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ES 2 234 347 B1

DESCRIPCIÓN

Secuencias reguladoras de la expresión de genes en tricomas de plantas y sus aplicaciones.

Campo de la invención

Esta invención se relaciona, en general, con la expresión de genes en tejidos específicos de plantas. En particular,
la invención se refiere a secuencias que regulan la expresión de un gen en tricomas de plantas, a construcciones y
vectores que contienen dichas secuencias, y a sus aplicaciones.

Antecedentes de la invención

La transformación genética de plantas se inició y desarrolló en la década de los 80 gracias a la convergencia de un
constante progreso en los protocolos de regeneración de cultivos celulares, el asentamiento de técnicas moleculares que
permitieron la creación de vectores de expresión conteniendo marcadores genéticos; y finalmente, la diversificación en
los métodos de insertar los DNA. La capacidad para introducir y expresar (o inactivar) genes específicos en plantas es
una poderosa herramienta experimental, la cual permite dilucidar cuestiones en el área de la fisiología vegetal difíciles
de resolver utilizando aproximaciones bioquímicas. Sin embargo, mucho del interés en desarrollar esta metodología
proviene de los aspectos aplicados de ésta, tales como la generación de plantas con fenotipos útiles e inalcanzables
mediante cría convencional, la producción de compuestos de un alto valor añadido, o la corrección de anomalías en
las especies cultivables de forma más rápida que mediante cría convencional.

Importantes avances han sido ya obtenidos generándose líneas de plantas con interés comercial que expresan genes
foráneos que confieren resistencia frente a virus, insectos o herbívoros, degeneración postcosecha, acumulación de
productos de almacenamiento, y una lista creciente de ejemplos de producción de compuestos de interés farmacéutico
o industrial (Birch, 1997).

La velocidad a la cual se extiendan las aplicaciones prácticas y comerciales, además de las de interés científico
básico, dependerá en gran medida de la eficacia y predictibilidad en la producción de líneas con el deseado fenotipo
y sin efectos colaterales indeseados. En este sentido, uno de los aspectos más importantes a mejorar es la capacidad
para expresar los genes foráneos exclusivamente en aquellos tejidos o células en los cuales sean necesarios y no en
otros donde, o bien no son necesarios o bien puedan tener un efecto negativo. Este control en la especificidad de
expresión está determinado por la secuencia promotora situada cadena arriba del gen foráneo, que previamente ha sido
modificado e insertado en los vectores de expresión específicos para plantas.

Habitualmente, cadena arriba del inicio de transcripción es posible encontrar elementos promotores que actúan
como reguladores (activadores o represores) de la transcripción. Los elementos promotores regulatorios contienen
sitios de enlaces para los factores de transcripción que proporcionan la información que decide en qué momento, en
qué células y en qué magnitud debe expresarse el gen sobre el cual actúan. Estos elementos, una vez identificados en el
promotor de un gen determinado, son capaces de conferir la misma regulación transcripcional a otros genes diferentes
incluso en especies de plantas distintas (Heldt, 1997). Además de las secuencias contenidas en la región promotora, la
información contenida en los intrones y exones presentes en las regiones 5’ no codificantes de algunos genes, parece
ser esencial para regular los niveles de mRNA en la célula (Maas et al, 1991).

Vectores de expresión de plantas

Los vectores de expresión utilizados para transformarción en plantas están basados en el plásmido Ti de la bacteria
fitopatógena Agrobacterium tumefaciens. El plásmido Ti de Agrobacterium tiene la capacidad de transferir al genoma
de las plantas a las que infecta un fragmento de su propio DNA, llamado T-DNA. El fragmento de T-DNA se integra
al azar en el genoma nuclear de la planta comportándose como si fuera un gen eucariótico y heredándose según el
patrón Mendeliano. La planta replica este DNA como si fuera un gen propio. Si a dicho T-DNA se le incorpora un
promotor eucariótico, adquiere también la capacidad de transcribirse (Heldt, 1997).

Los denominados vectores binarios para transformación de plantas contienen una serie de fragmentos de DNA
esenciales para su función:

- los orígenes de replicación en Agrobacterium y E. coli esenciales para replicar el plásmido en bacteria;

- un marcador de selección genética para la transformación en bacteria y que suele ser un gen que confiere
resistencia a un antibiótico (por ejemplo resistencia a kanamicina); y

- el fragmento T-DNA modificado; esta modificación consiste en eliminar los genes de biosíntesis de fitohor-
monas y mantener solamente los bordes derecho e izquierdo del T-DNA; el trozo eliminado de T-DNA se
sustituye por una secuencia de clonaje múltiple (esencial para insertar el gen foráneo de interés) flanqueada
en el extremo 5’ por una secuencia promotora que controle la transcripción del gen foráneo. Además se le
añade también un marcador de selección genético para la transformación en planta (por ejemplo el gen de
resistencia al antibiótico kanamicina).
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Tradicionalmente, con objeto de obtener una elevada expresión del gen foráneo y de forma generalizada en todas
las partes de la planta se ha utilizado como secuencia promotora el fragmento de DNA 35S del virus del mosaico de
la coliflor (CaMV) (Benfey et al, 1990). Aunque esta expresión alta y generalizada puede ser adecuada para algunos
genes y aplicaciones biotecnológicas, para otras puede producir efectos colaterales indeseados como por ejemplo
un derroche metabólico al producir una proteína en células o tejidos donde no tiene función. Igualmente, se han
observado fenómenos de inactivación en cis a nivel post-transcripcional (silenciamiento génico) cuando se expresan
genes foráneos bajo el control de promotores fuertes como el 35S CaMV, obteniéndose el efecto contrario al deseado
(Vaucheret et al, 1998).

Promotores específicos de tricoma

Los tricomas son apéndices unicelulares o pluricelulares, que se forman a partir de células epidérmicas que se
desarrollan hacia el exterior sobre la superficie de los diversos órganos de la planta (hojas, tallos, flores, frutos, semi-
llas) (Marks, 1997; Wercker, 2000). La función de estas estructuras ha sido ampliamente estudiada en el caso de los
tricomas secretores pero muy poco estudiada en el caso de los tricomas unicelulares no secretores. Existen evidencias
de que los tricomas desempeñan un papel esencial en la defensa de la planta frente al ataque de insectos, absorción
de agua, secreción de sal y la secreción de compuestos para atraer a insectos para su reproducción o alimentación
(Wercker, 2000). En Arabidopsis thaliana parece que desempeñan un papel esencial en la defensa de la planta frente
al ataque de depredadores (Mauricio y Rausher, 1997; Eisner et al, 1998).

Recientemente, se ha identificado que los tricomas de Arabidopsis presentan una alta tasa de biosíntesis de cisteína
y glutatión (Gutiérrez-Alcalá et al, 2000). La biosíntesis de cisteína está catalizada por un complejo bi-enzimático
denominado Cisteína Sintasa. Este complejo está constituido por la enzima O-acetilserina(tiol)liasa (OASTL) que
cataliza la síntesis de cisteína a partir de sulfuro y O-acetilserina; y la serina acetiltransferasa (SAT) que forma O-
acetilserina a partir de serina y acetil-CoA. Se ha identificado que existen tres isoformas de OASTL y SAT con
localización en el citoplasma, el cloroplasto y la mitocondria (Barroso et al, 1997). Análisis mediante hibridación in
situ del gen Atcys-3A que codifica la isoforma citosólica de la enzima OASTL en A. thaliana ha mostrado que está
fuertemente expresado en los tricomas de hoja y tallo, observándose unos niveles constitutivos más bajos en el resto
de las células de la lámina de la hoja y en el cortex y tejidos vasculares de la raíz (Gotor et al, 1997). Además de
especificidad por tejido, este gen presenta regulación por deficiencia nutricional de azufre (Barroso et al, 1995), por
la hormona ABA y por estrés salino (Barroso et al, 1999). Otros genes de la ruta de biosíntesis de cisteína, como por
ejemplo los genes SAT, también presentan el mismo patrón de regulación que OASTL (Gutiérrez-Alcalá et al, 2000).

Importancia biotecnológica de los tricomas

La presencia de estructuras glandulares o no glandulares como los tricomas, es una característica anatómica general
del reino vegetal. Muchos de los productos formados en estas estructuras son comercialmente muy importantes por
su papel en atraer polinizadores, proteger las plantas frente al ataque de herbívoros, contribuir al flavor y aroma
característico de muchas plantas y por las aplicaciones en la industria de química fina. Los productos principalmente
producidos son terpenoides, flavonoides, ácidos grasos, compuestos nitrogenados, compuestos fenólicos y un largo
etcétera de familias químicas (McCaskill y Croteu, 1999).

Entre la variedad más importante por su interés comercial se encuentran los terpenoides. Estos compuestos son
ampliamente utilizados en la industria en forma de aceites esenciales o resinas directamente, o son utilizados como
materia prima para su modificación posterior. El destilado de los aceites esenciales o los directamente extraídos de
plantas tales como la menta, cítricos y flores son ampliamente utilizados en la industria del flavor y de la perfumería.
Terpenos aislados de los aceites esenciales de la familia de las Laminacea (e.g., romero) son muy atractivos por su
potencial uso como antioxidantes en la industria alimentaria. Por último, no se debe olvidar que la fibra de algodón se
produce en los tricomas y representa una de las mayores cosechas mundiales.

Un importante avance biotecnológico sería la modificación de los tricomas mediante la expresión ectópica de
nuevos compuestos con objeto de proporcionar a bajo coste una fuente renovable de compuestos específicos de alto
valor añadido. Para ello sería necesario utilizar un vector de expresión específico en tricoma, tal como el que se
describe en esta descripción. Modificaciones en la ruta de biosíntesis de terpenoides podrían obtenerse mediante la
expresión en orientación sentido (sobreexpresión) o antisentido (supresión) del gen de las enzimas implicadas en esta
ruta, entre las que se encuentran enzimas del tipo sintasa (e.g., la 3-hidroxi-3-metil glutaril-CoA sintasa) (Hamano et al,
2001), reductasa (e.g., 3-hidroxi-3-metil glutaril-CoA reductasa) (Kato-Emori et al, 2001), quinasa (e.g., mevalonato
quinasa) (Schulte et al, 2000), descarboxilasa (e.g., mevalonato-5-fosfato descarboxilasa), polimerasa (e.g., tiolasa)
(Yamagami et al, 2001), isomerasa (e.g., IPP-isomerasa) (Hamano et al, 2001), transferasa (e.g., prenil transferasa)
(Knoss y Reuter, 1996) e hidroxilasa (e.g., citocromo P450 limoneno-6-hidroxilasa) (Wust et al, 2001).

Mejora en la resistencia de plantas frente a enfermedades fúngicas y al ataque de insectos

La mejora en la protección de plantas es uno de los objetivos prioritarios en agricultura. El ataque de fitopatógenos
produce masivas pérdidas de productividad en las cosechas que pueden ser muy importantes en infecciones epidémicas
locales. Una de las estrategias actuales para la obtención de cosechas resistentes al ataque de fitopatógenos está basada
en las modernas técnicas de ingeniería genética.
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Las plantas responden de manera natural al ataque de patógenos mediante la puesta en marcha de un complejo
mecanismo de defensa (Lamb, 1994). Esto incluye la inducción de la biosíntesis de polímeros de la pared celular de
la planta (cutina, lignina, callosa, etc) para que actúen como barrera física frente al ataque, y la producción de pro-
teínas relacionadas con la patogénesis (denominadas PR) tales como quitinasas y glucanasas capaces de degradar la
pared celular de los hongos fitopatógenos (Joosten y de Wit, 1989). Otras de estas proteínas PR son responsables de la
biosíntesis de metabolitos con actividad antimicrobiana, tales como fitoalexinas, saponinas, glicósidos de cianógeno y
glucosinolatos (Osbourn, 1996). Algunos mecanismos de defensa frente a insectos implican la biosíntesis de polipép-
tidos inhibidores de proteasas, que actúan inhibiendo las enzimas digestivas del insecto, o de lectinas que se unen y
destruyen las células del epitelio intestinal del insecto (Gatehouse et al, 1984).

La resistencia de una planta al ataque de un patógeno depende en cierto modo de la velocidad con que ésta pone
en marcha los mecanismos de defensa frente al patógeno. Existen una gran variedad de ejemplos en los cuales la
activación constitutiva de los genes de defensa o la sobreexpresión de algunas de estas proteínas PR producen una
mejora significativa en la protección frente al patógeno (Broglie et al, 1991; Hain et al, 1993; Jach et al, 1995; Loge-
mann et al, 1992). También se ha obtenido una mejora en la resistencia frente a insectos en plantas transgénicas que
expresan inhibidores de serín proteasa (Hilder et al, 1987), cisteín proteasa (Leplé et al, 1995), α-amilasa (Altabella
y Chrispeels, 1990), lectinas (Boulter et al, 1990; Gatehouse et al, 1996), etc. Sin embargo, dado que estas proteí-
nas presentan inhibición sobre enzimas presentes en el epitelio intestinal de los animales, el uso masivo de plantas
modificadas genéticamente en alimentación animal o humana podría ser perjudicial.

La obtención de vectores de expresión específicos de tricomas puede tener además una importante aplicación en la
mejora de tolerancia de la plantas frente a bacterias, hongos e insectos, entre otras. Es evidente que la primera barrera
que deben superar los insectos y los hongos que realizan un ataque aéreo a la planta son los tricomas. La localización,
de manera específica, de una elevada cantidad de proteínas con actividad antifúngica o insecticida como las descritas
anteriormente en tricomas, supone una importante mejora en la defensa de la planta.

Función de los tricomas en protección frente a estreses abióticos

Existen evidencias de que los tricomas de las hojas y el tallo, en algunas especies de planta, desempeñan un
papel esencial en la protección frente a estreses medioambientales abióticos. Existen tricomas capaces de secretar sal
que consisten en células vivas que secretan una solución rica en diferentes minerales. Entre las especies que poseen
tricomas secretores de sal se encuentran Atriplex, Phyllyrea latifolia y Monarda fistulosa Cicer entre otras, aunque la
estructura de sus tricomas difiere en morfología y composición de las sales secretadas (Wercker, 2000). También se han
descrito varias especies de plantas capaces de acumular metales pesados como cadmio, plomo y níquel en tricomas
de especies como Nicotiana (Choi et al, 2001), Nymphaea (Lavid et al, 2001), Arabidopsis (Kupper et al, 2000),
Brassica (Salt et al, 1995), etc. Aunque se desconocen los mecanismos de acumulación de estos metales pesados, las
plantas son capaces de sintetizar péptidos y proteínas ricos en cisteínas, denominados fitoquelatinas y metalotioneinas,
que forman complejo con el metal, evitando el efecto tóxico de los mismos (Zenk, 1996). Recientemente, también se
ha descrito que los tricomas de Arabidopsis son capaces de sintetizar una elevada tasa de glutatión, y este efecto se
ha relacionado con la capacidad de acumular xenobióticos, como herbicidas y hormonas en la vacuola del tricoma,
eliminando de esta manera la toxicidad de los mismos (Gutiérrez-Alcalá et al, 2000).

Regulación del desarrollo de los tricomas

Dada la función que desempeñan los tricomas en las plantas, una mejora significativa en la planta sería la de
incrementar el número y el tamaño de ellos. La regulación y el control en la iniciación y formación de los tricomas
está siendo ampliamente estudiada. Varios genes han sido identificados como reguladores de la iniciación del tricoma y
el espaciado entre ellos, como gll, ttgl, gl3 y try (Szymanski et al, 2000). Una vez que se ha decidido la diferenciación
de una célula epidermica en tricoma, entra en un complejo programa de morfogénesis que todavía no es completamente
conocido. Para culminar el proceso de morfogénesis, el núcleo entra en un proceso de endoreduplicación hasta alcanzar
un nivel de DNA entre 20C y 32C, proceso que parece estar controlado igualmente por varios genes como gl3, try,
kak y sim (Szymanski et al, 2000). Una vez que se conozca el complejo mecanismos de regulación de estos procesos,
la expresión de los genes reguladores en células específicas de tricomas puede ser necesaria para alterar el número de
tricomas presente en la planta, y por tanto, modificar las características fenotípicas que proporcionen estas estructuras
según su función que desempeñen en la misma.

Compendio de la invención

La invención se enfrenta, en general, con el problema de desarrollar un sistema útil para regular la expresión de un
gen en tricomas de plantas.

La solución proporcionada por esta invención se basa en el aislamiento y caracterización de un ácido nucleico
que comprende una secuencia reguladora de la transcripción y/o traducción de un gen en tricomas de plantas, cuyo
empleo permite producir plantas que expresan un gen de interés en tricoma. En los Ejemplos 3 y 4 se describe la
obtención de plantas transformadas con un plásmido que contiene una construcción que comprende un ácido nucleico
proporcionado por esta invención operativamente fusionado a un gen informador observándose su especificidad al
dirigir la expresión del gen testigo en tricomas.
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Por consiguiente, un objeto de esta invención lo constituye un ácido nucleico aislado que tiene la capacidad de
regular la expresión en tricomas de plantas de un gen de interés que comprende la secuencia de nucleótidos mostrada en
la SEC. ID. Nº: 1 o en la SEC. ID. Nº: 2, o una secuencia de nucleótidos sustancialmente análoga a dichas secuencias.
El empleo de dicho ácido nucleico en diversos fines biotecnológicos constituye un objeto adicional de esta invención.

Otro objeto adicional de esta invención lo constituye una construcción de DNA que comprende la totalidad o una
parte de dicho ácido nucleico, así como un vector que contiene dicho ácido nucleico o dicha construcción de DNA y
una célula transformada con dicho vector.

Otro objeto adicional de esta invención lo constituye el empleo de dicho ácido nucleico, o de dicha construcción
de DNA, o de dicho vector, en la producción de plantas transgénicas que expresan en tricoma un gen de interés. Las
plantas transgénicas resultantes constituyen otro objeto adicional de esta invención.

Otros objetos adicionales de esta invención serán evidentes para los expertos en la materia a la vista de la descrip-
ción.

Breve descripción de las figuras

La Figura 1 es una representación esquemática de las características de la secuencia P3-2692 (SEC. ID. Nº: 1) y de
su fragmento derivado TSP-1809 (SEC. ID. Nº: 2). La secuencia P3-2692 contiene una región promotora (P3-1490)
en el extremo 5’ dibujada como una caja negra; seis secuencias exones indicadas como Ex-1 a 6, dibujadas como cajas
rayadas; y cinco secuencias intrones indicadas como In-1 a 5 y dibujadas como cajas grises. Las flechas de las cajas
indican el sentido de las secuencias de DNA. Las características de la secuencia TSP-1809 son idénticas a las descritas
en el caso de la secuencia P3-2692.

La Figura 2 muestra de forma esquemática el plásmido pBI-TSP-1809-GFP utilizado en la transformación de
plantas para el análisis funcional de la secuencia reguladora TSP-1809. Las cajas negras representan las secuencias
promotoras del gen de la nopalina sintetasa (NOS-pro) y TSP-1809; las cajas grises punteadas indican las secuencias de
cDNA de los genes de la neomicina fosfotransferasa (NPTII (Kan)) utilizada como marcador genético de resistencia
a kanamicina y de la proteína fluorescente verde modificada (smGFP) utilizada como gen informador. Como cajas
grises se dibujan la secuencias 3’ de poliadenilación del gen de la nopalina sintetasa (NOS-ter).

La Figura 3 es un conjunto de fotografías que muestran las imágenes, obtenidas al microscopio de fluorescencia,
de células de tricomas de plantas de Arabidopsis silvestres (A,B,C) y transformadas con el plásmido pBI-TSP-1809-
GFP (D,E,F).

Descripción detallada de la invención

La invención proporciona un ácido nucleico aislado, en adelante ácido nucleico de la invención, que tiene una
secuencia de nucleótidos seleccionada entre:

a) una secuencia de nucleótidos que comprende la secuencia de nucleótidos identificada como SEC. ID. Nº:1;

b) una secuencia de nucleótidos que comprende la secuencia de nucleótidos identificada como SEC. ID. Nº:
2; y

c) una secuencia de nucleótidos análoga a la secuencia de nucleótidos definida en a) o en b).

El ácido nucleico de la invención comprende una región reguladora de la expresión de un gen en tricomas de
plantas y tiene, por tanto, la capacidad de regular la expresión de un gen en tricomas de plantas.

En el sentido utilizado en esta descripción, “una secuencia de nucleótidos análoga a la secuencia de nucleótidos
definida en a) o en b)” pretende incluir a cualquier secuencia de nucleótidos que es sustancialmente similar o seme-
jante a la secuencia de nucleótidos definida en a) o en b), y, además, tiene la capacidad de regular la expresión de un
gen en tricomas de plantas. Esta capacidad de regular la expresión en tricomas puede ponerse de manifiesto fácilmente
mediante un ensayo similar al descrito en los Ejemplos 3 y 4. Brevemente, la secuencia a ensayar se fusiona operati-
vamente a un gen informador, por ejemplo, el cDNA que codifica la proteína fluorescente verde modificada (smGFP),
y la construcción resultante se inserta en un vector binario, tal como pBI121, con lo que se obtiene un plásmido que
se utiliza para transformar plantas, y, posteriormente, se analiza la expresión y traducción de la proteína informadora
(si ésta es la proteína GFP sus niveles de expresión pueden ser detectados mediante microscopia de fluorescencia).

Tal como se utiliza en esta descripción, una secuencia de nucleótidos es “sustancialmente similar o semejante a la
secuencia de nucleótidos definida en a) o en b)” cuando dicha secuencia de nucleótidos tiene un grado de identidad
de, al menos, un 60%, preferentemente de, al menos un 80%, o más preferentemente de, al menos, un 95%.

Una “secuencia reguladora de la expresión de un gen en tricomas de planta” se refiere a una secuencia reguladora
de la transcripción y traducción que puede funcionar en plantas, tejidos de plantas y células de plantas, y es capaz de
afectar los niveles de transcripción y/o traducción, y, consecuentemente de expresión en tricoma, de un gen que esté
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fusionado en el extremo 3’ de dicha secuencia reguladora. En general, una secuencia reguladora de la transcripción
y/o traducción comprende secuencias promotoras del extremo 5’ responsables del control cualitativo y cuantitativo
de la expresión de un gen, secuencias presentes en las regiones transcribibles (intrones y exones) que estabilizan los
mRNA, y secuencias de control de la traducción responsables del enlace a los ribosomas.

Una secuencia de nucleótidos análoga a la secuencia de nucleótidos definida en a) o en b) se puede aislar de
cualquier organismo que la contiene en base a la secuencia de nucleótidos mostrada en la SEC. ID. Nº: 1, o en la SEC.
ID. Nº: 2, o bien se puede construir en base a la secuencia de nucleótidos mostrada en la SEC. ID. Nº: 1 o en la SEC.
ID. Nº: 2, por ejemplo, mediante la introducción de sustituciones de nucleótidos conservativas o no conservativas, la
inserción de uno o más nucleótidos en la secuencia, la adición de uno o más nucleótidos en cualquiera de los extremos
de la secuencia, o la deleción de uno o más nucleótidos en cualquiera de los extremos o en el interior de la secuencia; a
modo ilustrativo, la secuencia de nucleótidos análoga puede ser un fragmento o una sub-secuencia de la secuencia de
nucleótidos mostrada en la SEC. ID. Nº: 1 o en la SEC. ID. Nº: 2 que comprende la capacidad de regular la expresión
de un en tricomas de plantas.

El ácido nucleico de la invención puede proceder de cualquier organismo que lo contenga de forma natural o
bien de un organismo hospedador transformado con dicho ácido nucleico. El ácido nucleico de la invención, puede
ser aislado, mediante técnicas convencionales, a partir de un ácido nucleico de cualquier organismo que lo contenga
mediante el empleo de sondas o de oligonucleótidos preparadas a partir de la información sobre la secuencia de
nucleótidos proporcionada en esta descripción.

En una realización particular, el ácido nucleico de la invención es el ácido nucleico denominado P3-2692 en esta
descripción, cuya secuencia de nucleótidos comprende, o está constituida por, la secuencia de nucleótidos mostrada
en la SEC. ID. Nº: 1 y se representa esquemáticamente en la Figura 1. Como puede apreciarse, P3-2692 contiene
un fragmento elevado de la región codificante del gen Atcys-3A (cinco intrones y seis exones). Dicho fragmento ha
sido obtenido a partir del DNA genómico del gen Atcys-3A (Nº de acceso en base de datos en GenBank, X84097) de
Arabidopsis thaliana, un gen que codifica la isoforma citosólica de la enzima O-acetilserina(tiol)liasa. El promotor
de dicho gen se aisló mediante el escrutinio de una genoteca de DNA con una sonda específica del gen Atcys-3A
obteniéndose el fragmento de DNA denominado P3-2692 (Ejemplo 1).

En otra realización particular, el ácido nucleico de la invención es el denominado TSP-1809 en esta descripción,
cuya secuencia de nucleótidos comprende, o está constituida por, la secuencia de nucleótidos mostrada en la SEC.
ID. Nº: 2. La denominación TSP-1809 corresponde al acrónimo de la frase inglesa “Trichome Specific Promoter”
seguido de la longitud del ácido nucleico indicada en número de nucleótidos. En una realización particular, dicho
ácido nucleico TSP-1809 ha sido obtenido a partir del ácido nucleico P3-2692, tras la eliminación parcial de los
cinco intrones y seis exones de la región codificante del gen Atcys-3A de A. thaliana presentes en dicho P3-2692,
y ha sido amplificado mediante PCR (véase el Ejemplo 2). TSP-1809 es una secuencia reguladora transcripcional
y traduccional, cuya funcionalidad ha sido confirmada mediante la fusión de dicha secuencia reguladora TSP-1809
al cDNA que codifica la proteína fluorescente verde modificada (smGFP) de Aequorea victoria (Nº de acceso en
base de dato GenBank, U70495). Todo este fragmento de DNA fue a su vez insertado en el vector binario pBI121
obteniéndose un plásmido derivado denominado pBI-TSP-1809-GFP (véase la Figura 2) para su integración en el
genoma de una planta. Se obtuvieron plantas transformadas con el plásmido pBI-TSP-1809-GFP con objeto de analizar
la expresión y traducción de la proteína GFP. Los niveles de proteína GFP fueron detectados mediante microscopia de
fluorescencia convencional, tal como se muestran en la Figura 3. Los resultados obtenidos demuestran que los niveles
de proteína GFP detectados fueron muy elevados en los tricomas de hojas de A. thaliana transformadas y, por tanto,
la funcionalidad de TSP-1809.

En otra realización particular, el ácido nucleico de la invención es un fragmento o sub-secuencia de la secuencia
de nucleótidos mostrada en la SEC. ID. Nº: 1 o en la SEC. ID. Nº: 2, o análoga a dichas secuencias, que conserva la
capacidad de regular la expresión de genes en tricomas de plantas.

El ácido nucleico de la invención puede obtenerse utilizando métodos convencionales conocidos por los técnicos
en la materia. En el Ejemplo 1 se describe una forma de obtener el ácido nucleico identificado como P3-2692 mientras
que en el Ejemplo 2 se describe la obtención del ácido nucleico identificado como TSP-1809.

La invención proporciona, además, una construcción de DNA, en adelante, construcción de DNA de la invención,
que comprende la totalidad del ácido nucleico de la invención o un fragmento del mismo que conserva la capacidad de
regular la expresión de un gen en tricomas de plantas y, opcionalmente, un sitio para la inserción de un gen de interés.
En una realización particular, dicha construcción de DNA de la invención es una construcción o cassette de expresión
que comprende la totalidad del ácido nucleico de la invención o un fragmento del mismo que conserva la capacidad
de regular la expresión de un gen en tricomas de plantas operativamente unido a un gen de interés a través de un sitio
para la inserción de dicho gen de interés presente en dicha construcción de DNA de la invención. En una realización
particular, el ácido nucleico de la invención presente en la construcción de la invención comprende, o está constituido
por, la secuencia reguladora transcripcional y traduccional TSP-1809.

El ácido nucleico de la invención, o la construcción de DNA de la invención, pueden ser insertados en un vector
apropiado. Por tanto, la invención también se refiere a un vector, en adelante vector de la invención, tal como un plás-
mido recombinante o un vector de expresión, que comprende dicho ácido nucleico de la invención, o una construcción
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de DNA que lo contiene, y, opcionalmente, un gen de interés operativamente unido al ácido nucleico de la invención o
un fragmento del mismo que conserva la capacidad de regular la expresión de un gen en tricomas de plantas. La elec-
ción del vector dependerá de la célula hospedadora en la que se va a introducir posteriormente. A modo de ejemplo,
el vector donde se introduce dicho ácido nucleico de la invención puede ser un plásmido o un vector que, cuando se
introduce en una célula hospedadora, se integra en el genoma de dicha célula y se replica junto con el cromosoma (o
cromosomas) en el que (o en los que) se ha integrado. En una realización particular, dicho vector en el que se inserta
dicho ácido nucleico de la invención o dicha construcción de DNA de la invención es un vector binario de expresión
en plantas, tal como, por ejemplo, el vector pBI121.

Tal como se utiliza en esta descripción, “gen de interés” incluye a cualquier gen de interés agrícola, tal como un
gen que codifica una proteína que proporciona un valor nutricional añadido al fruto, semilla, o parte comestible de la
planta, o bien un gen que codifica una proteína que aumenta la resistencia a patógenos, etc. Alternativamente, el gen
de interés puede ser una construcción antisentido para modificar la expresión de los transcritos naturales presentes en
los tricomas. A modo ilustrativo, el gen de interés que puede estar presente en la construcción de DNA o en el vector
de la invención es un gen que codifica un producto que presenta una o más de las siguientes funciones: resistencia
a bacterias, resistencia a hongos, resistencia a insectos, resistencia a nemátodos, resistencia a herbicidas, resistencia
a fungicidas, resistencia a insecticidas, resistencia a metales pesados, resistencia a estrés medioambiental, y/o acti-
vidades: enzima glicolítica, enzima proteolítica, enzima oxidoreductasa, enzima isomerasa, enzima sintetasa, enzima
sintasa, enzima transferasa, enzima ciclasa, enzima hidroxilasa, enzima fosfatasa, enzima quinasa, enzima polimera-
sa, proteína transportadora, reguladora de la transcripción, reguladora de la traducción, reguladora del ciclo celular,
reguladora de la endo-reduplicación, formadora del citoesqueleto, utilización de nutrientes, inhibidora o inductora de
la formación de tricomas en hojas, tallos, semillas o flores, inhibidora o inductora de la formación de pelos radicales,
o inhibidora o inductora de la formación de vacuolas (Altabella y Chrispeels, 1990; Boulter et al, 1990; Broglie et al,
1991; Choi et al, 2001; Domínguez-Solís, et al, 2001;.Gatehouse et al, 1996; Gatehouse et al, 1984; Gotor, et al, 1997;
Hain et al, 1993; Hamano et al, 2001; Hilder et al, 1987; Jach et al, 1995; Joosten y de Wit, 1989; Kato-Emori et al,
2001; Knoss y Reuter, 1996; Kupper et al, 2000; Lavid et al, 2001; Leplé et al, 1995; Logemann et al, 1992; Osbourn,
1996; Salt et al, 1995; Schulte et al, 2000; Szymanski et al, 2000; Wercker, 2000; Wust et al, 2001; Yamagami et al,
2001; Zenk, 1996)

El vector de la invención puede construirse mediante el empleo de técnicas bien conocidas por los técnicos en la
materia.

La invención también proporciona una célula, en particular, una célula transformada que comprende un ácido nu-
cleico de la invención, o una construcción de DNA de la invención, o dicho vector mencionado más arriba. Las células
hospedadoras que se pueden transformar con dicho material biológico pueden ser células procarióticas o, preferente-
mente, eucarióticas, tales como células de tejidos vegetales. La transformación de células de tejidos vegetales puede
realizarse por métodos convencionales. Para una revisión de la transferencia génica a plantas, incluyendo vectores,
métodos de transferencia de DNA, etc., véase, por ejemplo, el libro titulado “Ingeniería genética y transferencia gé-
nica”, de Marta Izquierdo, Ed. Pirámide (1999), en particular, el capítulo 9, titulado “Transferencia génica a plantas”,
páginas 283-316.

Diversos estudios realizados hasta la fecha han puesto de manifiesto la potencial utilidad del ácido nucleico de la
invención para regular la expresión de un gen de interés en tricomas de plantas, por lo que puede utilizarse con fines
biotecnológicos en cualquier planta apropiada.

El ácido nucleico de la invención puede ser utilizado en procesos de mejora de plantas, por ejemplo, aumentando la
calidad nutricional de la planta o del fruto, la tolerancia de las plantas a patógenos o a estreses abióticos, etc. Adicional-
mente, debido a que regula la expresión de genes en tricomas de plantas se puede utilizar como secuencia reguladora
transcripcional y/o traduccional de la expresión de genes de interés en dichos tejidos para fines biotecnológicos, de
forma controlada y programada.

En un aspecto, la invención proporciona un procedimiento para la introducción en una planta de un gen de interés
expresable en tricomas que comprende transformar dicha planta con un vector de la invención. La transformación
de dicha planta puede realizarse por métodos convencionales conocidos por los técnicos en la materia. La planta
a transformar puede ser cualquier planta. En una realización particular, dicha planta se selecciona entre una planta
monocotiledónea y una planta dicotiledónea.

En otro aspecto, la invención se refiere a un procedimiento para expresar un gen de interés en tricomas de una
planta, que comprende introducir en una planta una construcción de ADN de la invención, o un vector de la invención,
que comprende el ácido nucleico de la invención, o un fragmento del mismo que conserva la capacidad de regular la
expresión de un gen en tricomas de plantas, operativamente enlazado a un gen de interés.

La invención también proporciona un procedimiento para modificar una o más características del fenotipo de
una planta que comprende introducir en dicha planta un gen de interés expresable en tricomas. Brevemente, dicho
procedimiento puede realizarse transformando dicha planta con un vector de la invención que comprende un gen
de interés, operativamente enlazado al ácido nucleico de la invención o a un fragmento del mismo que conserva la
capacidad de regular la expresión de un gen en tricoma de plantas, codificando dicho gen de interés un producto
susceptible de modificar, al menos, una característica del fenotipo de dicha planta. La planta a transformar puede
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ser cualquier planta. En una realización particular, dicha planta se selecciona entre una planta monocotiledónea y
una planta dicotiledónea. A modo ilustrativo, la característica del fenotipo de la planta susceptible de ser modificada
según la presente invención se selecciona entre protección frente a insectos, protección frente a hongos, protección
frente a bacterias, protección frente a nematodos, producción de biomoléculas con interés industrial, resistencia y
acumulación de metales pesados, tolerancia climática, resistencia y eliminación de sales, resistencia y eliminación de
herbicidas, resistencia y eliminación de fungicidas, resistencia y eliminación de insecticidas, producción de fibra, valor
ornamental, absorción de agua y nutrientes, pigmentación, sabor, velocidad de crecimiento de las plántulas, inhibición
o inducción de la formación de tricomas en hojas, tallos, semillas o flores, inhibición o inducción de la formación de
pelos radicales, y mezclas de las mismas.

El ácido nucleico de la invención también puede utilizarse en la obtención de plantas transgénicas que expresan un
gen de interés. Para la obtención de dichas plantas transgénicas se puede proceder con las técnicas convencionales de
obtención de plantas transgénicas conocidas por los técnicos en la materia.

Por tanto, la invención proporciona una célula transgénica de una planta que comprende, insertado en su genoma,
un ácido nucleico de la invención o una construcción de ADN de la invención. Una planta transgénica que comprende,
al menos, una de dichas células transgénicas, constituye un objeto adicional de esta invención. En una realización
particular, dicha planta transgénica es una planta monocotiledónea o dicotiledónea.

La utilización del ácido nucleico de la invención, o de construcciones o vectores que lo contienen, puede generar
plantas transgénicas más resistentes al ataque de patógenos, así como plantas y frutos más resistentes a situaciones de
estrés abiótico, o plantas y frutos con un valor nutritivo aumentado, o plantas con una producción de fibra aumentada
(algodón), etc., mediante la expresión en tricoma de un gen de interés en los mismos, lo que redunda en un valor
económico añadido de las mismas.

Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar la invención y no deben ser considerados como limitativos del alcance
de la misma.

Ejemplo 1

Obtención del ácido nucleico identificado como P3-2692

El DNA genómico correspondiente al cDNA Atcys-3A (Barroso et al, 1995) fue aislado mediante escrutinio de
una genoneca en el vector EMBL3 (Clontech, USA) usando como sonda el cDNA Atcys-3A (Gotor et al, 1997).
Tras análisis de los clones aislados, mediante restricción con la enzima KpnI, se identificó un fragmento de 2.692
pb (identificado como P3-2692 en esta descripción) que daba señal positiva de hibridación que fue subclonado en el
plásmido pBluescriptKSII (Stratagene, USA), en el sitio KpnI de la región de clonaje múltiple de dicho plásmido.
Para confirmar la identidad del fragmento aislado, se secuenció el DNA de doble cadena mediante el procedimiento
de terminación de la cadena de dideoxinucleótidos (Sanger et al, 1977). La secuencia de nucleótidos de P3-2692 se
muestra en la SEC. ID. Nº: 1. Por comparación de la secuencia identificada con la secuencia del gen Atcys-3A, se
identificaron las siguientes características (véase la Figura 1):
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Ejemplo 2

Obtención de la secuencia reguladora TSP-1809

Mediante la técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se obtuvo la secuencia reguladora TSP-1809 a
partir del fragmento genómico P3-2692 con objeto de eliminar parte de las secuencias intrones y exones del gen Atcys-
3A y delimitar la secuencia reguladora presente en el extremo promotor no transcribible y en el primer intrón y exón
del gen. Los oligonucleótidos utilizados para la reacción de PCR fueron los siguientes:

Primer sentido: ATGCCCGGGTACCTACTGCAGTCCGGT [SEC: ID. Nº: 3]
Primer antisentido: ATGGGATCCCGAGGCCATGATTCAAGC [SEC. ID. Nº: 4]

El primer sentido contiene una secuencia de reconocimiento de la enzima de restrición Smal (CCCGGG) en el
extremo 5’ del oligonucleótido con objeto de facilitar la clonación del fragmento amplificado. De igual manera, el
primer antisentido contiene una secuencia de reconocimiento de la enzima de restricción BamHI (GGATCC).

Cada reacción de PCR contenía los siguiente reactivos: 10 ng de DNA, MgCl2 1,5 mM, dATP 0,2 mM, dCTP 0,2
mM, dGTP 0,2 mM, dTTP 0,2 mM, 50 pmoles de cada primer sentido y antisentido y 2,5 U de Taq polimerasa. La
reacción se llevo a cabo en 30 ciclos en las siguientes condiciones por ciclo: 95ºC, 1 min; 55ºC, 1 min; 72ºC, 1 min.
El fragmento amplificado de 1.818 pb fue digerido con las enzimas de restricción Smal y BamHI y purificado en gel
de agarosa. El fragmento obtenido de 1.809 pb (identificado en esta descripción como TSP-1809) fue insertado en el
plásmido pBI121 (Clontech, USA) que previamente había sido digerido con HindIII, rellenado este extremo promi-
nente con la enzima Klenow, y digerido con BamHI. Este procedimiento elimina del plásmido pBI121 un fragmento
de DNA conteniendo el promotor 35S CaMV y deja un extremo cohesivo BamHI y un fragmento romo, a los cuales
se ligaron los extremos del fragmento de 1.809 pb (TSP-1809).

Ejemplo 3

Obtención de plantas transformadas

El ácido nucleico identificado como TSP-1809 se fusionó al cDNA que codifica la proteína fluorescente verde
modificada (smGFP) de Aequorea victoria (Nº de acceso en base de dato GenBank, U70495) y el fragmento de DNA
resultante fue a su vez insertado en el vector binario pBI121 (Clontech, USA) con lo que se obtuvo el plásmido
derivado denominado pBI-TSP-1809-GFP (véase la Figura 2) que se utilizó para transformar plantas de A. thaliana.

La transformación de plantas de A. thaliana fue realizada mediante el método de infiltración a vacío según ha
sido descrito por Bechtold y colaboradores (Bechtold et al., 1993).. Brevemente, el plásmido pBI-TSP-1809-GFP fue
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introducido en la estirpe CV58 de Agrobacterium y se utilizó para la transformación de Arabidopsis. Semillas de las
plantas transformadas con Agrobacterium portando el plásmido pBI-TSP-1809-GFP fueron sembradas en un medio
MS (Murashige and Skoog, 1962) solidificado con agar conteniendo 50 µg/ml del antibiótico kanamicina. Las semillas
que fueron capaces de germinar y crecer en este medio fueron trasplantadas a macetas con tierra y seleccionadas para
posterior análisis de sus descendientes.

Ejemplo 4

Análisis funcional del promotor TSP-1809

Plantas transformadas de A. thaliana con el plásmido pBI-TSP-1809-GFP fueron estudiadas con objeto de analizar
la funcionalidad del promotor TSP-1809 fusionado al gen informador smGFP. Los niveles de expresión y síntesis de
proteína GFP fueron estudiados mediante el análisis de fluorescencia detectada en los tejidos de las plantas trans-
formadas y comparadas con plantas silvestres sin transformar. Los niveles de fluorescencia fueron analizados en un
microscopio Olympus BX50 adaptado con un filtro de emisión U-M32001 GFP LP (Olympus). Los niveles de fluores-
cencia fueron observados in situ en tejidos de hoja sin fijar colocados en una microceldilla construida en un portaobjeto
y cubierta con un cubreobjeto de vidrio. Las imágenes obtenidas al microscopio de fluorescencia de células de trico-
mas de plantas de Arabidopsis silvestres (A,B,C) y transformadas con el plásmido pBI-TSP-1809-GFP (D,E,F) (véase
la Figura 3). Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que los niveles de proteína GFP detectados fueron muy
elevados en los tricomas de hojas de A. thaliana transformadas y, por tanto, la funcionalidad de TSP-1809. Estos
resultados demuestran que TSP-1809 es una secuencia reguladora transcripcional y traduccional de la expresión de
genes en tricomas de plantas.
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REIVINDICACIONES

1. Un ácido nucleico aislado que tiene una secuencia de nucleótidos seleccionada entre:

a) una secuencia de nucleótidos que comprende la secuencia de nucleótidos identificada como SEC. ID. Nº:
1;

b) una secuencia de nucleótidos que comprende la secuencia de nucleótidos identificada como SEC. ID. Nº:
2; y

c) una secuencia de nucleótidos análoga a la secuencia de nucleótidos definida en a) o en b), que (i) tiene un
grado de identidad de, al menos, un 60%, respecto a una secuencia de nucleótidos definida en a) o en b), y
(ii) tiene la capacidad de regular la expresión de un gen en tricomas de plantas.

2. Acido nucleico según la reivindicación 1, seleccionado entre (i) un ácido nucleico cuya secuencia de nucleótidos
comprende, o está constituida por, la secuencia de nucleótidos mostrada en la SEC. ID. Nº: 1, (ii) un ácido nucleico
cuya secuencia de nucleótidos comprende, o está constituida por, la secuencia de nucleótidos mostrada en la SEC. ID.
Nº: 2, y (iii) un ácido nucleico cuya secuencia de nucleótidos comprende, o está constituida por, un fragmento o sub-
secuencia de la secuencia de nucleótidos mostrada en la SEC. ID. Nº: 1 o en la SEC. ID. Nº: 2, o en una secuencia
análoga a una de dichas secuencias SEC. ID. Nº: 1 o SEC. ID. Nº: 2, que conserva la capacidad de regular la expresión
de genes en tricomas de plantas.

3. Una construcción de DNA que comprende un ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 1 ó 2, y,
opcionalmente, un sitio para la inserción de un gen de interés.

4. Construcción según la reivindicación 3, que comprende, además, un gen de interés operativamente unido a dicho
ácido nucleico.

5. Construcción según cualquiera de las reivindicaciones 3 ó 4, en el que dicho ácido nucleico comprende, o está
constituido por, el ácido nucleico identificado como TSP-1809 (SEC. ID. Nº: 2).

6. Un vector que comprende un ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 1 ó 2, o una construcción
de DNA según cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, y, opcionalmente, un gen de interés operativamente unido a
dicho ácido nucleico.

7. Vector según la reivindicación 6, en el que dicho gen de interés es una construcción antisentido para modificar
la expresión de los transcritos naturales presentes en los tricomas.

8. Vector según la reivindicación 6, en el que dicho gen de interés es un gen que codifica un producto que presenta
una o más de las siguientes funciones: resistencia a bacterias, resistencia a hongos, resistencia a insectos, resistencia a
nemátodos, resistencia a herbicidas, resistencia a fungicidas, resistencia a insecticidas, resistencia a metales pesados,
resistencia a estrés medioambiental, y/o actividades: enzima glicolítica, enzima proteolítica, enzima oxidoreductasa,
enzima isomerasa, enzima sintetasa, enzima sintasa, enzima transferasa, enzima ciclasa, enzima hidroxilasa, enzima
fosfatasa, enzima quinasa, enzima polimerasa, proteína transportadora, reguladora de la transcripción, reguladora de la
traducción, reguladora del ciclo celular, reguladora de la endo-reduplicación, formadora del citoesqueleto, utilización
de nutrientes, inhibidora o inductora de la formación de tricomas en hojas, tallos, semillas o flores, inhibidora o
inductora de la formación de pelos radicales, o inhibidora o inductora de la formación de vacuolas.

9. Una célula transformada que comprende un ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 1 ó 2,
o una construcción de DNA según cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, o un vector según cualquiera de las
reivindicaciones 6 a 8.

10. Empleo de un ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 1 ó 2, o de una construcción de DNA
según cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, o de un vector según cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, para
regular la expresión de un gen de interés en tricomas de plantas.

11. Un procedimiento para la introducción en una planta de un gen de interés expresable en tricomas que compren-
de transformar dicha planta con un vector según cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8.

12. Un procedimiento para expresar un gen de interés en tricomas de una planta, que comprende introducir en una
planta una construcción de DNA según cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, o un vector según cualquiera de las
reivindicaciones 6 a 8, que comprende un ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 1 ó 2, o un fragmento
del mismo que conserva la capacidad de regular la expresión de un gen en tricomas de plantas, operativamente enlazado
a un gen de interés.

13. Un procedimiento para modificar una o más características del fenotipo de una planta que comprende trans-
formar dicha planta con un vector según cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8 que comprende un gen de interés,
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operativamente enlazado a dicho ácido nucleico o a un fragmento del mismo que conserva la capacidad de regular la
expresión de un gen en tricoma de plantas, en el que dicho gen de interés codifica un producto susceptible de modificar,
al menos, una característica del fenotipo de dicha planta.

14. Procedimiento según la reivindicación 13, en el que dicha característica del fenotipo de la planta susceptible
de ser modificada se selecciona entre protección frente a insectos, protección frente a hongos, protección frente a bac-
terias, protección frente a nematodos, producción de biomoléculas con interés industrial, resistencia y acumulación de
metales pesados, tolerancia climática, resistencia y eliminación de sales, resistencia y eliminación de herbicidas, re-
sistencia y eliminación de fungicidas, resistencia y eliminación de insecticidas, producción de fibra, valor ornamental,
absorción de agua y nutrientes, pigmentación, sabor, velocidad de crecimiento de las plántulas, inhibición o induc-
ción de la formación de tricomas en hojas, tallos, semillas o flores, inhibición o inducción de la formación de pelos
radicales, y mezclas de las mismas.

15. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 11 a 14, en el que dicha planta es una planta monoco-
tiledónea o una planta dicotiledónea.

16. Una célula transgénica de una planta que comprende insertado en su genoma un ácido nucleico según cualquiera
de las reivindicaciones 1 ó 2.

17. Una planta transgénica que comprende, al menos, una célula transgénica según la reivindicación 16.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Newbiotechnic, S.A.
<110> Consejo Superior de Investigaciones Científicas
<110> Universidad de Sevilla
<120> Secuencias reguladoras de la expresión de genes en tricomas de plantas y sus aplicaciones
<160> 4

<170> PatentIn versión 2.0

<210> 1
<211> 2.692
<212> ADN genómico
<213> Arabidopsis thaliana

<400> 1
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<210> 2
<211> 1.809
<212> ADNc
<213> Arabidopsis thaliana

<400> 2

<210> 3
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<223> Oligonucleótido iniciador sentido
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<400> 3

ATGCCCGGGT ACCTACTGCA GTCCGGT 27

<210> 4
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<223> Oligonucleótido iniciador inverso

<400> 4

ATGGGATCCC GAGGCCATGA TTCAAGC 27

3
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