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k57 Resumen:
Método para conferir a plantas glicófitas tolerancia
al estrés osmótico, h́ıdrico y salino, mediante la utili-
zación de genes que codifican proteinas con actividad
peroxidasa.
Para ello se introduce en el genoma de la planta
la secuencia nucleot́ıdica correspondiente al marco
abierto de lectura del gen de peroxidasa neutra de
tomate TPX1 o del gen de peroxidasa básica de to-
mate TPX2, utilizando el método de transformación
mediada por la bacteria Agrobacterium tumefaciens.
Las plantas transformadas expresan el transgen y
muestran una respuesta significativa de tolerancia al
estrés osmótico, h́ıdrico y salino en diferentes esta-
dios de su desarrollo.
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DESCRIPCION

Método para conferir a plantas glicófitas tolerancia al estrés osmótico, h́ıdrico y salino, mediante la
utilización de genes que codifican proteinas con actividad peroxidasa.

Estado de la técnica

En la actualidad existe un problema de crecimiento de plantas de interés agronómico en condiciones
adversas de estrés osmótico, siendo éste provocado bien por un exceso de sales inorgánicas en el suelo o
el agua de riego, o bien por un defecto de agua que se refleja en un gradiente osmótico desfavorable para
el crecimiento de la planta.

Este problema se ha intentado resolver mediante la investigación dirigida a la mejora de la calidad
del suelo y del agua o mediante la investigación dirigida a la obtención de plantas cultivables tolerantes
al estrés osmótico. En el primer caso los costes son elevados y los resultados positivos sólo parciales. En
el segundo caso, por, programas de mejoras de especies cultivadas por métodos tradicionales también
se han obtenido resultados parciales. Concretamente, los únicos resultados positivos encontrados en la
bibliograf́ıa de la modificación genética de una especie vegetal por introducción de un gen de otra especie
son dos: uno publicado en 1993 (revista, Science 259: 508-510) y otro publicado en 1996 (revista Plant
Physiology 110: 249-257). En el primer caso introduce en tabaco un que codifica la protéına manitol-
1-fosfato deshidrogenasa y en el segundo se introduce en arroz un gen que codifica, una protéına de las
denominadas LEA del grupo 3 (concretamente HVA1).

Los genes cuya utilización para la mejora de especies vegetales de plantas glicofitas en su resistencia
al estrés osmótico, h́ıdrico y salino reivindicamos son el TPX1, que codifica una peroxidasa neutra de
tomate, del que hemos clonado el cDNA y cuya secuencia de nucleótidos se encuentra en la base de datos
del GenBank con el número de acceso L13654, el TPX2, que codifica una peroxidasa básica de tomate,
del que hemos clonado el cDNA y cuya secuencia de nucleótidos se encuentra en la base de datos del
GenBank con el número de acceso L13653, y por extensión cualquier gen que codifica una protéına con
actividad peroxidasa, clasificadas como EC 1.11.1.7, de acuerdo con la recomendación del Comité de
Nomenclatura de la Unión Internacional de Bioqúımica, de la Unión Internacional de Qúımica Pura y
Aplicada (IUPAC), sobre la base que catalizan la misma reacción que los productos de los genes TPX1
y TPX2.

Breve descripción

La patente que se propone es el procedimiento de utilizar el gen TPX1, el gen TPX2 o cualquier gen
que codifica una protéına con actividad peroxidasa, sobreexpresado en una planta que presente problemas
de supervivencia en condiciones de estrés salino ocasionado ya sea por el alto contenido de NaCl en el
agua de riego, o en el suelo en que se cultiva, para incrementar su nivel de tolerancia a dichas condiciones
adversas de cultivo. El procedimiento es igualmente válido para aquellas situaciones de cultivo de la
planta en que el déficit de agua ocasione un estrés osmótico en la misma.

Básicamente consiste en introducir en el genoma de la especie vegetal cuya resistencia al estrés salino
y/u osmótico se quiere mejorar, de la secuencia de nucleótidos completa de lo que se denomina fase
abierta de lectura del gen, es decir de la secuencia que va a ser reconocida por la especie receptora y
traducida a protéına, según el código genético de plantas superiores, pues en definitiva será la protéına
la que deberá conferir la mejora a la especie receptora.

En nuestro caso esta secuencia corresponde al gen TPX1 o al gen TPX2 y es identificada
ineqúıvocamente en las secuencia de cDNA que hemos depositado en la base de datos GenBank. Para la
correcta traducción del gen introducido a protéına en la especie vegetal transformada se necesita además
unir en el denominado extremo 5’, región que le precede, de la fase abierta de lectura del gen a introducir,
en nuestro caso TPX1 ó TPX2, una secuencia de las denominadas promotoras, que será la que determine
la expresión, y consiguientemente la actividad, del gen introducido. En nuestro caso hemos introducido
la región promotora denominada 35S y procedente del virus del mosaico de la coliflor, sin embargo el
resultado seŕıa el mismo utilizado otro promotor de los conocidos como promotores potentes y asequibles
actualmente a la comunidad cient́ıfica. Finalmente, la secuencia de nucleótidos anteriormente descrita
para introducir en la especie vegetal a transfomar, debe ir seguida, en su denominado extremo 3’, por otra
secuencia que posibilite la correcta terminación de su lectura, transcripción y traducción en la especie
receptora. En nuestro caso hemos utilizado la correspondiente a la región terminadora del gen de la
subunidad pequeña de la ribulosa bifósfato carboxilasa de guisante (RBS). Igualmente la utilización de
otro terminador procedente de otros genes reconocibles por plantas superiores para ser expresados, seŕıa
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igualmente útil.

Una vez introducido el gen en la especie vegetal receptora, por algunos de los procedimientos actual-
mente conocidos o que se puedan conocer en el futuro, se comprueba que el gen foráneo se ha integrado
en el genoma de la especie receptora, y que se expresa según los mecanismos propios de esta especie. Es
decir, se transcribe, se traduce, y la protéına sintetizada es funcional.

Descripción detallada

En la obtención de las plantas transgénicas de tabaco sobreexpresando el gen TPX1 de una peroxidasa
de tomate se empleó el siguiente procedimiento.

La secuencia completa de nucleótidos, correspondiente a la denominada fase abierta de lectura del
gen TPX1 de tomate es la que se detalla en la lista de secuencias con el número 1.

A dicha secuencia, en forma de doble hebra complementaria, se le añadieron unos oligonucleótidos en
los extremos para generar los sitios de restricción únicos XhoI y Sac I. La adición de dichos oligonucleótidos
se hizo de la siguiente manera:

La secuencia de nucleótidos correspondiente al marco abierto de lectura del gen TPX1 se encon-
traba insertada en el vector plasmı́dico BluescriptII en el sitio de restricción único EcoRI de dicho
plásmido. La amplificación de la región correspondiente a dicha secuencia de nucleótidos se hizo
por medio de la reacción en cadena de la polimerasa utilizando como cebadores dos oligonucleótidos
con secuencia solapantes con las que flanqueaban la del TPX1 y algunos nucleótidos adicionales
que permit́ıan generar un DNA que era reconocido en sus extremos por las enzimas de restricción
arriba indicadas, XhoI y SacI. Las secuencias completas de los oligonucleótidos empleados como
cebadores fueron:

Oligonucleótido 1:5’-AAC TCG AGA TGG CTT CAT TTA GCT ATT T-3’
Oligonucleótido 2:5’-TCT CGA GCT CTT AAC TAT TCA CAA ATG CAC -3’

La secuencia de DNA amplificada, correspondiente al marco abierto de lectura del gen TPXI y regiones
adyacentes anteriormente indicadas, se digirió con las enzimas de restricción XhoI y SacI, y posteriormente
se insertó en el vector plasmı́dico binario de Agrobacterium tumefaciens pKYLX71, cuyas caracteŕısticas
se describen en la siguiente publicación Gene, volumen 61, páginas 1-11, en 1987.

El vector binario pKYLX71 con el marco abierto de lectura del gen TPX1 insertado en el sentido
de lectura entre el promotor 35S de dicho vector binario y el terminador RBS, dentro de la región T
del plásmido, fue introducido en la cepa LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens por electroporación.
El vector binario teńıa en la región T el gen que codifica la neomicina fosfotransferasa cuya expresión
confiere resistencia al antibiótico kanamicina, y que se utilizó como marcador de selección.

Con dicha cepa se infectaron trozos de cotiledones de tabaco (Nicotiana tabacum) cultivar Winsconsin
38, a partir de los cuales se regeneraron plantas enteras por métodos convencionales.

Las plantas regeneradas fueron analizadas para comprobar que el DNA correspondiente al marco
abierto de lectura del gen TPX1 se hab́ıa insertado en el genoma del tabaco y dicho gen era activo en
su expresión. Los análisis realizados fueron tanto de la actividad enzimática peroxidasa, presencia del
isoenzima codificado por el TPX1 verificado por isoelectroenfoque, y análisis de concentración de RNA
mensajeros de TPX1 en el tabaco transgénico. Estos análisis mostraron ineqúıvocamente que el gen
TPX1 de tomate era activo en el tabaco transgénico. La medida de la actividad peroxidasa, extráıda
y medida por métodos convencionales y estandarizados, de hojas de plantas transgénicas y de plantas
control, dieron los resultados que se presentan en la Tabla 1.
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Tabla 1:

Actividades peroxidasa de extractos de hojas de tabaco de plantas transgénicas con la construcción
TPX1 (I-7.7 y I-7.8), transgénicas con el plásmido pKYLX71 (pKY) y sin transformar (W-38). La ac-
tividad peroxidasa se evaluó en extractos de protéınas solubles y unidas iónicamente a pared celular
(extráıdas con 1 M KCl) y usando o-dianisidina como sustrato. Una unidad de actividad (U) corresponde
a un incremento de una unidad de densidad óptica a 460 nm por minuto. Las rotéınas se midieron por
el método de Bradford, utilizando como patrón albúmina de suero bovino.

Muestra U/ml extracto U/totales U/g hoja U/mg protéına

W-38 15,0 30,0 39,5 116,7
pKY 9,2 22,0 26,2 54,2
1-7.7 11,4 28,4 46,6 120,1
1-7.8 5,1 12,9 29,2 74,2

Aunque las medidas de actividad no dieron superiores en las plantas transformadas con TPX1 res-
pecto a los controles sin transformar (W-38) y transformados con el vector binario sin inserto (pKY) sin
embargo la, electroforesis por isoelectroenfoque dio una banda de actividad peroxidasa en el gel, ausente
en los controles, que corresponde al producto de expresión del TPX1 insertado.

Las semillas de tabaco transgénico, procedentes de transformantes independientes y homozigóticas
con respecto al transgén TPX1, se mostraron resistentes a la germinación en placa de agar en medio MS
(Murashige y Skoog) al que se le añadió NaCl en una concentración 250 mM o manitol a concentración
de 470 mM. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 2 y en la Tabla 3.

Tabla 2:

Porcentajes de germinación de semillas de plantas transgénicas de tabaco (I-7) aśı como de semillas
de planta de tabaco transformadas con el plásmido pKYLX71 sin el gen TPX1 (pKY) en medio MS sin
y con 250 mM de NaCl.

Dı́as Medio pKY I-7

11 MS 100 100
13 MS+NaCl 0 46

Tabla 3:
Porcentajes de germinación de semillas de plantas transgénicas de tabaco (I-7) aśı como de semillas de

plantas de tabaco sin transformar (W-38) en medio MS sin y con manitol 470 mM

Dı́as Medio W-38 I-7

11 MS 100 100
35 MS+Manitol 3 24

En la obtención de las plantas transgénicas de tabaco sobreexpresando el gen TPX2 de una peroxidasa
de tomate se empleó el siguiente procedimiento.

La secuencia completa de nucleótidos, correspondiente a la denominada fase abierta de lectura del
gen TPX2 de tomate (léıda desde su extremo inicial 5’ hasta su extremo final 3’) es la que se detalla en
la lista de secuencias con el número 2.

A dicha secuencia, en forma de doble hebra complementaria, se le añadieron unos oligonucleótidos en
los extremos para generar los sitios de restricción únicos XhoI y SacI. La adición de dichos oligonucleótidos
se hizo de la siguiente manera:
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La secuencia de nucleótidos correspondiente al marco abierto de lectura de F gen TPX2 se encon-
traba insertada en el vector plasmı́dico BluescriptII en el sitio de restricción único EcoRI de dicho
plásmido. La amplificación de la región correspondiente a dicha secuencia de nueleótidos se hizo
por medio de la reacción en cadena de la polimerasa utilizando como cebadores dos oligonucleótidos
con secuencia solapantes con las que flanqueaban la del TPX2 y algunos nueleótidos adicionales
que permit́ıan generar un DNA que era reconocido en sus extremos por las enzimas de restricción
arriba indicadas, XhoI y SacI. Las secuencias completas de los oligonucleótidos empleados como
cebadores fueron:

Oligonucleófido 1: 5’-AAC TCG AGA TGG CTA AAT TTG GTG ATT T-3’
Oligonucleótido 2: 5’-ACT CGA GCT CTT AAC TAT TCA CAG-3’

La secuencia de DNA amplificada, correspondiente al marco abierto de lectura del gen TPX2 y
regiones adyacentes anteriormente indicadas, se digirió con las enzimas de restricción XhoI y SacI, y
posteriormente se insertó en el vector plasmı́dico binario de Agrobacterium tumefaciens pKYLX71, cuyas
caracteŕısticas se describen en la siguiente publicación Gene, volumen 61, páginas 1-11, en 1987.

El vector binario pKYLX71 con el marco abierto de lectura del gen TPX2 insertado en el sentido
de lectura entre el promotor 35S de dicho vector binario y el terminador RBS, dentro de la región T
del plásmido, fue introducido en la cepa LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens por electroporación.
El vector binario teńıa en la región T el gen que codifica la neomicina fosfotransferasa cuya expresión
confiere resistencia al antibiótico kanamicina, y que se utilizó como marcador de selección.

Con dicha cepa se infectaron trozos de cotiledones de tabaco (Nicotiana tabacum) cultivar Winsconsin
38, a partir de los cuales se regeneraron plantas enteras por métodos convencionales.

Las plantas regeneradas fueron analizadas para comprobar que el DNA correspondiente al marco
abierto de lectura del gen TPX2 se hab́ıa insertado en el genoma del tabaco y dicho gen era activo en
su expresión. Los análisis realizados fueron tanto de la actividad enzimática peroxidasa, presencia del
isoenzima codificado por el TPX2 verificado por isoelectroenfoque, y análisis de concentración de RNA
mensajeros de TPX2 en el tabaco transgénico. Estos análisis mostraron ineqúıvocamente que el gen
TPX2 de tomate era activo en el tabaco transgénico. La medida de la actividad peroxidasa, extráıda
y medida por métodos convencionales y estandarizados, de hojas de plantas transgénicas y de plantas
control, dieron los resultados que se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4:

Actividades peroxidasa de extractos de hojas de tabaco de plantas transgénicas con la construcción
TPX2 (II-24, II-10 y II-32), transgénicas con el plásmido pKYLX71 (pKY) y sin transformar (W-38). La
actividad peroxidasa se evaluó en extractos de protéınas solubles y unidas iónicamente a pared celular
(extráıdas con 1 M KCl) y usando o-dianisidina como sustrato. Una unidad de actividad (U) corresponde
a un incremento de una unidad de densidad óptica a 460 nm por minuto. Las protéınas se midieron por
el método de Brafford, utilizando como patrón albúmina de suero bovino.

Muestra U/ml extracto U/totales U/g hoja U/mg protéına

W-38 9,6 15,4 50,1 15,9
pKY 9,3 7,9 36,2 11,7
II-10 313,5 376,2 1.288,3 391,8
II-24 80,9 113,2 343,1 80,9
II-32 102,3 143,3 374,1 113,7

Las semillas de tabaco transgénico, procedentes de transformantes independientes y homozigóticas
con respecto al transgén TPX2, se mostraron resistentes a la germinación en placa de agar en medio MS
(Murashige y Skoog) al que se le añadió NaCl en una concentración 250 mM o manitol a concentración
de 470 mM. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 5 y en la Tabla 6.

Tabla 5:

Porcentajes de germinación de semillas de plantas transgénicas de tabaco (II-24, II-32, II-10) aśı
como de semillas de planta de tabaco transformadas con el plásmido pKYLX71 sin el gen TPX2 (pKY)
en medio MS sin y con 250 mM de NaCl.
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Dı́as Medio pKY II-24 II-32 II-10

11 MS 100 100 100 100
13 MS+NaCl 0 75 71 80

Tabla 6:

Porcentajes de germinación de semillas de plantas transgénicas de tabaco (II-24) aśı como de semillas
de plantas de tabaco sin transformar (W-38) en medio MS sin y con manitol 470 mM

Dı́as Medio W-38 II-24

11 MS 100 100
35 MS+Manitol 3 67

SECUENCIA n◦ 1. ID.SEC.N◦ 1

Identidad de la secuencia: número de acceso en la base de secuencias del GenBank: L13654

Información de la secuencia:

Longitud: 1221 pares de bases

Tipo: ácido nucleico (ADN)

Número de hebras: doble

Tipo de molécula: ADN complementario

Origen: tomate (Lycopersicon esculentum, cultivar Pera)

Caracteŕıstica: Péptido señal
Localización: 46. 111

Caracteŕıstica: Péptido maduro
Localización: 112. 1029

Otra información: clon de ADN complementario del gen de la peroxidasa TPX1

Descripción de la secuencia:
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SECUENCIA n◦ 2. ID. SEC.N◦ 2

La secuencia completa de nucleótidos, correspondiente a la denominada fase lectura del gen TPX2 de
tomate es la siguiente (léıda desde su extremo inicial 5’ extremo final 3’):

Identidad de la secuencia: número de acceso en la base de secuencias del GenBank:L13653

Información de la secuencia:

Longitud: 1244 pares de bases

Tipo: ácido nucleico, (ADN)

Número de hebras: doble

Tipo de molécula: ADN complementario

Origen: tomate (Lycopersicon esculentum, cultivar Pera)
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Caracteŕıstica: Péptido señal
Localización: 5. 79

Caracteŕıstica: Péptido maduro
Localización: 79. 990

Otra información: clon de ADN complementario del gen de la peroxidasa TPX2

Descripción de la secuencia:
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para conferir a plantas glicófitas tolerancia al estrés osmótico, h́ıdrico y salino ca-
racterizado por intoducir, mediante transformación con Agrabacterium tumefaciens, un gen que exprese
una protéına con actividad peroxidasa (E.C. 1.11.1.7).

2. Procedimiento para conferir a plantas glicófitas tolerancia al estrés osmótico, h́ıdrico y salino, según
la reivindicación 1, caracterizado porque las plantas se transforman con el gen TPXI definido por la
ID.SEC.n◦ 1 que codifica una actividad peroxidasa de tomate.

3. Procedimiento para conferir a plantas glicófitas tolerancia al estrés osmótico, h́ıdrico y salino, según
la reivindicación 1, caracterizado porque las plantas se transforman con el gen TPX2 definido por la
ID. SEC.n◦ 2 que codifica una actividad peroxidasa de tomate.

4. Procedimiento para conferir a plantas glicófitas tolerancia al estrés osmótico, h́ıdrico, y salino,
según la reivindicación 1, caracterizado porque la planta transformada es Nicotiana tabacum cultivar
Wisconsin 38.

5. Plantas transgénicas que tienen tolerancia al estrés osmótico, lúdrico y salino obtenidas según
procedimiento de reivindicaciones 1 a 4.
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todo el documento.
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