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DESCRIPCION

Método para conferir a plantas glicofitas tolerancia al estrés osmético, hidrico y salino, mediante la
utilizacién de genes que codifican proteinas con actividad peroxidasa.

Estado de la técnica

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

Este problema se ha intentado resolver mediante la investigacién dirigida a la mejora de la calidad
del suelo y del agua o mediante la investigacién dirigida a la obtencién de plantas cultivables tolerantes
al estrés osmético. En el primer caso los costes son elevados y los resultados positivos sélo parciales. En
el segundo caso, por, programas de mejoras de especies cultivadas por métodos tradicionales también
se han obtenido resultados parciales. Concretamente, los tnicos resultados positivos encontrados en la
bibliografia de la modificacién genética de una especie vegetal por introducciéon 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 proteina manitol-
1-fosfato deshidrogenasa y en el segundo se introduce en arroz un gen que codifica, una proteina de las
denominadas LEA del grupo 3 (concretamente HVA1).

Los genes cuya utilizaciéon para la mejora de especies vegetales de plantas glicofitas en su resistencia
al estrés osmético, hidrico y salino reivindicamos son el TPX1, que codifica una peroxidasa neutra de
tomate, del que hemos clonado el cDNA y cuya secuencia de nucledtidos se encuentra en la base de datos
del GenBank con el nimero de acceso L.13654, el TPX2, que codifica una peroxidasa basica de tomate,
del que hemos clonado el cDNA y cuya secuencia de nucle6tidos se encuentra en la base de datos del
GenBank con el niimero de acceso L13653, y por extensién cualquier gen que codifica una proteina con
actividad peroxidasa, clasificadas como EC 1.11.1.7, de acuerdo con la recomendacién del Comité de
Nomenclatura de la Unién Internacional de Bioquimica, de la Unién Internacional de Quimica Pura y
Aplicada (IUPAC), sobre la base que catalizan la misma reaccién que los productos de los genes TPX1
y TPX2.

Breve descripcion

La patente que se propone es el procedimiento de utilizar el gen TPX1, el gen TPX2 o cualquier gen
que codifica una proteina 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 véalido para aquellas situaciones de cultivo de la
planta en que el déficit de agua ocasione un estrés osmoético en la misma.

Bésicamente consiste en introducir en el genoma de la especie vegetal cuya resistencia al estrés salino
y/u osmético se quiere mejorar, de la secuencia de nucledtidos 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 proteina, segin el cédigo genético de plantas superiores, pues en definitiva serd la proteina
la que debera conferir la mejora a la especie receptora.

En nuestro caso esta secuencia corresponde al gen TPX1 o al gen TPX2 y es identificada
inequivocamente en las secuencia de cDNA que hemos depositado en la base de datos GenBank. Para la
correcta traduccién del gen introducido a proteina en la especie vegetal transformada se necesita ademads
unir en el denominado extremo 5’, regién que le precede, de la fase abierta de lectura del gen a introducir,
en nuestro caso TPX1 6 TPX2, una secuencia de las denominadas promotoras, que serd la que determine
la expresion, y consiguientemente la actividad, del gen introducido. En nuestro caso hemos introducido
la regién promotora denominada 35S y procedente del virus del mosaico de la coliflor, sin embargo el
resultado seria el mismo utilizado otro promotor de los conocidos como promotores potentes y asequibles
actualmente a la comunidad cientifica. Finalmente, la secuencia de nucle6tidos 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 terminacién de su lectura, transcripcién y traduccion en la especie
receptora. En nuestro caso hemos utilizado la correspondiente a la regién terminadora del gen de la
subunidad pequetia de la ribulosa bifésfato carboxilasa de guisante (RBS). Igualmente la utilizacién de
otro terminador procedente de otros genes reconocibles por plantas superiores para ser expresados, seria



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 134 155 B1

igualmente util.

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 foraneo se ha integrado
en el genoma de la especie receptora, y que se expresa segin los mecanismos propios de esta especie. Es
decir, se transcribe, se traduce, y la proteina sintetizada es funcional.

Descripcion detallada

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

La secuencia completa de nucleétidos, 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 nimero 1.

A dicha secuencia, en forma de doble hebra complementaria, se le anadieron unos oligonucleétidos en
los extremos para generar los sitios de restriccién inicos Xhol y Sac 1. La adicién de dichos oligonucledtidos
se hizo de la siguiente manera:

La secuencia de nucleétidos correspondiente al marco abierto de lectura del gen TPX1 se encon-
traba insertada en el vector plasmidico BluescriptIl en el sitio de restricciéon tnico EcoRI de dicho
plasmido. La amplificacién de la region correspondiente a dicha secuencia de nucleétidos se hizo
por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa utilizando como cebadores dos oligonucledtidos
con secuencia solapantes con las que flanqueaban la del TPX1 y algunos nucleétidos adicionales
que permitian generar un DNA que era reconocido en sus extremos por las enzimas de restriccién
arriba indicadas, Xhol y Sacl. Las secuencias completas de los oligonucledtidos empleados como
cebadores fueron:

Oligonucledtido 1:5-AAC TCG AGA TGG CTT CAT TTA GCT ATT T-3’
Oligonucleétido 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 digirié con las enzimas de restriccién Xhol y Sacl, y posteriormente
se insert6 en el vector plasmidico binario de Agrobacterium tumefaciens pKYLXT71, cuyas caracteristicas
se describen en la siguiente publicacion Gene, volumen 61, paginas 1-11, en 1987.

El vector binario pKYLXT71 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 regién T
del pldsmido, fue introducido en la cepa LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens por electroporacion.
El vector binario tenia en la regién T el gen que codifica la neomicina fosfotransferasa cuya expresion
confiere resistencia al antibiético kanamicina, y que se utilizé como marcador de seleccién.

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 habia insertado en el genoma del tabaco y dicho gen era activo en
su expresion. Los andlisis realizados fueron tanto de la actividad enzimética peroxidasa, presencia del
isoenzima codificado por el TPX1 verificado por isoelectroenfoque, y analisis de concentracién de RNA
mensajeros de TPX1 en el tabaco transgénico. Estos andlisis mostraron inequivocamente que el gen
TPX1 de tomate era activo en el tabaco transgénico. La medida de la actividad peroxidasa, extraida
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 construccién
TPX1 (I-7.7 y I-7.8), transgénicas con el pldsmido pKYLX71 (pKY) y sin transformar (W-38). La ac-
tividad peroxidasa se evalud en extractos de proteinas solubles y unidas iénicamente a pared celular
(extraidas con 1 M KCl) y usando o-dianisidina como sustrato. Una unidad de actividad (U) corresponde
a un incremento de una unidad de densidad 6ptica a 460 nm por minuto. Las roteinas se midieron por
el método de Bradford, utilizando como patrén albtimina de suero bovino.

Muestra | U/ml extracto | U/totales | U/g hoja | U/mg proteina

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 expresién del TPX1 insertado.

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

Tabla 2:

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

Dias | Medio pKY | I-7

11 MS 100 | 100

13 MS+NaCl 0| 46
Tabla 3:

Porcentajes de germinacién de semillas de plantas transgénicas de tabaco (I-7) asi como de semillas de
plantas de tabaco sin transformar (W-38) en medio MS sin y con manitol 470 mM

Dias | Medio W-38 | I-7
11 MS 100 | 100
35 MS-+Manitol 3 24

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

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

A dicha secuencia, en forma de doble hebra complementaria, se le anadieron unos oligonucleétidos en
los extremos para generar los sitios de restriccién tnicos Xhol y Sacl. La adicién de dichos oligonucledtidos
se hizo de la siguiente manera:
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La secuencia de nucledtidos correspondiente al marco abierto de lectura de F gen TPX2 se encon-
traba insertada en el vector plasmidico BluescriptIl en el sitio de restricciéon tnico EcoRI de dicho
plasmido. La amplificacién de la region correspondiente a dicha secuencia de nueleétidos se hizo
por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa utilizando como cebadores dos oligonucledtidos
con secuencia solapantes con las que flanqueaban la del TPX2 y algunos nueleétidos adicionales
que permitian generar un DNA que era reconocido en sus extremos por las enzimas de restriccién
arriba indicadas, Xhol y Sacl. Las secuencias completas de los oligonucledtidos empleados como
cebadores fueron:

Oligonucledfido 1: 5-AAC TCG AGA TGG CTA AAT TTG GTG ATT T-3’
Oligonucleétido 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 digirié con las enzimas de restriccién Xhol y Sacl, y
posteriormente se insert6 en el vector plasmidico binario de Agrobacterium tumefaciens pKYLXT71, cuyas
caracteristicas se describen en la siguiente publicacién Gene, volumen 61, paginas 1-11, en 1987.

El vector binario pKYLXT71 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 regiéon T
del pldsmido, fue introducido en la cepa LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens por electroporacion.
El vector binario tenia en la regién T el gen que codifica la neomicina fosfotransferasa cuya expresion
confiere resistencia al antibiético kanamicina, y que se utilizé como marcador de seleccién.

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 habia insertado en el genoma del tabaco y dicho gen era activo en
su expresion. Los andlisis realizados fueron tanto de la actividad enzim&tica peroxidasa, presencia del
isoenzima codificado por el TPX2 verificado por isoelectroenfoque, y analisis de concentracién de RNA
mensajeros de TPX2 en el tabaco transgénico. Estos andlisis mostraron inequivocamente que el gen
TPX2 de tomate era activo en el tabaco transgénico. La medida de la actividad peroxidasa, extraida
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 construccién
TPX2 (II-24, II-10 y II-32), transgénicas con el pldsmido pKYLX71 (pKY) y sin transformar (W-38). La
actividad peroxidasa se evalu6 en extractos de proteinas solubles y unidas iénicamente a pared celular
(extraidas con 1 M KCl) y usando o-dianisidina como sustrato. Una unidad de actividad (U) corresponde
a un incremento de una unidad de densidad 6ptica a 460 nm por minuto. Las proteinas se midieron por
el método de Brafford, utilizando como patrén albtimina de suero bovino.

Muestra | U/ml extracto | U/totales | U/g hoja | U/mg proteina

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

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

Tabla 5:

Porcentajes de germinacién de semillas de plantas transgénicas de tabaco (I1I-24, 11-32, II-10) asf
como de semillas de planta de tabaco transformadas con el pldsmido pKYLX71 sin el gen TPX2 (pKY)
en medio MS sin y con 250 mM de NaCl.
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Dias | Medio pKY | II-24 | 11-32 | II-10

11 MS 100 100 100 100

13 MS+NaCl | 0 75 71 80
Tabla 6:

Porcentajes de germinacién de semillas de plantas transgénicas de tabaco (I1I-24) asf como de semillas
de plantas de tabaco sin transformar (W-38) en medio MS sin y con manitol 470 mM

Dias | Medio W-38 | 1I-24
11 MS 100 100
35 MS+Manitol | 3 67

SECUENCIA n° 1. ID.SEC.N° 1

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

Informacion de la secuencia:

Longitud: 1221 pares de bases

Tipo: 4cido nucleico (ADN)

Numero de hebras: doble

Tipo de molécula: ADN complementario

Origen: tomate (Lycopersicon esculentum, cultivar Pera)

Caracteristica:

Caracteristica:

Péptido senal
Localizacién: 46. 111
Péptido maduro
Localizacién: 112. 1029

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

Descripcién de la secuencia:

GACGGATCGA TAAGCTTGAT ATCGAATTCG CGGCCGAAAT AACAA

GCT TCA

Ala Ser

-20

GGT TAT

Gly Tyr
-5

CCA AAA

Pro Lys

TTT AGC

Phe Ser

ACA AAT

Thr Asn

GCT GAG
Ala Glu
15

TAT

GCT
Ala

Lys

TTG ATG AGT
Leu Met Ser
-15
CAA TTA GAG

Gln Leu Glu

ATT ATT AAA
Ile Ile Lys

GTT
Val

CTT

Leu

GAT
Asp
20

TTG GTA TTA

Leu Val Leu

-10

AAT TTC TAT

Asn Phe Tyr

TTT GTT CAG

Phe val Gln

TGT

Cys

GCT

Ala

CAA
Gln

GTA
Val

Lys

CAA

Gln
25

ATG
Met
ATC ATA
Ile Ile

AGC TGT

Ser Cys
10

GTT CCT

Val Pro

48

96

144

192
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AAG

Lys

TGC

Cys

ACT
Thr
60

AGA

Arg

TGT

Cys

GAT

Asp

AGA

Arg

CCA

Pro

140

Lys

ATT
Ile

ACC
Thr

GCT

Ala

TTT
Phe
45

AAC

Asn

GGT

Gly

CCG

Pro

GCA

Ala

AGA
Arg
125
GCA

Ala

GGT

Gly

GGA

Gly

GGG

Gly

cca
Pro
30

GTC

Val

GGA
Gly

TTC

Phe

GGA
Gly

GTIT
Val
110
GAT

Asp

CCA

Pro

CTT

Leu

GTG
vVal

GTT
Val
190

AAT

Asn

AGG

Arg

AAT

Asn

TCA

Ser

GTT
Val
95

GTG

Val

GGA

Gly

ACT

Thr

GAT

Asp

TCT
Ser
175
GTA
Val

ACT
Thr

GGT
Gly

CAA
Gln

TTC
Phe
80

GTT

Val

GCT

Ala

ACG
Thr

AGT

Ser

CTG
Leu
160
CGT

Arg

GGT
Gly

GCA

Ala

TGT

Cys

ACT
Thr
65

ATT
Ile

TCT

Ser

ACG

Thr

ATA
Ile

AAC
Asn
145
AAT

Asn

TGC

Cys

ACA
Thr
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GCA

Ala

GAT
Asp
50

GAA

Glu

GAT

Asp

TGT

Cys

GAG

Glu

TCA
Ser
130
TTT

Phe

GAC

Asp

TCA

Ser

Gln

GCC
Ala
35

GGA
Gly

Lys

GCT
Ala

GCT
Ala

GGT
Gly
115
AAT

Asn

ACT
Thr

CTG

Leu

TCA

Ser

GAT
Asp
195

ATA CTC

Ile Leu

TCT GTA

Ser Vval

CTA GCT

Leu Ala

GTT AAA

Val Lys
85

GAT ATT

Asp Ile

100

CCT TTT

Pro Phe

GTG TCA

Val Ser

AGA CTG

Arg Leu

GTC CTT

Val Leu
165

TTT TCA

Phe Ser

180

CCA TCT

Pro Ser

AGA

Arg

CTT

Leu

AAT
Asn

70

AGA

Arg

GTC

vVal

TGG

Trp

GAA
Glu

CAA
Gln
150
cTA

Leu

GAG

Glu

CTA

Leu

ATG

Met

CTC
Leu
55

CCT

Pro

TTA

Leu

GCG

Ala

AAT

Asn

GCC
Ala
135
CAA
Gln

TCA

Ser

CGT

Arg

GAC

Asp

CAT
His
40

AAT

Asn

AAT

Asn

GTT
Val

TTG

Leu

GTG
Val
120
AAT

Asn

TCC

Ser

GGT
Gly

CTA

Leu

AGT
Ser

200

TTC
Phe

TTC

Phe

TTG

Leu

GAA

Glu

GTT
Val
105
CCA

Pro

GGT
Gly

TTC
Phe

GCC
Ala

TAC
Tyr
185
GAA

Glu

CAT

His

ACT
Thr

ACA
Thr

GCT
Ala
90

GCT
Ala

ACT
Thr

GAT

Asp

GCG
Ala

CAT
His
170
AAT

Asn

TAT

Tyr

GAT

Asp

TCG

Ser

TTG
Leu

75

GAA
Glu

AGA

Arg

GGT

Gly

ATC

Ile

AAG
Lys
155
ACT
Thr

TTC
Phe

GCG

Ala

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720
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GAT

Asp

ATA
Ile
220
TTC

Phe

TTG

Leu

GGA
Gly

ATG

Met

CAT
His

300

AAT
Asn
205
GTA

Val

AAG

Lys

ACA

Thr

CCA

Pro

GGA
Gly
285
TGT

Cys

CTC

Leu

GAA
Glu

CTT

Leu

ACA
Thr

CTC
Leu
270
AGA

Arg

GCA
Ala

AAG

Lys

ATG

Met

TTG

Leu

CGT
Arg
255

AAC

Asn

GTT
Val

TTT
Phe

TCA

Ser

GAT

Asp

CTC
Leu
240
ACC

Thr

GAA

Glu

GAA

Glu

GTG

Val

AGA

Arg

CCA
Pro

225

Lys

TCA

Ser

TTT
Phe

GTT

Val

AAT
Asn

305
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Lys
210
GGT
Gly

AGG

Arg

ACG
Thr

TTC
Phe

AAG
Lys
290
AGT

Ser

TGC AGA TCA

Cys Arg Ser

AGT TTC AAG

Ser Phe Lys

AGA GGT CTG

Arg Gly Leu

245

AAA TCG TTT

Lys Ser Phe
260

GAT GAA TTT
Asp Glu Phe
275

ACA GGG AGT
Thr Gly Ser

TAAAATTGAA

ATC

Ile

ACA
Thr
230
TTC
Phe

ATC
Ile

GCT
Ala

GCT
Ala

AAT
Asn
215
TTT
Phe

CAA

Gln

GAG
Glu

AAA

Lys

GGT
Gly
295

GAC

Asp

GAT

Asp

TCC

Ser

CAG
Gln

TCG
Ser
280
GAA
Glu

GTTTTAATTA

AAT

Asn

CTC

Leu

GAT

Asp

CTT
Leu

265

ATG

Met

ATC
Ile

ACT
Thr

AGC

Ser

GCA
Ala
250
GTA
Val

GAG
Glu

AGG

Arg

ACT
Thr

TAC
Tyr
235
GCA

Ala

GAT

Asp

Lys

AAG

Lys

ATGATTTTGT

768

816

864

912

960

1008

1059

GTTTTGTATT TATGATTTAT GTGTACTGTT GACTGTTGAG TTAATTGTTT GGTGTAATAT 1119

GTATCATGTA CTTTTTTATA TTTATTTCAA TTGTAATTTT GCAGTTTGTT GGTGTTTTGT 1179

AGCAATAAAA GTGATGTGAT GAAGAGCATT TCCAAAAAAT TG

SECUENCIA n° 2. ID. SEC.N° 2

1221

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

Identidad de la secuencia: nimero de acceso en la base de secuencias del GenBank:1.13653

Informacion de la secuencia:

Longitud: 1244 pares de bases

Tipo: 4cido nucleico, (ADN)

Numero de hebras: doble

Tipo de molécula: ADN complementario

Origen: tomate (Lycopersicon esculentum, cultivar Pera)
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Caracteristica:

Caracteristica:

Péptido senal
Localizacion: 5. 79
Péptido maduro

Localizacion: 79. 990

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

Descripcién de la secuencia:

TAA

CTA
Leu
-10
TAT
Tyr

TAT

Tyr

ATG

Met

1CTG AAC TTC ACT TCG AGC ACT AAA AAC CAG ACT GAA AAA GTA GCA GTT

ATG
Met
-25
GTA

Val

GCA

Ala

AAG

Lys

CAT
His

40

GCT

Ala

GGA

Gly

AAG

Lys

CAA
Gln
25

TTC
Phe

Lys

ATA
Ile

AGC
Ser
10

ATC
Ile

CAC

His

TTT

Phe

GCG

Ala

TGT

Cys

CCA

Pro

GAT

Asp

GGT

Gly

GGT
Gly
-5

CCG

Pro

AAC

Asn

TGC

Cys

ES 2 134 155 B1

GAT
Asp
-20
TCT

Ser

CAA
Gln

GCT
Ala

TTT
Phe
45

TTG AGT

Leu Ser

AGC TAT

Ser Tyr

GCA GAA
Ala Glu
15

CCA TCT
Pro Ser
30

GTC AGG
Val Arg

AAC

Asn

GGT

Gly

AAG

Lys

CTT

Leu

GGT
Gly

Leu Asn Phe Thr Ser Ser Thr Lys Asn Gln

55
CCT

Pro

GCA
Ala

GCC

Ala

AAG

Lys

AAT

Asn

GTA
Val

TTG

Leu

GTT
Val
120

CAA

Gln

GAA

Glu

GTT
Val
105
CCA

Pro

ACG
Thr

GCT
Ala
90

GCT
Ala

ACT

Thr

CTG
Leu
75

GAG

Glu

AGA

Arg

GGT

Gly

60
AGA

Arg

TGC

Cys

GAC

Asp

AGA

Arg

GGC
Gly

CCT

Pro

TCT

Ser

AGA
Arg
125

TTC TCA

Phe Ser

GGA GTT
Gly Val
95

GTT GTG
val Val
110

GAT GGG
Asp Gly

TTC
Phe
80

GTC

Val

GTC

Val

GAG

Glu

TTT
Phe

CAG
Gln

ATA
Ile

GCA
Ala

TGT

Cys

CTA
Leu
-15
TTG

Leu

ATT
Ile

GCT
Ala

GAT
Asp
50

GTG
Val

CAG

Gln

CAA
Gln

GCA
Ala
35

GGT
Gly

Thr Glu Lys

65
ATT
Ile

TCT

Ser

ACG
Thr

ATA
Ile

GAT

Asp

TGT

Cys

GGA

Gly

TCA
Ser

130

GGT
Gly

GCG
Ala

GGC
Gly
115
AAC

Asn

TTG

Leu

CTT

Leu

GAT
Asp
20

TTG

Leu

TCT

Ser

TGT

Cys

AAC

Asn

TAT
Tyr

CTC

Leu

GTA
Val

ATT
Ile

TTC
Phe

GTG
Val

AGA

Arg

CTC

Leu

Val Ala Val

GTG
Val

GAT
Asp
100
cCcT

Pro

GCC
Ala

AAG
Lys
85

ATT
Ile

TAC

Tyr

TCG

Ser

70
AAA

Lys

GTT

Val

Trp

GAA
Glu

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

GCC
Ala
135
ACG
Thr

TCT

Ser

CGT

Arg

AGC

Ser

GAC
Asp
215
GAT

Asp

TCT

Ser

CAG

Gln

ATG

Met

ATT
Ile
295

TTG

Leu

TCT

Ser

GGT
Gly

TTA

Leu

GAA
Glu
200
AAC

Asn

CTT

Leu

GAT

Asp

CTA

Leu

GAG
Glu
280
AGG

Arg

GCA

Ala

TTT

Phe

GCA
Ala

TAC
Tyr
185

TAT

Tyr

ACC

Thr

AGC

Ser

GCA

Ala

GTA
Val
265

Lys

AAG

Lys

AAC

Asn

GCC

Ala

CAT
His
170
AAT

Asn

GCA

Ala

ACA

Thr

TAC
Tyr

GCC
Ala
250
CAA
Gln

ATG

Met

CAC

His

ATC

Ile

AGC
Ser
155
ACC
Thr

TTT
Phe

GCT

Ala

ATT

Ile

TTC
Phe
235

TTG

Leu

GGA

Gly

GGA

Gly

TGT

Cys

CCT
Pro
140
AAG

Lys

ATT
Ile

ACT
Thr

AAT

Asn

GTC
Val
220
CAG

Gln

ACA
Thr

TCA

Ser

AAG

Lys

GCA
Ala
300
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cCcT

Pro

GGT

Gly

GGA
Gly

GGA
Gly

CTT
Leu
205
GAA
Glu

CTT

Leu

ACA

Thr

GTG
Val

ATT
Ile
285
GCT
Ala

CCG

Pro

CTT

Leu

GTC

Val

GTT
Val
190
AAG

Lys

ATG

Met

GTG
Val

AGT

Ser

Lys
270
GAA
Glu

GTG
val

ACA
Thr

GAC

Asp

TCT
Ser
175
TGG

Trp

ATG

Met

GAT

Asp

CTC

Leu

GCG
Ala
255
CAA

Gln

GTG
val

AAT

Asn

AGT AAC

Ser Asn
145

CTA AAA

Leu Lys

160

CAT TGC

His Cys

GGC AAA

Gly Lys

AAG AAA

Lys Lys

CCT GAA
Pro Glu

225
AGA AGA
Arg Arg
240

ACA ACA

Thr Thr

TTC TAT

Phe Tyr

AAG ACC
Lys Thr

TTT
Phe

GAC

Asp

ccG

Pro

AAG

Lys

TGC
Cys
210
AGT

Ser

Lys

AAG

Lys

GCC

Ala

GGC
Gly
290

TCC

Ser

TTG

Leu

TCA

Ser

TCC
Ser

195

Lys

TCC

Ser

GGG

Gly

TCA

Ser

GAA
Glu
275
TCT

Ser

AGT TAAGAGCTAG

Ser

10

AGT

Ser

GTA

Val

TTT
Phe
180
TCT

Ser

TCC

Ser

AGT

Ser

CTG

Leu

TTC
Phe
260
CCG

Pro

GCT
Ala

CTC

Leu

CTA
Leu
165
TCA

Ser

CTA

Leu

ATC
Ile

Lys

TTC
Phe
245

ATC
Ile

GGA

Gly

GGT
Gly

CAG
Gln
150
TTG

Leu

TCA

Ser

GAC

Asp

AAT

Asn

TTT
Phe
230
CAA
Gln

AAC

Asn

GCA

Ala

GAG

Glu

CTTTCTTTTC

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1110
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CCTTTGTTCC CAACTTCCAZA TATTCGTGTG TTTGTATTTT GTATGTAACC TTTGTGTGAA 1170

TGATTCGCGA TAACATCCAT CATTTCTTTT TGTGCTTATT CTTGTATATT GGTGGTTTCT 1230

CTTGAAATAT TAAA

11

1244
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para conferir a plantas glicofitas tolerancia al estrés osmético, hidrico y salino ca-
racterizado por intoducir, mediante transformacion con Agrabacterium tumefaciens, un gen que exprese
una proteina con actividad peroxidasa (E.C. 1.11.1.7).

2. Procedimiento para conferir a plantas glicéfitas tolerancia al estrés osmético, hidrico y salino, segiin
la reivindicacién 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 glicéfitas tolerancia al estrés osmético, hidrico y salino, segiin
la reivindicacién 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 glicofitas tolerancia al estrés osmdtico, hidrico, y salino,
segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la planta transformada es Nicotiana tabacum cultivar
Wisconsin 38.

5. Plantas transgénicas que tienen tolerancia al estrés osmético, ludrico y salino obtenidas segin
procedimiento de reivindicaciones 1 a 4.

12
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