ggcctegteg
cgtegecege
catggccgge
gctgcegggyg
gacaacagtg
gaggactctt
ctgtggtgga
tgctggaatc
ttacgtgett
attgaagcag
tgtcaatgga
tcagtacttg
aatcattgat
ttttggtgtg
aaaatacaag
cttggetggt
tttgcagggt
gaccgagact
caaggcgatt
tgceectettt
gaccgagagg

agggccggac
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aataaaggtc
gatttattgg
gatttgtctg
caattttgce
agtggtgacg
aattgactgt
gtcgcegaceg
cttaagtcca
agcaacggtg
gagacgctgt
gccaccgcecg
cgctecteca
gccgaggaga
tccaagtcge
gttgataacc
ggtctectetg
aagttcccag
gcaatgcggt
gatggagtac
cttggtgcag
atcggagggce
agtgccttge
aaattaatct
aaagcagagc
tcccctaaaa
gctgcaatta
gatgtgaagt
agcgtaactg
gatgtcaaca
gcegatggece
atggttgcga

tactgcatca

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480
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9660

9720

9780

9840
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10020



tcacgcegece
cgatggcttt
gcacccggaa
ctctagaact
tctgegtttt
tgtgtaatta
agtttcactt
ttttgtatct
atttatttcce
aagttccegt
acggatatga
gtgtaacagt
gatgacaaac
tacagaagaa
tttaacgtcc
taacggtcct

ttcgagcatg

ggagaagctg
ctcecettgece
gaccttccee
agtggatccce
acttttgtat
cgetttttet
tatcagcgtt
aaatagaaga
tgatttcacg
agaagacaat
gttaaaccga
gagctgatat
ttcagaattt
aagctagagc
ctcagatttg
aaggtagcga

gagccattta

aacgtgacgg
gcctgtgecg
gactacttcg
ccgatcecgeg
tgggtttgge
tcttgettca
gttttaaatt
gacaacatga
atggatgagg
gagcaaagct
ctcaattcct
aaaaccgaaa
tggttattga
agaacaaaga
atcgggaaac
tcgaggcatt

caattgaata
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cgatcgacac
aggtccccegt
atgtgctgag
tttgtgtttt
gtttagtagt
gcagtttcgg
ttggcattaa
aattcgactt
ataacgaaag
actgaaacgc
ttattaagac
caaaccggta
atgaaaatca
ttctatattc
caaaacgtcg
acggcattac

tatcctgceeg

gtacgacgac
caccatccgg
cactttegte
ctgggtttct
ttgcggtage
ttgaaatata
attggtgaaa
ttgacctcaa
ggcggttect
ggacacgacg
ataaaccgat
caagtttgat
tagtctaatc
tggttccaat
tgagacagtt

ggcactcgeg
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cacaggatgg
gaccctgggt
aagaattaag
cacttaagcg
gttcttgtta
aatcgaatca
attgcttcaa
atcttcgaac
atgtccggga
tcgecattggt
tttggttaaa
tgagcaactt
gtaaaaaatg
ttatcatcge
tggttaacta

agggtccgaa

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11020
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REIVINDICACIONES

1. Una célula de planta de algodén que comprende un gen quimérico que comprende las siguientes regiones de
ADN ligadas operativamente:

a) un promotor expresable en plantas tal como un promotor preferente en fibras,

b) una region de ADN que codifica un polipéptido de GFAT en donde dicha GFAT es codificada por una secuencia
nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en:

i) una secuencia nucleotidica segin SEQ ID 1,

i) 0 una variante de la misma, en la que uno o mas nucleétidos difieren de la secuencia nucleotidica segun SEQ ID
1, con la condicién de que dicha variante no difiera en mas de 20 nucleétidos de SEQ ID 1,

que codifica una glutamina:fructosa-6-fosfato-amidotransferasa (GFAT) segun SEQ ID 2

iii) 0 una secuencia complementaria de i) o ii), y

¢) opcionalmente una region de ADN implicada en la terminacion de la transcripcién y la poliadenilacion, en donde
dicha célula de planta de algoddn comprende adicionalmente un segundo gen quimérico que comprende las
siguientes regiones de ADN ligadas operativamente:

a) un promotor expresable en plantas tal como un promotor preferente en fibras,

b) una secuencia de ADN que codifica un polipéptido de quitina sintasa y

¢) opcionalmente una region de ADN implicada en la terminacion de la transcripcion y la poliadenilacion.

2. Una célula de planta de algodon segun la reivindicacion 1, en la que dicha quitina sintasa es una N-
acetilglucosamina transferasa del tipo Nod C.

3. Una célula de planta de algod6on segun la reivindicacion 2, en la que dicho polipéptido de quitina sintasa
comprende una sefal de localizacion en el aparato de Golgi.

4. Una planta de algoddn que consiste esencialmente en células de planta segun cualquiera de las reivindicaciones
1a3.

5. Fibras obtenibles de una planta de algodén segun la reivindicacion 4.
6. Un hilo o una tela hechos de fibras segun la reivindicacion 5.

7. Un método para producir fibras de algodén con polisacaridos cargados positivamente, tales como oligo-N-
acetilglucosaminas u oligoglucosaminas, que comprende las etapas de

1) expresar en una célula de planta de algodén un gen quimérico que comprende las siguientes regiones de ADN
ligadas operativamente:

a) un promotor expresable en plantas tal como un promotor preferente en fibras,

b) una region de ADN que codifica un polipéptido de GFAT en donde dicha GFAT esta codificada por una secuencia
nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en:

i) una secuencia nucleotidica segun SEQ ID 1,

i) o una variante de la misma, en donde uno o mas nucleétidos difieren de la secuencia nucleotidica segun SEQ ID
1, con la condicién de que dicha variante no difiera en mas de 20 nucleétidos de SEQ ID 1,

que codifica una glutamina:fructosa-6-fosfato-amidotransferasa (GFAT) segun SEQ ID 2
iii) 0 una secuencia complementaria de i) o0 ii), y

c) opcionalmente una regién de ADN implicada en la terminacién de la transcripcion y la poliadenilacién, y
comprende expresar un segundo gen quimérico que comprende

a) un promotor expresable en plantas tal como un promotor preferente en fibras,

34



ES 2702207 T3

b) una secuencia de ADN que codifica un polipéptido de quitina sintasa y
c) opcionalmente una region de ADN implicada en la terminacion de la transcripcion y la poliadenilacion
2) regenerar una planta de algodoén a partir de células de plantas de algodén de la etapa i) y

3) opcionalmente aislar fibras de dicha planta de algodoén.
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Figura 1
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1001
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1101
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1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801

atgtgcggaa
tcttgaagga
tagccgttgt
aaggttcaaa
cacaggtatt
taaatgctca
atcatcgaaa
tactttcgtt
gggaactgaa
cctcaattac
agatacactg
ggatgggaga
acacggagat
acgtagcgta
atatcgaatc
cactacatgc
ccttactggg
caaacgcaga
tgtggtactt
actggcagga
gcaagtctgc
ggagaaacgg
ctaccttggt
gagaatctga
gcatccacaa
ggcaaagctg
tcgttcatgg
caagacaaaa
cgctttgttt
cattgaagct
ggcgaactga
tatcgtcegtt
ttgaagaggt
gatgcecggtt
cgtggaagag
tggcttatca
aatctcgcaa
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ttgttggcgce
ctccgtegte
agatgccgaa
tgctggctca
gctcacacta
tccacatgtce
accatgaacc
tcagagacag
acaaggggga
gtggtgctta
ctggcagcaa
aaactttatc
ttatcttcct
aacatcttcg
caatcttcaa
agaaagagat
cgtatctcac
cgaactactg
cttataactc
attccttgcg
agtaagacgc
ctgatacact
tctctagcaa
tcttgctett
aagcatttac
tctagactca
tctgcaagcect
ggattgaagc
ctcggtcgtg
caaagagatc
aacacggacc
gcaccaaaca
acgtgcaaga
ttgtaagtag
gtgattgctc
cgttgccectt
agtcagtaac

aatagcacaa
tggaatacag
ggtcacatga
agcagccgaa
gatgggctac
tctgagcaca
acttcgagaa
acactgaggt
actctgagag
cgggacagtg
ggtctggtag
gcttcggatce
tgaagagggc
ataaaaccgg
tacgacgccg
ctacgagcaa
atggtcaggt
tcgaaggtag
tggtatggtc
acgtcgaaat
aacagcctga
ggctggatta
tctgtaacgt
atgactaacg
aactcaactt
aaggtctaga
cttcctagece
cctggcagaa
gcgatcagta
tcctatatac
tctagetcett
acgaattgct
ggcggacaac
cgataacatg
cgatcttcta
atcaaaggaa
ggttgagtaa
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agggacgtag
aggatatgat
cacgtctaag
gaacatcctt
tcacggtgaa
ttgtggtcgt
gagctgaaag
gattgctcat
aggctgttct
atcatggatt
tccactggtyg
aactggctct
gatatcgcgg
agcagaagta
gcgataaagg
ccgaacgcta
tgacttatct
aacatattca
agtcgctatt
tgcctcggaa
tgataacgtt
cgtctgtcaa
tcctggtage
ctggtacaga
acggtgctgce
tgcctcecatce
gaattgagca
gatttctcag
tcctatceget
acgctgaagc
attgacgcag
ggagaagctg
tttatgtctt
cacatcatcg
cacagttccc
ctgacgttga

cagaaatcct
tctgececggtce
acgtctgggt
tacatggtgg
ccttcagagg
tcacaacggg
ctcgtggcecta
ctcgtgaact
acgtgctatc
caagacaccc
attggactgg
gttacctgtg
aaataactcg
aaacgccagg
catataccga
tcaagaatac
gaactgggac
gatcctcgceg
ggtttgaatc
ttcagatatc
atctcagtct
aagagcttgg
tctecttgtge
aatcggggtg
taatgcttgt
gagcatgata
gatgctgtca
acaagcatca
ctcgaaggcg
ttacgctgca
atatgccegt
aaatcaaata
cgctgagcaa
agatgcctca
ctgcagcttc
ccagccaagg



Figura 2
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MCGIVGAIAQRDVAEILLEGLRRLEYRGYDSAGLAVVDAEGHMTRLRRLGKVOMLAQAEEHPLHGGTGIA
HTRWATHGEPSEVNAHPHVSEHIVVVHNGIIENHEPLREELKARGYTEVSETDTEVIAHLVNWELKQGGT
LREAVLRAIPQLRGAYGTVIMDSRHPDTLLAARSGSPLVIGLGMGENFIASDQLALLPVTRREFIFLEEGD
IAEITRRSVNIFDKTGAEVKRODIESNLQYDAGDKGIYRHYMQKEIYEQPNAIKNTLTGRISHGQVDLSE
LGPNADELLSKVEHIQILACGTSYNSGMVSRYWFESLAGIPCDVEIASEFRYRKSAVRRNSLMITLSQSG
ETADTLAGLRLSKELGYLGSLAICNVPGSSLVRESDLALMTNAGTEIGVASTKAFTTQLTVLLMLVAKLS
RLKGLDASIEHDIVHGLQALPSRIEQMLSQDKRIEALAEDFSDKHHALFLGRGDQYPIALEGALKLKEIS
YIHAEAYAAGELKHGPLALIDADMPVIVVAPNNELLEKLKSNIEEVRARGGQLYVFAEQDAGEFVSSDNMH
ITEMPHVEEVIAPIFYTVPLOQLLAYHVALIKGTDVDQPRNLAKSVTVE
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