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La presente invención se refiere a un procedimiento de aumento de la biomasa en una planta, en particular a un 5
procedimiento de aumento del crecimiento de una planta, más particularmente de aumento de la velocidad de 
crecimiento de una planta, de aumento del rendimiento en semilla, de aumento de la resistencia al estrés abiótico, 
la resistencia al estrés biótico y un aumento de la velocidad de germinación, así como a las plantas que resultan 
de ello, y esto a través del aumento de la expresión de la L-aspartato oxidasa en el seno de la planta. El 
procedimiento según la invención permite un aumento de las capacidades fotosintéticas de las plantas a través de 10
un aumento de las cantidades de NAD y de sus derivados en el seno de dichas plantas.

El desarrollo de una agricultura duradera se enfrenta a un desafío principal para la comunidad internacional en los 
años venideros que consiste en conservar un crecimiento de la producción alimentaria al mismo ritmo que el de la 
población mundial, que está acompañado desafortunadamente de un descenso mundial de tierras arables de gran 15
calidad. Asumir este desafío necesitará unos esfuerzos en varios campos, de los cuales uno será proporcionar 
unos cultivos de un valor nutricional incrementado, capaces de resistir a los diversos estreses medioambientales, 
proporcionar más rendimiento con menos insumos, crecer más rápidamente, para suministrar al final un mejor 
rendimiento de cultivo y una biomasa más importante.

20
La seguridad alimentaria ha sido siempre una prioridad en el mundo entero y una preocupación creciente para el 
impacto medioambiental de la producción agrícola que necesita el desarrollo y la utilización de nuevos métodos 
para mejorar la productividad, protegiendo al mismo tiempo el medioambiente. Existe una necesidad incrementada 
de mejores enfoques para mejorar el rendimiento de los cultivos en unas condiciones de terreno diferentes.

25
Con el fin de aumentar los rendimientos y la biomasa disponible de las plantas cultivadas, se han llevado a cabo 
unos esfuerzos para modificar el contenido de plantas en lignina. Se han estudiado otros medios para aumentar la 
biomasa, tal como la ingeniería genética de las plantas, tal como por ejemplo la manipulación genética de los 
reguladores de crecimiento de los vegetales o de las vías de fotosíntesis.

30
El documento WO 2012/041496 describe un método de selección mediante una técnica de PCR que tiene como 
diana un grupo de genes marcadores de la eficacia de utilización energética con el fin de obtener unas plantas que 
tengan un mejor vigor y una mejor tolerancia a los estreses abióticos.

El documento US 2006100573 describe un método que consiste en sobreproducir una enzima del metabolismo 35
secundario C3’H implicada en la síntesis de lignina para producir más pared y por lo tanto más biomasa y más 
semillas.

El documento US 20060095981 describe un método que consiste en obtener unas plantas transgénicas que 
contienen la vía bacteriana de utilización del glicolato con el fin de reducir las pérdidas de rendimientos 40
relacionadas con la fotorrespiración. Desafortunadamente, estas plantas producen formas activas de oxígeno que 
estresan las plantas producidas (Kebeish et al., 2007; Maier et al., 2012).

Sin embargo, cada uno de estos métodos tiene como objetivo una vía metabólica particular que no permite tratar 
los problemas de producción de biomasa, de resistencia al estrés abiótico, de resistencia al estrés biótico, de 45
regularización de la germinación, del rendimiento en semilla, de manera global.

Existe también un método de tratamiento de semilla por una molécula insecticida de la familia de los isonicotinoides 
con fines de aumentar los rendimientos (documento WO 01/26468). Sin embargo, la utilización de estas moléculas, 
de estructura parecida a nucleótidos de piridina como el ácido nicotínico y su precursor, el NAD+, está sujeta a 50
controversia debido al impacto que tendría sobre la mortalidad de las abejas.

El documento US 6271031 describe unos polinucleótidos que codifican unos polipéptidos y entre otros, la 
L-aspartato oxidasa. El objeto de la invención descrita en el documento US 6271031 tiene como objetivo no 
obstante modificar la producción de quinolinato y no muestra ninguna relación con un fenotipo relacionado con el 55
crecimiento de la planta así transformada. El objetivo de la invención describe la obtención de ADNc que codifica 
la L-aspartato oxidasa, pero ningún ejemplo describe los efectos de su utilización en las plantas.

El documento US2007/016976 describe varios miles de secuencias polinucleotídicas cuya expresión está alterada, 
o bien hacia una sobreexpresión, o bien hacia una sub-expresión, en respuesta a una infección por un patógeno. 60
Una secuencia entre éstas corresponde a la L-aspartato oxidasa, pero no se divulga nada en cuanto a un efecto 
fenotípico sobre el crecimiento de una planta modificada. Además, no se divulga ningún ejemplo de expresión de 
la aspartato oxidasa de la planta. El hecho de que la expresión de miles de genes sea inducida o reprimida por la 
alteración metabólica a consecuencia de una enfermedad no demuestra en nada la implicación de cada uno de los 
genes desregulados en la resistencia potencial a las enfermedades.65
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El documento WO994012 describe unos procedimientos que sirven para aumentar la resistencia de plantas a unos 
patógenos por expresión de una enzima que produce una especie de oxígeno reactivo al peróxido de hidrógeno o 
de una enzima de degradación de oxalato. Este documento menciona aproximadamente 25 enzimas, entre las 
cuales la L-aspartato oxidasa, susceptibles de producir una especie de oxígeno reactivo. Sin embargo, se cuestiona 
que la L-aspartato oxidasa pueda producir una especie de oxígeno reactivo y de hecho no se describe en el 5
documento WO9904012 ningún ejemplo de esta producción. En efecto, a diferencia de la isoforma bacteriana de 
la enzima, la L-aspartato oxidasa de planta no parece capaz de producir peróxido de oxígeno en presencia de 
oxígeno molecular, pero su actividad sería la de una succinato deshidrogenasa. Además, es bien conocido que en 
las plantas, son las NADPH oxidasas las que son las principales fuentes de producción de formas activas de 
oxígeno en respuesta a un ataque patógeno.10

El documento WO2010086220 describe un método de incremento del rendimiento de las plantas por modificación 
del metabolismo nitrogenado a través de la transformación genética, que produce unas plantas más verdes a través 
de una producción más fuerte de clorofila. En lo que se refiere a la modificación de expresión de la L-aspartato
oxidasa, ningún ejemplo demuestra el efecto de una sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa sobre el fenotipo de 15
las plantas. Asimismo, no se evoca ningún efecto sobre el rendimiento o la velocidad de crecimiento de estas 
plantas.

Los inventores de la presente invención han descubierto ahora, de manera sorprendente, que la sobreexpresión 
de la enzima L-aspartato oxidasa (primera enzima de la vía de biosíntesis del NAD+) en el seno de una planta 20
conduce a un aumento considerable de las capacidades fotosintéticas de la planta, lo cual se traduce por una 
aceleración del crecimiento, un aumento de la biomasa producida, un aumento del rendimiento, en particular del 
rendimiento en semilla. Se observa también una aceleración de la germinación, un aumento de la resistencia al 
estrés abiótico y un aumento de la resistencia al estrés biótico en las plantas que sobreexpresan la L-aspartato
oxidasa.25

La sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa, primera enzima de la vía de biosíntesis del NAD denominada de 
novo (Noctor et al., 2006), tiene como resultado aumentar los niveles de NAD y de sus derivados producidos por 
las plantas. Resulta de ello un aumento importante de los contenidos en NAD (pool de NAD que representa NAD+, 
NADH, NADP+ y NADPH) y del conjunto de los nucleótidos de piridina en las plantas que sobreexpresan la 30
L-aspartato oxidasa, pero también del nivel de otros metabolitos energéticos como el ATP. Se obtienen así unas 
plantas, células vegetales en las que la totalidad o parte de las plantas tienen un contenido energético elevado.

Se observan así unas consecuencias fisiológicas remarcables como un aumento de las capacidades fotosintéticas 
y unas velocidades de crecimiento de las plantas que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa. Resulta de ello un 35
aumento significativo de biomasa, pero también unos rendimientos en semillas cuando se cultivan las plantas que 
sobreexpresan la L-aspartato oxidasa hasta la madurez. Estos aumentos de rendimientos están fuertemente 
correlacionados con los niveles de sobreproducción de la L-aspartato oxidasa y de NAD.

Se observa en las plantas que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa un aumento muy fuerte de la resistencia de 40
las plantas a unas condiciones medioambientales de estrés abiótico como una combinación de fuerte calor y/o 
fuerte luz.

Esta observación permite considerar una disminución de las intervenciones fitosanitarias sobre unos cultivos de 
plantas que sobreproducen la L-aspartato oxidasa y también extender el cultivo de una especie que sobreproduce 45
la L-aspartato oxidasa más allá de la zona geográfica reservada habitualmente para la especie cultivada que no 
sobreexpresa la L-aspartato oxidasa.

Un aumento significativo de la resistencia de las plantas a unas condiciones medioambientes de estrés biótico 
como un ataque de pulgones se puede observar en unas plantas que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa.50

Esta observación permite considerar una disminución de los tratamientos fitosanitarios, en particular insecticidas, 
sobre unos cultivos de plantas que sobreproduce la L-aspartato oxidasa, particularmente cuando las condiciones 
medioambientales son propicias para la multiplicación de los patógenos o devastadores.

55
Las semillas de las plantas que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa germinan más rápido y de manera más 
homogénea que las de plantas que no sobreexpresan la L-aspartato oxidasa. Esto puede permitir que el cultivo de 
plantas que sobreproduce L-aspartato oxidasa se instale más rápido, limitando la concurrencia de especies 
adventicias y las pérdidas de rendimientos. Por esta razón también, unos cultivos de plantas que sobreexpresan 
la L-aspartato oxidasa necesitarán menos tratamientos herbicidas que tienen como diana las malas hierbas de los 60
cultivos.

En unas condiciones medioambientales desfavorables, tales como un medio con carencia en nitrógeno, las 
semillas de plantas que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa germinan más rápido y, muy importante, mantienen 
una capacidad germinativa máxima en estas condiciones, mientras que la capacidad germinativa de las plantas 65
que no sobreexpresan la L-aspartato oxidasa es mucho más débil. La presente invención permite considerar una 
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disminución de la aportación de insumos nitrogenados sobre unos cultivos que sobreexpresan la L-aspartato
oxidasa.

La sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa en unas plantas según la invención permite librarse de un tratamiento 
de priming de las semillas, en particular en las especies de huerta, metodología financieramente costosa utilizada 5
habitualmente para aligerar la latencia, acelerar y homogeneizar la germinación de las semillas comerciales.

La presente invención se refiere por lo tanto a un método para mejorar por lo menos un carácter fenotípico 
seleccionado de entre el rendimiento en semillas, la resistencia al estrés abiótico, la resistencia al estrés biótico, la 
velocidad de germinación o el crecimiento, en una planta, comprendiendo dicho método la sobreexpresión de la 10
L-aspartato oxidasa; dicho método comprende la transformación de una célula vegetal con por lo menos un ácido 
nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa, y la generación a partir de dicha célula, de una planta que 
sobreexpresa la L-aspartato oxidasa.

En un modo particular, el método según la invención es un método para mejorar el rendimiento en semillas, en una 15
planta, comprendiendo dicho método la transformación de una célula vegetal con por lo menos un ácido nucleico 
que codifica para la L-aspartato oxidasa, generando así una planta que sobreexpresa la L-aspartato oxidasa, y el 
cultivo de la planta hasta la madurez.

En un modo particular, el método según la invención es un método para mejorar la velocidad de germinación en 20
una planta, comprendiendo dicho método la transformación de una célula vegetal con por lo menos un ácido 
nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa, generando así una planta que sobreexpresa la L-aspartato
oxidasa, y el cultivo de la planta hasta la madurez.

La presente descripción divulga un método para mejorar por lo menos un carácter fenotípico seleccionado de entre 25
la biomasa, el rendimiento, en particular el rendimiento en semillas, la resistencia al estrés abiótico, la resistencia 
al estrés biótico, la velocidad de germinación o el crecimiento, en una planta, comprendiendo dicho método la 
sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa, que se traduce por un aumento de las cantidades de NAD y de sus 
derivados.

30
En otro modo de realización, el método según la presente descripción tiene como objetivo mejorar la producción 
de biomasa en una planta, comprendiendo dicho método la transformación de una célula vegetal con por lo menos 
un ácido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa, generando así una planta que sobreexpresa la 
L-aspartato oxidasa, y el cultivo de la planta hasta la madurez.

35
Las plantas según la invención presentan así un aumento de las cantidades de NAD y de sus derivados.

Los métodos según la invención tienen también como objetivo un aumento de las cantidades de NAD y de sus 
derivados.

40
Es también un objetivo de la presente invención proporcionar un método para mejorar la resistencia al estrés 
abiótico y/o la resistencia al estrés biótico en una planta, comprendiendo dicho método la transformación de una 
célula vegetal con por lo menos un ácido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa, generando así una 
planta que sobreexpresa la L-aspartato oxidasa, y el cultivo de la planta hasta la madurez.

45
En un método según la presente invención, el por lo menos un ácido nucleico que codifica para L-aspartato oxidasa 
está bajo el control de un promotor que asegura la sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa.

En otro modo preferido de realización de la presente invención, el por lo menos un ácido nucleico comprende un 
ácido nucleico seleccionado de entre el grupo constituido por SEC ID nº 1, SEC ID nº 3, SEC ID nº 4, SEC ID nº 5, 50
SEC ID nº 6, SEC ID nº 7, SEC ID nº 8, SEC ID nº 9, SEC ID nº 10, SEC ID nº 11, SEC ID nº 12, SEC ID nº 13, 
SEC ID nº 14, SEC ID nº 15, SEC ID nº 16.

En un modo de realización del método según la invención, el por lo menos un ácido nucleico comprende un ácido 
nucleico según SEC ID nº 1.55

Un método según la presente invención tiene también como objetivo un método en el que la planta se selecciona 
de entre el grupo constituido por trigo, cebada, arroz, maíz, sorgo, girasol, colza, soja, algodón, guisante, alubia, 
yuca, mango, banana, patata, tomate, pimiento, melón, calabaza, sandía, lechuga, col, berenjena, álamo.

60
En un método particular de realización según la presente invención, la planta es el arroz (Oryza sativa), el trigo, la 
cebada o el maíz.

Según un modo divulgado en la presente descripción, la sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa se realiza por 
introgresión de un elemento genético que codifica para una sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa.65
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Las plantas descritas en la presente memoria presentan así un aumento de las cantidades de NAD y de sus 
derivados.

Los métodos según la invención tienen también como objetivo un aumento de las cantidades de NAD y de sus 
derivados.5

La presente descripción divulga un método en el que la introgresión de un elemento genético que codifica para 
una sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa se obtiene por fusión de protoplastos.

La presente descripción divulga un método en el que la introgresión de un elemento genético que codifica para 10
una sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa se obtiene por rescate de embrión.

La presente descripción divulga un método para la producción de planta que presenta por lo menos un carácter 
fenotípico mejorado seleccionado de entre la biomasa, la velocidad de germinación, el rendimiento, en particular 
el rendimiento en semillas, la resistencia al estrés abiótico, la resistencia al estrés biótico, la velocidad de 15
germinación, el crecimiento, comprendiendo el método la detección de la presencia de un elemento genético, en 
particular una secuencia de ácido nucleico, relacionado con la sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa en una 
planta donante y la transferencia del elemento genético, en particular una secuencia de ácido nucleico, relacionado 
con la sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa así detectada, desde la planta donante hacia una planta receptora.

20
La sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa se traduce por un aumento de las cantidades de NAD y de sus 
derivados.

En un modo de realización particular, la detección se realiza con la ayuda de por lo menos un marcador molecular.
25

En una forma alternativa, la detección se realiza mediante la medición de la actividad enzimática de la L-aspartato
oxidasa en la planta donante.

La presente descripción divulga un método para aumentar por lo menos un carácter fenotípico seleccionado de 
entre la biomasa, la velocidad de germinación, el rendimiento, en particular el rendimiento en semillas, la resistencia 30
al estrés abiótico, la resistencia al estrés biótico, la velocidad de germinación, el crecimiento, en una planta que 
comprende el suministro de una población de plantas y la selección de los individuos de la población que presentan 
una expresión de la L-aspartato oxidasa más elevada posible.

En un modo de realización, la población de plantas es una población de plantas mutantes.35

De manera particular, la población de plantas mutantes se obtiene por TILLING.

La presente descripción divulga un método que comprende la selección, en el seno de una población de plantas, 
de por lo menos una planta que presenta una sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa con respecto a la expresión 40
de la L-aspartato oxidasa de las plantas parientes.

La presente descripción divulga un método en el que la introgresión comprende:

a) proporcionar una planta que presenta un nivel de expresión dado de la L-aspartato oxidasa,45

b) proporcionar una planta que presenta un nivel de expresión incrementado de la L-aspartato oxidasa con 
respecto a la planta proporcionada en a),

c) cruzar la planta proporcionada en a) con la planta proporcionada en b),50

d) generar una progenitura procedente del cruce c),

e) seleccionar, en el seno de la progenitura, por lo menos una planta que presenta un nivel de expresión de la 
L-aspartato oxidasa superior al de la planta proporcionada en b).55

En un modo particular, el método descrito anteriormente comprende una etapa suplementaria de cruce de la planta 
seleccionada en e) con la planta proporcionada en b) seguida de una etapa suplementaria de selección en el seno 
de la progenitura obtenida de por lo menos una planta que presenta un nivel de expresión de la L-aspartato oxidasa 
superior al de la planta seleccionada en e).60

La presente descripción divulga un método de selección de planta, caracterizado por que comprende la búsqueda 
de un alelo del gen de la enzima L-aspartato oxidasa que posee una mutación que resulta en una mejora de por 
lo menos un carácter fenotípico seleccionado de entre la biomasa, el rendimiento en semillas, la resistencia al 
estrés abiótico, la resistencia al estrés biótico o la velocidad de crecimiento o la velocidad de germinación.65
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La presente descripción divulga una planta susceptible de ser obtenida mediante un método según uno de los 
modos de realización descritos en la presente memoria.

Finalmente, la presente descripción divulga la utilización de una planta tal como la obtenida mediante un método 
según uno de los modos de realización descritos en la presente memoria, o de un derivado de dicha planta, para 5
la preparación de una composición destinada a la alimentación humana, la alimentación animal o la preparación 
de biocarburantes.

La presente descripción divulga la utilización de por lo menos un ácido nucleico que codifica para la L-aspartato
oxidasa, y de la proteína codificada L-aspartato oxidasa, para la obtención de una planta que presenta por lo menos 10
un carácter fenotípico seleccionado de entre una biomasa incrementada, una velocidad de germinación 
incrementada, una velocidad de crecimiento incrementada, un rendimiento incrementado, en particular un 
rendimiento en semillas incrementado, una resistencia al estrés abiótico incrementada, una resistencia al estrés 
biótico incrementada, una velocidad de germinación incrementada, un crecimiento acelerado, a través de la 
sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa.15

La presente descripción divulga un procedimiento de obtención de por lo menos un carácter fenotípico 
seleccionado de entre una biomasa incrementada, una velocidad de germinación incrementada, un rendimiento 
incrementado, en particular un rendimiento en semillas incrementado, una resistencia al estrés abiótico 
incrementado, una resistencia al estrés biótico incrementado, una velocidad de germinación incrementado, un 20
crecimiento acelerado, en una planta, que comprende la etapa que consiste en sobreexpresar la L-aspartato
oxidasa en unas células de dicha planta.

La sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa en las células de la planta se puede obtener mediante diversos medios 
a la disposición del experto en la materia, ya sea por transgénesis o por transformación.25

La sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa se traduce por un aumento de las cantidades de NAD y de sus 
derivados.

La presente descripción divulga un procedimiento de producción de una planta o de una parte de una planta, que 30
presenta por lo menos un carácter fenotípico seleccionado de entre una biomasa incrementada, una velocidad de 
germinación incrementada, un rendimiento incrementado, en particular un rendimiento en semillas incrementado, 
una resistencia al estrés abiótico incrementada, una resistencia al estrés biótico incrementada, una velocidad de 
germinación incrementada, un crecimiento acelerado, comprendiendo dicho procedimiento la transformación de 
una célula vegetal con por lo menos un ácido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa, y generar a partir 35
de dicha célula, una planta que sobreexpresa la L-aspartato oxidasa

El método según la invención, para mejorar por lo menos un carácter fenotípico seleccionado de entre el 
rendimiento en semillas, la resistencia al estrés abiótico, la resistencia al estrés biótico, o la velocidad de 
germinación o el crecimiento en una planta, comprende la transformación de una célula vegetal con por lo menos 40
un ácido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa, y la generación a partir de dicha célula, de una planta 
que sobreexpresa la L-aspartato oxidasa.

En un modo de realización particular, el por lo menos un ácido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa 
está bajo el control de un promotor que asegura la sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa.45

La presente descripción divulga un procedimiento de producción de una célula vegetal, una planta o parte de 
planta, que presenta por lo menos un carácter fenotípico seleccionado de entre una biomasa incrementada, una 
velocidad de germinación incrementada, un rendimiento incrementado, en particular un rendimiento en semillas 
incrementado, una resistencia al estrés abiótico incrementada, una resistencia al estrés biótico incrementada, una 50
velocidad de germinación incrementada, un crecimiento acelerado, comprendiendo dicho procedimiento la etapa 
que consiste en transformar una célula vegetal con por lo menos un ácido nucleico que codifica para la L-aspartato
oxidasa, y puede comprender la etapa suplementaria de generación de una planta a partir de la que sobreexpresa 
la L-aspartato oxidasa.

55
La presente descripción divulga un procedimiento para obtener unas plantas enriquecidas en nucleótidos de 
piridina, de biomasa y rendimiento en semillas aumentados y que presentan una fuerte resistencia a unos estreses 
medioambientales. El aumento objetivo de los contenidos en NAD a través de la sobreexpresión de la L-aspartato
oxidasa en el seno de las células de la planta conduce a un aumento de los contenidos en metabolitos energéticos. 
Esta estrategia de sobreexpresión de una secuencia genética representa una nueva mejora genética que permite 60
que las plantas superen su potencial máximo de rendimiento.

El método de la presente invención procura las ventajas siguientes:

- aumentar, de manera constitutiva, la biomasa de las plantas a lo largo de su desarrollo, y por lo tanto 65
incrementar el rendimiento de los cultivos;
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- aumentar significativamente el rendimiento en semilla de las plantas;

- incrementar la precocidad de producción de biomasa, de semilla y la precocidad de germinación;
5

- permitir producir unas plantas resistentes a las condiciones de fuerte calor y luz, lo cual limita las pérdidas 
de rendimiento en estas condiciones;

- permitir que las plantas resistan mejor a diversos estreses bióticos como los ataques por devastadores tales 
como pulgones, lo cual permite considerar una reducción de los tratamientos fitosanitarios de los cultivos, 10
insecticidas en particular;

- permitir que las plantas aumenten su velocidad de germinación, por lo tanto, de instalación de un cultivo;

- permitir a las plantas una mejor retirada de latencia (particularmente verdadero en algunas especies 15
vegetales que necesitan un priming para germinar);

- permitir que las plantas mantengan una fuerte capacidad de germinación particularmente en medio pobre 
en nitrógeno, lo cual permite considerar una limitación de las aportaciones nitrogenadas sobre estos 
cultivos, por lo tanto, limitar los costes y la contaminación agrícola;20

- y permitir producir unas plantas con mejor el estatus energético, lo cual permite considerar una reducción 
de los tratamientos fitosanitarios de los cultivos.

Además, el método puesto a punto para medir la actividad de la L-aspartato oxidasa a partir de tejidos de la planta 25
se puede utilizar como un marcador bioquímico del estado de homeostasia energética para la mejora de las 
plantas, pero también como marcador de selección de plantas según la invención, que sobreexpresan la 
L-aspartato oxidasa.

Las partes de la planta pueden ser unas raíces, unas hojas, el tronco, el tallo, los frutos, los órganos de reserva, y 30
las flores, por ejemplo.

La invención propone además un método para mejorar el rendimiento en semillas, en una planta, comprendiendo 
dicho método la transformación de una célula vegetal con por lo menos un ácido nucleico que codifica para la 
L-aspartato oxidasa, generando así una planta que sobreexpresa la L-aspartato oxidasa, y el cultivo de la planta 35
hasta la madurez.

La presente descripción divulga un método para mejorar la producción de biomasa en una planta, comprendiendo 
dicho método la transformación de una célula vegetal con por lo menos un ácido nucleico que codifica para la 
L-aspartato oxidasa, generando así una planta que sobreexpresa la L-aspartato oxidasa, y el cultivo de la planta 40
hasta la madurez.

La invención propone además un método para mejorar la resistencia al estrés abiótico en una planta, 
comprendiendo dicho método la transformación de una célula vegetal con por lo menos un ácido nucleico que 
codifica para la L-aspartato oxidasa, generando así una planta que sobreexpresa la L-aspartato oxidasa, y el cultivo 45
de la planta hasta la madurez.

La invención propone además un método para mejorar la resistencia al estrés biótico en una planta, comprendiendo 
dicho método la transformación de una célula vegetal con por lo menos un ácido nucleico que codifica para la 
L-aspartato oxidasa, generando así una planta que sobreexpresa la L-aspartato oxidasa, y el cultivo de la planta 50
hasta la madurez.

En un modo de realización particular de la presente invención, la transformación de una célula vegetal comprende 
la transformación con por lo menos un ácido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa. Así, en tal caso, la 
transformación comprende la transformación con un ácido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa en 55
múltiples copias, lo cual permite una producción de la proteína en cantidad incrementada, y por lo tanto una 
sobreexpresión de esta enzima. La transformación se puede realizar con 2 copias de un ácido nucleico que codifica 
para la L-aspartato oxidasa, particularmente también con 3 copias de un ácido nucleico que codifica para la 
L-aspartato oxidasa, más particularmente también con 4 copias de un ácido nucleico que codifica para la 
L-aspartato oxidasa, más particularmente aún con 5 copias, o más, del ácido nucleico que codifica para la 60
L-aspartato oxidasa.

En un modo de realización particular de un método según la invención, el ácido nucleico que codifica para la 
L-aspartato oxidasa está bajo el control de un promotor que asegura la sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa.

65
La presente descripción divulga una célula vegetal, una planta o parte de planta, que es transgénica para por lo 
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menos un ácido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa y que la sobreexpresa. Un ácido nucleico que 
codifica para la L-aspartato oxidasa puede ser cualquier ácido nucleico que codifica la enzima funcional de tal 
manera que, cuando se introduce en una célula hospedante y bajo el control de un promotor adecuado, la cantidad 
de L-aspartato oxidasa y/o su actividad enzimática en el seno de la célula están aumentadas.

5
A título de ejemplo, un ácido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa puede ser el ácido nucleico según 
la secuencia SEC ID nº 1 que corresponde a Arabidopsis thaliana.

Esta secuencia SEC ID nº 1 corresponde a un ácido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa de 
Arabidopsis thaliana estrictamente hablando y comprende una porción que codifica para un péptido de 10
direccionamiento plastidial.

Más particularmente, el ácido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa:

i) tiene una secuencia que presenta por lo menos 55% de homología con la SEC ID nº 1 o su secuencia 15
complementaria, o

ii) tiene una secuencia que se hibrida con la SEC ID nº 1 o su secuencia complementaria, en condiciones de 
astringencia, y que codifica para la L-aspartato oxidasa.

20
En un modo de realización particular, el ácido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa tiene una secuencia 
que presenta por lo menos 60%, por lo menos 65%, por lo menos 70%, por lo menos 75%, por lo menos 80%, por 
lo menos 85%, por lo menos 90%, por lo menos 92%, por lo menos 93%, por lo menos 94%, por lo menos 95%, 
por lo menos 96%, por lo menos 96%, por lo menos 97%, por lo menos 98%, por lo menos 99%, de homología con 
la SEC ID nº 1.25

El ácido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa a transferir con el fin de sobreexpresar la L-aspartato
oxidasa puede ser asimismo un ácido nucleico homólogo de la planta hospedante seleccionado de entre los ácidos 
nucleicos de plantas, de microorganismos o de algas.

30
En el ámbito de la utilización de ácido nucleico de microorganismos que codifican para la L-aspartato oxidasa, 
convendrá realizar una construcción por ligación con una secuencia que codifica para un péptido de 
direccionamiento tal como, por ejemplo, un péptido de direccionamiento plastidial, tal como el de la pequeña sub-
unidad de la rubisco.

35
El término "homólogo" u "homología" se refiere a cualquier ácido nucleico, o proteína, que tiene una o varias 
modificaciones de secuencia con respecto a toda o parte de la secuencia SEC ID nº 1 o de la secuencia SEC ID 
nº 2, respectivamente, conservando al mismo tiempo la mayoría o la totalidad de la actividad de la L-aspartato
oxidasa.

40
En un modo de realización de la presente invención, la sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa en las plantas se 
puede obtener utilizando unos ácidos nucleicos o unas proteínas, que comprenden cualquiera de las secuencias 
de nucleótidos o de aminoácidos siguientes: SEC ID nº 1, SEC ID nº 2, SEC ID nº 3, SEC ID nº 4, SEC ID nº 5, 
SEC ID nº 6, SEC ID nº 7, SEC ID nº 8, SEC ID nº 9, SEC ID nº 10, SEC ID nº 11, SEC ID nº 12, SEC ID nº 13, 
SEC ID nº 14, SEC ID nº 15, SEC ID nº 16.45

En un modo de realización particular de la presente invención, el ácido nucleico que codifica para la L-aspartato
oxidasa comprende un ácido nucleico seleccionado de entre el grupo constituido por SEC ID nº 1, SEC ID nº 3, 
SEC ID nº 4, SEC ID nº 5, SEC ID nº 6, SEC ID nº 7, SEC ID nº 8, SEC ID nº 9, SEC ID nº 10, SEC ID nº 11, SEC 
ID nº 12, SEC ID nº 13, SEC ID nº 14, SEC ID nº 15, SEC ID nº 16.50

En un modo de realización particular, el ácido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa tiene una secuencia 
que presenta por lo menos 60%, por lo menos 65%, por lo menos 70%, por lo menos 75%, por lo menos 80%, por
lo menos 85%, por lo menos 90%, por lo menos 92%, por lo menos 93%, por lo menos 94%, por lo menos 95%, 
por lo menos 96%, por lo menos 96%, por lo menos 97%, por lo menos 98%, por lo menos 99% de homología con 55
la secuencia de un ácido nucleico seleccionado de entre el grupo constituido por SEC ID nº 1, SEC ID nº 3, SEC 
ID nº 4, SEC ID nº 5, SEC ID nº 6, SEC ID nº 7, SEC ID nº 8, SEC ID nº 9, SEC ID nº 10, SEC ID nº 11, SEC ID nº 
12, SEC ID nº 13, SEC ID nº 14, SEC ID nº 15, SEC ID nº 16.

La presente descripción divulga un casete de expresión que comprende un promotor que se puede expresar en 60
una planta funcionalmente unida a una región codificante que contiene por lo menos un ácido nucleico que codifica 
para una L-aspartato oxidasa, en el que dicho promotor no es un promotor de L-aspartato oxidasa. Dicho promotor 
puede ser un promotor 35S, un promotor de ubiquitina o un promotor de actina, por ejemplo.

El término "transgénico" significa que la célula vegetal o de la planta comprende en su genoma por lo menos un 65
ácido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa que es ajeno a esta planta o célula de planta, o que 
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comprende, en su genoma, por lo menos una secuencia codificante endógena de la L-aspartato oxidasa 
funcionalmente unida a por lo menos una región de regulación, por ejemplo, un promotor, que no está presente en 
el gen endógeno de esta planta o célula vegetal. En general, el ácido nucleico ajeno está integrado de manera 
estable en el genoma de tal manera que el polinucleótido es transmitido a las generaciones sucesivas. El término 
transgénico incluye también el caso en el que la célula vegetal o la planta comprende, en su genoma, dos o más 5
de dos ácidos nucleicos endógenos o exógenos de la especie de la célula o de la planta que codifican para la 
L-aspartato oxidasa, permitiendo así una sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa. El término "sobreexpresión" 
está destinado en la presente memoria a significar al mismo tiempo un aumento de la cantidad de la L-aspartato
oxidasa con respecto a la cantidad expresada en una planta control, y una expresión ectópica de esta enzima, en 
un tejido o en un compartimento y/o a una fase de desarrollo en la que normalmente no se expresa. Abarca la 10
situación en la que la L-aspartato oxidasa es endógena o heteróloga, es decir cuando se trata de un organismo, 
tal como una planta, diferente de la célula hospedante, o en la que por lo menos una región de regulación de 
transcripción de la L-aspartato oxidasa no está presente en el gen endógeno. La cantidad y/o la actividad de la 
proteína L-aspartato oxidasa expresada en una célula vegetal se puede determinar en nmoles de iminoaspartato 
producidos/min/mg de proteína o en nmoles de iminoaspartato producidos/min/mg de clorofila, por medición del 15
NH4

+ liberado por la descomposición casi instantánea del iminoaspartato en las condiciones de medición de 
ensayo.

El término "sobreexpresión" significa también que la actividad enzimática de la L-aspartato oxidasa producida en 
el seno de la célula hospedante después de la introducción de la secuencia que codifica para la L-aspartato20
oxidasa, a igualdad de cantidad de enzima producida, es superior a la actividad enzimática de la L-aspartato
oxidasa de la célula hospedante antes de la introducción de dicha secuencia. Dicha sobreactividad específica se 
puede deber a una diferencia de estructura primaria, secundaria o terciaria de la proteína que se debe a una 
diferencia en la secuencia nucleica que la codifica.

25
La sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa se traduce por un aumento de las cantidades de NAD y de sus 
derivados.

Las plantas descritas en la presente memoria presentan así un aumento de las cantidades de NAD y de sus 
derivados.30

El método permite también un aumento de las cantidades de NAD y de sus derivados.

El NAD (nicotinamida adenina dinucleótido) es una coenzima de oxidorreducción presente en todas las células 
vivas. El compuesto es un dinucleótido, ya que está compuesto por dos nucleótidos unidos por sus grupos fosfato. 35
Uno de los nucleótidos contiene una adenina mientras que el otro contiene una nicotinamida. En el metabolismo, 
el NAD+ está implicado en las reacciones redox transportando unos electrones. Esta coenzima está presente en 
dos formas en la célula. NAD+ es un agente de oxidación y NADH es un agente de reducción.

La expresión NAD y sus derivados se entiende del NAD, del NAD+, del NADP, NADP+ y NADPH.40

La nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADP) es una coenzima de oxidorreducción. Es muy parecida a la 
nicotinamida adenina dinucleótido (NAD), la cual difiere por la presencia de un grupo fosfato sobre el segundo 
carbono de la β-D-ribofuranosa del resto adenosina. Su forma reducida está designada por NADPH o NADPH2 o 
también NADPH+H+.45

Un "aumento" de por lo menos un carácter fenotípico seleccionado de entre el crecimiento, el tamaño y/o el peso, 
el rendimiento, en particular el rendimiento en semillas, la velocidad de crecimiento, el crecimiento, la velocidad de 
germinación, la biomasa, la resistencia al estrés abiótico, la resistencia al estrés biótico, observado en las plantas 
según la invención que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa indica que este por lo menos un carácter es 50
cuantitativamente significativamente superior al de las plantas control de la misma especie que no han sufrido 
ninguna transformación con un ácido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa, o que no han sufrido 
ninguna introgresión de un elemento genético que codifica para dicha L-aspartato oxidasa, cuando se cultivan en 
las mismas condiciones de crecimiento.

55
Mediante la expresión "planta control", en el marco de la invención, se entiende una planta que tiene la misma 
base genética que una planta según la presente invención en la que la planta control no dispone del ácido nucleico 
o del elemento genético que permite una sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa según la presente invención; 
sobreexpresión relacionada con un aumento de un carácter fenotípico seleccionado de entre una biomasa 
incrementada, una velocidad de germinación incrementada, un rendimiento incrementado, en particular un 60
rendimiento en semillas incrementado, una resistencia al estrés abiótico incrementada, una resistencia al estrés 
biótico incrementada, una velocidad de germinación incrementada, un crecimiento acelerado. Una planta control 
se cultiva para la misma duración de tiempo y en las mismas condiciones que una planta según la presente 
invención.

65
La expresión "variedad", "cultivar" u "obtención vegetal" se entiende en la presente memoria según la definición de 
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la UPOV. Así, una planta control puede ser una variedad, línea pura o un híbrido, con la condición de tener la 
misma base genética que la planta según la presente invención, con la excepción del ácido nucleico, o del elemento 
genético, que permiten la mejora de por lo menos un carácter fenotípico seleccionado de entre la biomasa, la 
velocidad de germinación, el rendimiento, en particular el rendimiento en semillas, la resistencia al estrés abiótico, 
la resistencia al estrés biótico, la velocidad de germinación, el crecimiento, según la presente invención y unida a 5
la sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa.

En los métodos descritos en la presente memoria, el ácido nucleico o el elemento genético que codifica para la 
L-aspartato oxidasa puede ser heterólogo con respecto a la planta en la que se introduce o puede pertenecer a la 
misma especie y ello en la medida en la que se puede expresar en las plantas en cantidades superiores a la 10
cantidad producida clásicamente por una planta no transformada o una planta que no contiene la secuencia o el 
elemento introducido o introgresado. Así, cualquier secuencia nucleotídica que codifica para la L-aspartato oxidasa 
puede ser utilizada, por ejemplo, una secuencia de tipo salvaje para el gen de la L-aspartato oxidasa, una 
secuencia mutada a nivel de la porción codificante de la enzima que conlleva una actividad específica más elevada 
o una secuencia mutada a nivel de la región promotora que conlleva una producción más fuerte de la proteína y 15
por lo tanto una sobreexpresión de la enzima, incluso una combinación de los dos casos.

Ventajosamente, un ácido nucleico que codifica para L-aspartato oxidasa utilizado para transformar las células o 
las plantas según la invención comprende un ácido nucleico que codifica para la proteína de la SEC ID nº 2, por 
ejemplo la secuencia codificante del ADNc de Arabidopsis thaliana de la SEC ID nº 1.20

En un modo de realización preferido del método según la invención, la planta se selecciona de entre el grupo 
constituido por trigo, cebada, arroz, maíz, sorgo, girasol, colza, soja, algodón, guisante, alubia, yuca, mango, 
banana, patata, tomate, pimiento, melón, calabacín, sandía, lechuga, col, berenjena, álamo.

25
En un modo de realización preferido del método según la invención, la planta se selecciona de entre el grupo que 
comprende trigo, cebada, arroz, maíz.

En un modo aún más preferido de realización del método según la invención, la planta es el arroz asiático (Oryza 
sativa) o el arroz africano (Oryza glaberrima) o el arroz híbrido de estas dos especies.30

La presente descripción divulga la sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa en una monocotiledónea, en particular 
el arroz (Oryza sativa), sobreexpresando la L-aspartato oxidasa codificada por un ácido nucleico seleccionado de 
entre el grupo constituido por SEC ID nº1, SEC ID nº3, SEC ID nº4, SEC ID nº5, SEC ID nº6, SEC ID nº7, SEC ID 
nº8, SEC ID nº9, SEC ID nº10, SEC ID nº11, SEC ID nº12, SEC ID nº13, SEC ID nº14, SEC ID nº15, SEC ID nº16 35
en células de plantas de arroz.

La presente descripción divulga la sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa en una monocotiledónea, en particular 
el arroz (Oryza sativa), sobreexpresando la aspartato oxidasa codificada por un ácido nucleico seleccionado de 
entre el grupo constituido por SEC ID nº 1, SEC ID nº 3, SEC ID nº 4, SEC ID nº 5, SEC ID nº 6, SEC ID nº 7, SEC 40
ID nº 8, SEC ID nº 9, SEC ID nº 10, SEC ID nº 11, SEC ID nº 12, SEC ID nº 13, SEC ID nº 14, SEC ID nº 15, SEC 
ID nº 16 en células de plantas de arroz.

La presente descripción divulga la sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa en una monocotiledónea, en particular 
el arroz (Oryza glaberrima), sobreexpresando la aspartato oxidasa codificada por un ácido nucleico seleccionado 45
de entre el grupo constituido por SEC ID nº 1, SEC ID nº 3, SEC ID nº 4, SEC ID nº 5, SEC ID nº 6, SEC ID nº 7, 
SEC ID nº 8, SEC ID nº 9, SEC ID nº 10, SEC ID nº 11, SEC ID nº 12, SEC ID nº 13, SEC ID nº 14, SEC ID nº 15, 
SEC ID nº 16 en células de plantas de arroz.

La presente descripción divulga la sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa en una monocotiledónea, en particular 50
el trigo (Triticum), sobreexpresando la aspartato oxidasa codificada por un ácido nucleico seleccionado de entre el 
grupo constituido por SEC ID nº 1, SEC ID nº 3, SEC ID nº 4, SEC ID nº 5, SEC ID nº 6, SEC ID nº 7, SEC ID nº 
8, SEC ID nº 9, SEC ID nº 10, SEC ID nº 11, SEC ID nº 12, SEC ID nº 13, SEC ID nº 14, SEC ID nº 15, SEC ID nº 
16 en células de plantas de trigo.

55
La presente descripción divulga la sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa en una monocotiledónea, en particular 
la cebada (Hordeum vulgare), sobreexpresando la aspartato oxidasa codificada por un ácido nucleico seleccionado 
de entre el grupo constituido por SEC ID nº 1, SEC ID nº 3, SEC ID nº 4, SEC ID nº 5, SEC ID nº 6, SEC ID nº 7, 
SEC ID nº 8, SEC ID nº 9, SEC ID nº 10, SEC ID nº 11, SEC ID nº 12, SEC ID nº 13, SEC ID nº 14, SEC ID nº 15, 
SEC ID nº 16 en células de plantas de cebada.60

La presente descripción divulga la sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa en una monocotiledónea, en particular 
el maíz (Zea mays), sobreexpresando la aspartato oxidasa codificada por un ácido nucleico seleccionado de entre 
el grupo constituido por SEC ID nº 1, SEC ID nº 3, SEC ID nº 4, SEC ID nº 5, SEC ID nº 6, SEC ID nº 7, SEC ID nº 
8, SEC ID nº 9, SEC ID nº 10, SEC ID nº 11, SEC ID nº 12, SEC ID nº 13, SEC ID nº 14, SEC ID nº 15, SEC ID nº 65
16 en células de plantas de maíz.
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La presente descripción divulga la sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa en una monocotiledónea, en particular 
el sorgo (Sorghum bicolor), sobreexpresando la aspartato oxidasa codificada por un ácido nucleico seleccionado 
de entre el grupo constituido por SEC ID nº 1, SEC ID nº 3, SEC ID nº 4, SEC ID nº 5, SEC ID nº 6, SEC ID nº 7, 
SEC ID nº 8, SEC ID nº 9, SEC ID nº 10, SEC ID nº 11, SEC ID nº 12, SEC ID nº 13, SEC ID nº 14, SEC ID nº 15, 5
SEC ID nº 16 en células de plantas de sorgo.

La presente descripción divulga la sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa en una dicotiledónea, en particular el 
algodón (Gossypium hirsutum) sobreexpresando la aspartato oxidasa codificada por un ácido nucleico 
seleccionado de entre el grupo constituido por SEC ID nº 1, SEC ID nº 3, SEC ID nº 4, SEC ID nº 5, SEC ID nº 6, 10
SEC ID nº 7, SEC ID nº 8, SEC ID nº 9, SEC ID nº 10, SEC ID nº 11, SEC ID nº 12, SEC ID nº 13, SEC ID nº 14, 
SEC ID nº 15, SEC ID nº 16 en células de plantas de algodón.

La presente descripción divulga la sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa en una dicotiledónea, en particular el 
tomate (Solanum lycopersicum), sobreexpresando la aspartato oxidasa codificada por un ácido nucleico 15
seleccionado de entre el grupo constituido por SEC ID nº 1, SEC ID nº 3, SEC ID nº 4, SEC ID nº 5, SEC ID nº 6, 
SEC ID nº 7, SEC ID nº 8, SEC ID nº 9, SEC ID nº 10, SEC ID nº 11, SEC ID nº 12, SEC ID nº 13, SEC ID nº 14, 
SEC ID nº 15, SEC ID nº 16 en células de plantas de tomate.

La presente descripción divulga la sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa en una dicotiledónea, en particular la 20
colza (Brassica napus), sobreexpresando la aspartato oxidasa codificada por un ácido nucleico seleccionado de 
entre el grupo constituido por SEC ID nº 1, SEC ID nº 3, SEC ID nº 4, SEC ID nº 5, SEC ID nº 6, SEC ID nº 7, SEC 
ID nº 8, SEC ID nº 9, SEC ID nº 10, SEC ID nº 11, SEC ID nº 12, SEC ID nº 13, SEC ID nº 14, SEC ID nº 15, SEC 
ID nº 16 en células de plantas de colza.

25
La presente descripción divulga la sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa en una dicotiledónea, en particular la 
soja (Glycine max), sobreexpresando la aspartato oxidasa codificada por un ácido nucleico seleccionado de entre 
el grupo constituido por SEC ID nº 1, SEC ID nº 3, SEC ID nº 4, SEC ID nº 5, SEC ID nº 6, SEC ID nº 7, SEC ID nº 
8, SEC ID nº 9, SEC ID nº 10, SEC ID nº 11, SEC ID nº 12, SEC ID nº 13, SEC ID nº 14, SEC ID nº 15, SEC ID nº 
16 en células de plantas de soja.30

La presente descripción divulga la sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa en una dicotiledónea, en particular el 
girasol (Helianthus annuus), sobreexpresando la aspartato oxidasa codificada por un ácido nucleico seleccionado 
de entre el grupo constituido por SEC ID nº 1, SEC ID nº 3, SEC ID nº 4, SEC ID nº 5, SEC ID nº 6, SEC ID nº 7, 
SEC ID nº 8, SEC ID nº 9, SEC ID nº 10, SEC ID nº 11, SEC ID nº 12, SEC ID nº 13, SEC ID nº 14, SEC ID nº 15, 35
SEC ID nº 16 en células de plantas de girasol.

La presente descripción divulga la sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa en una dicotiledónea, en particular la 
alubia (Phaseolus vulgaris), sobreexpresando la aspartato oxidasa codificada por un ácido nucleico seleccionado 
de entre el grupo constituido por SEC ID nº 1, SEC ID nº 3, SEC ID nº 4, SEC ID nº 5, SEC ID nº 6, SEC ID nº 7, 40
SEC ID nº 8, SEC ID nº 9, SEC ID nº 10, SEC ID nº 11, SEC ID nº 12, SEC ID nº 13, SEC ID nº 14, SEC ID nº 15, 
SEC ID nº 16 en células de plantas de alubia.

La presente descripción divulga la sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa en una dicotiledónea, en particular el 
álamo (Populus trichocarpa), sobreexpresando la aspartato oxidasa codificada por un ácido nucleico seleccionado 45
de entre el grupo constituido por SEC ID nº 1, SEC ID nº 3, SEC ID nº 4, SEC ID nº 5, SEC ID nº 6, SEC ID nº 7, 
SEC ID nº 8, SEC ID nº 9, SEC ID nº 10, SEC ID nº 11, SEC ID nº 12, SEC ID nº 13, SEC ID nº 14, SEC ID nº 15, 
SEC ID nº 16 en células de plantas de álamo.

El experto en la materia sabrá cómo identificar unas secuencias de ácido nucleico que codifica para la L-aspartato50
oxidasa en el seno de diferentes especies, por comparación de SEC ID nº 1 con las secuencias de otras especies, 
con un programa informático tal como BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov) y DB rápido con los parámetros por defecto. 
El experto en la materia podrá utilizar también una de las secuencias de ácido nucleico seleccionada de entre el 
grupo constituido por SEC ID nº 3, SEC ID nº 4, SEC ID nº 5, SEC ID nº 6, SEC ID nº 7, SEC ID nº 8, SEC ID nº 
9, SEC ID nº 10, SEC ID nº 11, SEC ID nº 12, SEC ID nº 13, SEC ID nº 14, SEC ID nº 15, SEC ID nº 16 con el fin 55
de realizar unas comparaciones de secuencias con el fin de identificar y encontrar unas secuencias que codifican 
para la L-aspartato oxidasa convenientes.

Estos algoritmos se describen en “Les méthodes actuelles de séquençage et synthèse méthodes et applications”, 
páginas 127-149, 1988, en Alabama R. Liss, Inc.60

Las secuencias homólogas se definen preferentemente de la siguiente manera:

i) secuencias de ADN que muestran una similitud o identidad de por lo menos 55%, preferentemente por lo 
menos 70%, preferentemente por lo menos 80%, aún más preferentemente por lo menos 90%, todavía más 65
preferentemente por lo menos 95% con la secuencia SEC ID nº 1; o con una secuencia seleccionada de 
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entre el grupo constituido por SEC ID nº 3, SEC ID nº 4, SEC ID nº 5, SEC ID nº 6, SEC ID nº 7, SEC ID nº 
8, SEC ID nº 9, SEC ID nº 10, SEC ID nº 11, SEC ID nº 12, SEC ID nº 13, SEC ID nº 14, SEC ID nº 15, SEC
ID nº 16

ii) secuencias que se hibridan con la secuencia de SEC ID nº 1, o con una secuencia seleccionada de entre 5
el grupo constituido por SEC ID nº 3, SEC ID nº 4, SEC ID nº 5, SEC ID nº 6, SEC ID nº 7, SEC ID nº 8, 
SEC ID nº 9, SEC ID nº 10, SEC ID nº 11, SEC ID nº 12, SEC ID nº 13, SEC ID nº 14, SEC ID nº 15, SEC 
ID nº 16 o con su secuencia complementaria, en condiciones de hibridación de astringencia, por ejemplo 
de astringencia baja, o

10
iii) secuencias que codifican una enzima L-aspartato oxidasa que comprende la secuencia de aminoácidos de 

la SEC ID nº 2, o una secuencia de aminoácidos similar, por ejemplo, cualquier secuencia de aminoácidos 
con una actividad enzimática L-aspartato oxidasa y que tiene por lo menos 60%, preferentemente por lo 
menos 70%, preferentemente por lo menos 80%, aún más preferentemente por lo menos 90%, más 
preferentemente aún por lo menos 95% de identidad de secuencia con la secuencia de la SEC ID nº 2.15

De manera preferida, dicha secuencia nucleotídica homóloga se hibrida específicamente a unas secuencias 
complementarias de la secuencia SEC ID nº 1 o de una secuencia seleccionada de entre el grupo constituido por 
SEC ID nº 3, SEC ID nº 4, SEC ID nº 5, SEC ID nº 6, SEC ID nº 7, SEC ID nº 8, SEC ID nº 9, SEC ID nº 10, SEC 
ID nº 11, SEC ID nº 12, SEC ID nº 13, SEC ID nº 14, SEC ID nº 15, SEC ID nº 16, en condiciones rigurosas. Los 20
parámetros que definen las condiciones de astringencia dependen de la temperatura (Tm) a la cual el 50% de las 
hebras emparejadas se separan. Unas condiciones de baja astringencia son aquellas en las que la hibridación se 
observa utilizando una temperatura de hibridación de 5 a 10ºC por debajo de Tm, y los tampones de hibridación 
son unas soluciones de fuerza iónica elevada, por ejemplo, una solución 6 x SSC.

25
Las expresiones "similitud de secuencia" o "identidad de secuencia" o también "homología de secuencia" se utilizan 
en la presente memoria de manera intercambiable y significan en el contexto dos o más secuencias de ácidos 
nucleicos o proteicos que son los mismos o tienen un porcentaje específico de restos de aminoácidos o de 
nucleótidos que son los mismos, cuando se comparan y alinean para una correspondencia máxima, tal como se 
mide utilizando uno de los algoritmos de comparación de secuencias siguientes o por inspección visual, si dos 30
secuencias que deben ser comparadas entre sí tienen unas longitudes diferentes, una identidad de secuencia se 
refiere preferentemente al porcentaje de restos de nucleótidos de la secuencia más corta, que son idénticos a los 
restos nucleotídicos de la secuencia más larga. La identidad de secuencia se puede determinar de manera clásica 
con la utilización de programas informáticos como el programa Bestfit (Wisconsin Sequence Analysis Package, 
Version 8 pour Unix, Genetics Computer Group, University Research Park, 575 Sciences Drive Madison, WI 53711). 35
Bestfit utiliza el algoritmo de homología local de Smith y Waterman (1981), con el fin de encontrar el segmento que 
tiene la identidad de secuencia más elevada entre las dos secuencias. Cuando se utiliza Bestfit o cualquier otro 
programa de alineación de secuencia para determinar si una secuencia particular presenta, por ejemplo, 95% de 
identidad con una secuencia de la presente invención, de referencia, preferentemente los parámetros están 
adaptados de tal manera que el porcentaje de identidad se calcula sobre la longitud entera de la secuencia de 40
referencia y que están permitidas las diferencias de homología que van hasta 5% del número total de los 
nucleótidos en la secuencia de referencia.

Un ácido nucleico es homólogo a una secuencia, tal como la secuencia (secuencia codificante, CDS), representada 
en la SEC ID nº 1 por ejemplo, tal como se utiliza en la presente memoria, cuando comprende una secuencia 45
nucleotídica que difiere de esta secuencia, por ejemplo la SEC ID nº 1, por una mutación, inserción, deleción o 
sustitución de una o varias bases, o por la degenerescencia del código genético, que codifica por lo tanto un 
polipéptido que tiene la actividad de la enzima L-aspartato oxidasa. Una proteína es homóloga a la L-aspartato
oxidasa representada en la SEC ID nº 2, cuando comprende una secuencia de aminoácidos que difiere de la 
secuencia SEC ID nº 2 por mutación, inserción, deleción o sustitución de uno o varios de los aminoácidos, mientras 50
que es un polipéptido que tiene la actividad de la enzima L-aspartato oxidasa.

La L-aspartato oxidasa (EC 1.4.3.16) es una enzima que cataliza la reacción química:

L-aspartato + H2O + O2 → iminoaspartato + H2O255

Los tres sustratos de esta enzima son L-aspartato, H2O y O2, mientras que sus dos productos son iminoaspartato 
y H2O2. En solución a pH 8, el iminoaspartato producido durante la reacción enzimática, también denominado 
iminosuccinato, es inestable, y produce NH4

+ (semi-vida: 2,5 min).
60

La L-aspartato oxidasa es una enzima que cataliza la primera etapa de la biosíntesis de novo de NAD+. El oxígeno 
puede estar sustituido por el fumarato como receptor de electrones, para dar el succinato. La capacidad de la 
enzima para utilizar al mismo tiempo el oxígeno y el fumarato como cofactor de re-oxidación le permite funcionar 
en unas condiciones aeróbicas y anaeróbicas. La enzima es un miembro de la familia de las enzimas succinato 
deshidrogenasa/fumarato-reductasa.65
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La expresión "actividad de enzima L-aspartato oxidasa" o "actividad enzimática L-aspartato oxidasa", tal como se 
utiliza en la presente memoria, se refiere en particular a su actividad oxidorreductasa en las plantas, que puede 
ser determinada por incubación de la proteína con L-aspartato, fumarato y FAD durante 30 minutos, seguida de la 
medición espectrofotométrica a DO 635 nm del NH4

+ liberado por descomposición del iminoaspartato producido 
durante la reacción. Un protocolo detallado de medición se describe en la sección experimental más adelante.5

El ácido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa está generalmente insertado, en simple o múltiples 
ejemplares, en una construcción nucleotídica, denominada casete de expresión, en el que está unido de manera 
funcional a unos elementos que permiten su expresión, más particularmente su sobreexpresión y eventualmente 
su regulación.10

Entre estos elementos, se pueden citar en particular los promotores de transcripción, unos activadores y/o 
terminadores.

En un modo de realización particular, la célula vegetal está transformada con un casete de expresión que 15
comprende por lo menos una secuencia nucleotídica que codifica la L-aspartato oxidasa y un promotor específico 
de un tejido. La expresión en los tejidos que contienen lignina o inflorescencias puede ser de un interés particular, 
así como la expresión selectiva o preferencial en las flores o las semillas. Un promotor específico de la raíz puede 
ser asimismo útil. La expresión en los tejidos de las raíces puede ser llevada a cabo utilizando el gen de quitinasa 
ácida (Samac et al., 1990), o los sub-dominios específicos profundos del promotor CaMV35S que se han 20
identificado (Benfield et al., 1989).

Entre los promotores de transcripción que pueden ser empleados, se pueden citar: un promotor 35S, o el promotor 
35S de doble constitutiva (pd35S) del virus del mosaico de la coliflor (CaMV), como se describe en Kay et al., 1987; 
un promotor PCRU de la cruciferina de rábano que dirige la expresión de las secuencias asociadas únicamente en 25
las semillas de la planta transgénica; los PGEA1 y PGEA6 promotores que corresponden a la región 5’ no 
codificante de los genes de la proteína de almacenamiento de semillas (GEA1 y GEA6, respectivamente) de 
Arabidopsis thaliana que dirigen una expresión específica en las semillas; el promotor quimérico PSP (Ni et al., 
1995) que es una fusión de una triple repetición de un elemento activador de la transcripción del promotor del gen 
de la octopina sintasa en Agrobacterium tumefaciens; un promotor de actina de arroz, seguido eventualmente por 30
el intrón actina de arroz (PAR- IAR), por ejemplo; el promotor contenido en el plásmido pAct1-F4 (Mc Elroy et al., 
1991) la HMGW promotor de trigo (de alto peso molecular glutenina); el promotor del gen de la zeína del maíz 
(P-ceína) contenido en el plásmido p63, que dirige la expresión en el albumen de las semillas.

Otros promotores que se pueden expresar en una planta convenientes de acuerdo con la presente invención 35
comprenden, pero no se limitan a: unos promotores que provienen de la familia de la ubiquitina (por ejemplo, el 
promotor de la ubiquitina del maíz del documento EP 0 342 926), un promotor actina del arroz tal como el promotor 
descrito por Mc Elroy et al., (ya mencionado anteriormente) o el promotor descrito en el documento US 5,641,876; 
cualquiera de los promotores de la vena virus del mosaico de la yuca (WO 97/48819), cualquiera de la serie de 
promotores pLEX de trébol subterráneo Stunt virus (WO 96/06932), o un promotor de la alcohol deshidrogenasa, 40
por ejemplo, pADH 1S (números de acceso GenBank X04049, X00581).

Entre los terminadores que se pueden utilizar en las construcciones de la invención, se puede citar en particular el 
extremo 3’ del gen de la nopalina sintasa de Agrobacterium tumefaciens.

45
El casete de expresión se puede insertar en un vector nucleotídico, tal como un plásmido, que puede comprender 
además un gen marcador, por ejemplo un gen que permite seleccionar una planta transformada de una planta que
no contiene ADN ajeno transfectado. Como gen marcador, éste puede estar en particular constituido por un gen 
que confiere una resistencia a un antibiótico o una resistencia a un herbicida, o una resistencia a un aminoácido,
por ejemplo.50

El vector así construido se puede utilizar para trasformar unas células hospedantes, según unas técnicas conocidas 
por el experto en la materia.

Se pueden citar en particular unos métodos de transferencia directa de genes en unas células vegetales, tales 55
como la transformación por Agrobacterium tumefaciens, la microinyección directa en embrioides de planta 
(Neuhaus et al., 1987), la infiltración al vacío (Bechtold et al.,1993) o la electroporación (Chupeau et al., 1989), o 
como variante, la precipitación directa con la ayuda de PEG (Schocher et al., 1986) o el bombardeo de partículas 
recubiertas del ADN plasmídico de interés, utilizando una pistola (Fromm M. et al., 1990), por ejemplo.

60
En un modo de realización descrito en la presente memoria, las células vegetales son transformadas con un vector 
tal como se ha definido anteriormente, transferido en un hospedante celular susceptible de infectar dichas células 
vegetales permitiendo la integración, en el genoma de estas últimas, de secuencias nucleotídicas de interés 
contenidas inicialmente en el genoma del vector antes mencionado. Ventajosamente, el hospedante celular 
utilizado es una cepa bacteriana, tal como Agrobacterium tumefaciens, o Agrobacterium rhizogenes por ejemplo.65
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Para transformar las monocotiledóneas tales como el arroz (Oryza sativa), se puede utilizar el procedimiento 
descrito por Ishida et al., (1996), o cualquiera de los métodos descritos en Hiei et al., (1994), Hiei et al. (1997), en 
la patente US 5.641.664 o 5.679.558, o en Christou et al., (1991). Según otro protocolo, la transformación se puede 
realizar según el método descrito por Finer et al., (1992) utilizando un cañón de partículas con unas partículas de 
tungsteno o de oro, por ejemplo.5

Las plantas así obtenidas sobreexpresan la L-aspartato oxidasa.

Dichas plantas o partes de una planta se obtienen ventajosamente mediante el procedimiento descrito 
anteriormente, en el que una célula vegetal es transformada con por lo menos un ácido nucleico que codifica para 10
la enzima L-aspartato oxidasa, y puestas en cultivo, gracias a lo cual se obtiene una planta que sobreexpresa la 
L-aspartato oxidasa.

Como ejemplos de plantas transgénicas, se pueden citar trigo, cebada, arroz, maíz, sorgo, girasol, colza, soja, 
algodón, guisante, alubia, yuca, mango, banana, patata, tomate, pimiento, melón, calabaza, sandía, lechuga, col, 15
berenjena, álamo.

El aumento del crecimiento de las plantas, en particular de las raíces, favorece el vigor de las plantas y su 
capacidad para recuperar los sustratos nutritivos y el agua en el suelo o el medio de cultivo.

20
La velocidad de crecimiento y el aumento de la velocidad de crecimiento de las plantas, en particular de las 
inflorescencias y de los frutos son ventajosos para la producción de semillas, de forraje, de flores o de frutos, en 
particular de hortalizas-frutos para los cultivos hortícolas.

Las plantas transgénicas según la invención abarcan al mismo tiempo las plantas de la primera generación, así 25
como sus descendientes que contienen el casete de expresión que permite la sobreexpresión de la L-aspartato
oxidasa según la invención (variedades descendientes o variedades híbridas, en particular).

Las partes de la planta comprenden cualquier tejido u órgano, tales como raíces, flores, tallos, troncos, hojas, 
frutos, órganos de reserva o semillas.30

La presente descripción divulga las semillas que presentan una expresión incrementada de L-aspartato oxidasa, 
obtenida por una sobreexpresión específica de una secuencia de codificación de L-aspartato oxidasa en la semilla.

En un modo de realización descrito en la presente memoria, el casete de expresión de la invención se utiliza para 35
sobreexpresar la L-aspartato oxidasa en una planta o una célula vegetal. Esta utilización conduce a un aumento 
de la biomasa, el crecimiento de la planta, el tamaño, el peso, el rendimiento y/o la velocidad de crecimiento.

En otro modo de realización descrito en la presente memoria, el casete de expresión según la invención se utiliza 
para aumentar por lo menos un carácter fenotípico seleccionado de entre la biomasa, la velocidad de germinación, 40
el rendimiento, en particular el rendimiento en semillas, la resistencia al estrés abiótico, la resistencia al estrés 
biótico, la velocidad de germinación, el crecimiento, en una célula vegetal, una planta o una parte de planta.

Como se ha evocado anteriormente, el ácido nucleico que codifica para una sobreexpresión de L-aspartato oxidasa 
en el seno de las plantas según la invención puede pertenecer a la misma especie y ello en la medida en la que 45
puede ser expresado en las plantas en cantidades superiores a la cantidad producida clásicamente por una planta 
que no contiene la secuencia nucleotídica o el elemento genético introducido. Así, cualquier secuencia nucleotídica 
que codifica para la L-aspartato oxidasa puede ser utilizada, por ejemplo, una secuencia de tipo salvaje para el 
gen de la L-aspartato oxidasa, una secuencia mutada de una secuencia salvaje que codifica para la L-aspartato
oxidasa, o también una secuencia mutada del promotor del gen de una L-aspartato oxidasa salvaje o mutada que 50
induce un aumento de la cantidad de L-aspartato oxidasa, o de la estabilidad del ARN mensajero de L-aspartato
oxidasa, o una expresión de una L-aspartato oxidasa que tiene una actividad enzimática superior, con respecto a 
la cantidad y/o a la actividad de L-aspartato oxidasa que se producían o expresaban en el seno de la planta 
hospedante antes de recibir la secuencia introducida.

55
Tal como se ha indicado anteriormente, la sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa en las células de la planta se 
puede obtener mediante diversos medios a disposición del experto en la materia, ya sea por transgénesis, por 
transformación, por introgresión, por selección, por selección asistida por marcadores, por mutagénesis aleatoria 
o dirigida seguida o no de selección, por ejemplo.

60
La presente descripción divulga una sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa realizada por introgresión de un 
elemento genético que codifica para una sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa.

La expresión "elemento genético" o "material genético" utilizada en la presente memoria se refiere a cualquier gen, 
grupo de genes, QTL, locus, alelo, fragmento cromosómico, secuencia nucleotídica, secuencia nucleica que es 65
capaz de contribuir al aumento de por lo menos un carácter fenotípico de la planta, seleccionado de entre una 
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biomasa incrementada, una velocidad de germinación incrementada, un rendimiento incrementado, en particular 
un rendimiento en semillas incrementado, una resistencia al estrés abiótico incrementada, una resistencia al estrés 
biótico incrementada, una velocidad de germinación incrementada, un crecimiento acelerado, influyendo sobre la 
expresión de la L-aspartato oxidasa a nivel del propio ADN, tanto a nivel de la traducción, de la transcripción y/o 
como de la activación de un producto de polipéptido final, es decir, para regular el metabolismo de la planta que 5
conduce a la expresión fenotípica del genotipo.

En el contexto de la presente descripción, los términos "introgresión", "introgresado" e "introgresar" designan el 
proceso mediante el cual uno o unos elementos genéticos tales como un gen o unos genes, uno o unos QTL, uno 
o unos alelos, uno o unos fragmentos cromosómicos, o una o más secuencias nucleicas presentes en el genoma 10
de una especie, variedad o cultivar son desplazados y transferidos de manera estable en el genoma de otra 
especie, variedad o cultivar, por cruzamiento sexual. La transferencia puede ser natural o artificial. El proceso 
puede ser complementado eventualmente por retrocruzamiento con un pariente recurrente, en este caso, la 
introgresión se refiere a la introducción de uno o varios elementos genéticos, tales como uno o varios genes, uno 
o varios alelos, uno o varios QTL, uno o varios fragmentos cromosómicos o una o varias secuencias nucleicas de 15
una especie en el pool genético de la otra por retrocruzamiento repetido de un híbrido interespecífico con uno de 
sus parientes. Una introgresión puede ser descrita asimismo como la integración estable de un material genético 
heterólogo en el genoma de una planta receptora por cruzamiento sexual entre plantas de especie idéntica o 
parecida, es decir sexualmente compatibles. La noción de sexualmente compatible se entiende que la fertilización 
de una flor de una planta por el polen de otra planta da lugar a la fecundación del óvulo y a la producción de un 20
fruto que contiene una o varias semillas capaces de germinar y dar una nueva planta. La noción de sexualmente 
compatible se entiende también de los casos en los que la viabilidad del embrión formado está asegurada por una 
o unas técnicas de rescate de embrión. El experto en la materia dispone de diversos métodos de rescate de 
embrión que puede utilizar en función de las especies utilizadas.

25
Se describe así un método para aumentar por lo menos un carácter fenotípico seleccionado de entre la biomasa, 
la velocidad de germinación, el rendimiento, en particular el rendimiento en semillas, la resistencia al estrés 
abiótico, la resistencia al estrés biótico, la velocidad de germinación, el crecimiento, en una planta que comprende 
el suministro de una población de plantas, incluyendo el suministro de una población de plantas procedentes de 
cruzamientos, y la selección de los individuos de la población que presentan una expresión de la L-aspartato30
oxidasa más elevada posible.

La población de planta puede ser una población de plantas mutantes, generada por mutagénesis química o por 
cualquier otro medio capaz de inducir una o varias mutaciones en el seno del genoma de las plantas así tratadas. 
El tratamiento de mutagénesis resulta de la introducción voluntaria de mutaciones por acción de agentes 35
mutágenos químicos o físicos en una secuencia ADN, agentes que pueden ser un tratamiento químico como por 
ejemplo un tratamiento con metanosulfonato de etilo (EMS).

De manera ventajosa, se puede utilizar una población TILLING para la selección de individuos que presentan una 
expresión de la L-aspartato oxidasa más elevada posible.40

Típicamente, la tecnología TILLING se basa en la mutagénesis de semillas seguida de un fenotipaje y de un 
genotipaje con el fin de identificar las mutaciones y cuyo alelo o cuyos alelos asociados a un fenotipo dado, 
preferentemente un fenotipo ventajoso. La generación de población TILLING se puede realizar de la siguiente 
manera. Unas semillas M0 son mutageneizadas mediante un tratamiento con etilmetanosulfonato (EMS). Las 45
plantas M1 procedentes de las semillas M0 son autofecundadas, se extrae el ADN de las familias M2 para un 
screening de alto caudal de las mutaciones y se recogen las semillas M3 y se conservan. Se realiza un pool de 
ADN de las familias M2 8 veces y se amplifica para un gen diana. Los productos de amplificación son incubados 
con una endonucleasa que corta preferentemente los desapareamientos en los heterodúplex entre salvaje y 
mutante. Los productos de digestión son sometidos a una electroforesis en gel de secuencia. La tecnología LI-50
COR permite un marcado fluorescente bicaternario (IRDye 700 y 800) que permite una confirmación visual rápida 
ya que las mutaciones son detectadas sobre las dos hebras complementarias y así fácilmente diferenciadas de los 
artefactos. Después de la detección de una mutación en un pool, el ADN de las familias individuales se criba 
rápidamente por desconvolución del pool con el fin de identificar la familia que lleva la mutación.

55
En un modo de realización descrito en la presente memoria, se obtiene la introgresión de un elemento genético 
que codifica para una sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa por fusión de protoplastos.

Así, en este modo de realización descrito, para aumentar por lo menos un carácter fenotípico seleccionado de 
entre la biomasa, la velocidad de germinación, el rendimiento, en particular el rendimiento en semillas, la resistencia 60
al estrés abiótico, la resistencia al estrés biótico, la velocidad de germinación, el crecimiento, la fusión de 
protoplastos se puede utilizar para la transferencia de por lo menos un elemento genético a partir de una planta 
donante hacia una planta receptora. La fusión de protoplastos es una unión inducida o espontánea, como una 
hibridación somática, entre dos o varios protoplastos (las paredes celulares son eliminadas por tratamiento 
enzimático) con el fin de producir una célula única bi- o multi-nucleada. La célula fusionada, que se puede obtener 65
también con las especies vegetales que no pueden ser cruzadas sexualmente en la naturaleza, se cultiva en una 
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planta híbrida que presenta la combinación de características deseables. Más precisamente, se puede obtener un 
primer protoplasto a partir de una planta según la invención y que presenta por lo menos un carácter fenotípico 
seleccionado de entre la biomasa, la velocidad de germinación, el rendimiento, en particular el rendimiento en 
semillas, la resistencia al estrés abiótico, la resistencia al estrés biótico, la velocidad de germinación, el crecimiento 
y una sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa. Se puede obtener un segundo protoplasto a partir de una planta 5
que comprende unas características de valor comercial. Los protoplastos son fusionados después mediante unos 
procedimientos de fusión de protoplastos tradicionales, que son conocidos en la técnica.

Alternativamente, el rescate de embrión se puede utilizar en la transferencia de un elemento genético, en particular 
un ácido nucleico, que permite la sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa de una planta donante hacia una planta 10
receptora. El rescate de embriones se puede utilizar como procedimiento para aislar unos embriones a partir de 
cruzamientos en el que las plantas no consiguen producir unas semillas viables. En este proceso, el óvulo 
fecundado o inmaduro de una planta es un tejido de cultivo para crear nuevas plantas.

La presente descripción divulga un método en el que la introgresión de un elemento genético que codifica para15
una sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa se obtiene por rescate de embrión.

La presente descripción divulga un método para la producción de plantas que presentan por lo menos un carácter 
fenotípico mejorado seleccionado de entre la biomasa, la velocidad de germinación, el rendimiento, en particular 
el rendimiento en semillas, la resistencia al estrés abiótico, la resistencia al estrés biótico, la velocidad de 20
germinación, el crecimiento, que comprende la detección de la presencia de un elemento genético, en particular 
una secuencia de ácido nucleico, relacionado con la sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa en una planta 
donante y la transferencia del elemento genético, en particular una secuencia de ácido nucleico, relacionado con 
la sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa así detectada, desde la planta donante hacia una planta receptora. La 
transferencia de la secuencia de ácido nucleico se puede realizar mediante cualquiera de los procedimientos 25
descritos anteriormente en la presente memoria.

La transferencia se puede realizar mediante una técnica seleccionada de entre transgénesis, introgresión, fusión 
de protoplastos, rescate de embrión. Un ejemplo de realización de dicho procedimiento comprende la transferencia 
por introgresión del elemento genético, en particular la secuencia de ácido nucleico, relacionado con la 30
sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa a partir de una planta donante hacia una planta receptora por 
cruzamiento sexual de las plantas. Por lo tanto, esta transferencia puede ser realizada ventajosamente utilizando 
unas técnicas de cruzamiento y de selección tradicionales.

La presente descripción divulga la detección de la presencia de un elemento genético relacionado con la 35
sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa y se realiza con la ayuda de por lo menos un marcador molecular.

La presente descripción divulga la detección de la presencia del elemento genético relacionado con la 
sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa que se realiza mediante la medición de la actividad enzimática de la 
L-aspartato oxidasa en la planta donante.40

Según algunos modos de realización, el elemento genético responsable de la sobreexpresión de la L-aspartato
oxidasa puede ser introgresado en las variedades comerciales de plantas de interés agronómico con la ayuda de 
la selección asistida por marcadores (SAM) que implica la utilización de uno o varios marcadores moleculares para 
la identificación y la selección de las plantas de la descendencia que contienen el elemento genético, gen o 45
pluralidad de genes, secuencias de ácido nucleico que codifica para la característica deseada de sobreexpresión 
de la L-aspartato oxidasa.

En el contexto de la presente descripción, dicha identificación y dicha selección se basan en la selección de genes, 
de elementos genéticos o de secuencias de ácidos nucleicos o de marcadores asociados.50

Las plantas obtenidas según estos modos de realización pueden sacar ventajosamente la mayoría de sus atributos 
de la planta receptora, y sacar por lo menos un carácter fenotípico seleccionado de entre la biomasa incrementada, 
la velocidad de germinación incrementada, el rendimiento incrementado, en particular el rendimiento en semillas 
incrementado, la resistencia al estrés abiótico incrementado, la resistencia al estrés biótico incrementado, la 55
velocidad de germinación incrementada, el crecimiento incrementado de la planta donante, gracias a la 
sobrexpresión de la L-aspartato oxidasa.

Como se ha descrito anteriormente, las técnicas de cruzamiento tradicionales se pueden utilizar para la introgresión 
de secuencia de ácido nucleico responsable de la sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa relacionada con por 60
lo menos un carácter fenotípico seleccionado de entre la biomasa incrementada, la velocidad de germinación 
incrementada, el rendimiento incrementado, en particular el rendimiento en semillas incrementado, la resistencia 
al estrés abiótico incrementado, la resistencia al estrés biótico incrementado, la velocidad de germinación 
incrementada, el crecimiento incrementado en el seno de una planta receptora.

65
En algunos modos de realización, una planta donante que presenta por lo menos un carácter fenotípico 
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seleccionado de entre la biomasa incrementada, la velocidad de germinación incrementada, el rendimiento 
incrementado, en particular el rendimiento en semillas incrementado, la resistencia al estrés abiótico incrementado, 
la resistencia al estrés biótico incrementado, la velocidad de germinación incrementada, el crecimiento 
incrementado y que comprende una secuencia de ácido nucleico responsable de una sobrexpresión de la 
L-aspartato oxidasa, se cruza con una planta receptora que, en algunos modos de realización puede presentar 5
unas características comercialmente deseables.

La población de plantas que resultan de ello (que representan los híbridos F1) es entonces autofecundada 
produciendo unas semillas F2. Las plantas F2 procedentes de semillas F2 son cribadas después con vistas a 
determinar las plantas que presentan una sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa, asociada a por lo menos un 10
carácter fenotípico seleccionado de entre la biomasa incrementada, la velocidad de germinación incrementada, el 
rendimiento incrementado, en particular el rendimiento en semillas incrementado, la resistencia al estrés abiótico 
incrementada, la resistencia al estrés biótico incrementada, la velocidad de germinación incrementada, el 
crecimiento incrementado, mediante unos métodos conocidos por el experto en la materia.

15
La medición de la expresión o de la sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa se puede realizar mediante diferentes 
medios a disposición del experto en la materia tales como RNA-Seq, Transferencia Northern, PCR cuantitativa y 
semi-cuantitativa, Transferencia Western, Elisa o medición de actividad enzimática, por ejemplo.

Las líneas de plantas que presentan una sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa, asociada a por lo menos un 20
carácter fenotípico seleccionado de entre la biomasa incrementada, la velocidad de germinación incrementada, el 
rendimiento incrementado, en particular el rendimiento en semillas incrementado, la resistencia al estrés abiótico
incrementada, la resistencia al estrés biótico incrementada, la velocidad de germinación incrementada, el 
crecimiento incrementado, pueden ser desarrolladas utilizando las técnicas de selección recurrente y de 
retrocruzamiento, autofecundación, y/o dihalpoides, o cualquier otra técnica utilizada para realizar unas líneas 25
parentales. En un procedimiento de selección recurrente y de retrocruzamiento, el aumento de la expresión de la 
L-aspartato oxidasa, asociada a por lo menos un carácter fenotípico seleccionado de entre la biomasa, la velocidad 
de germinación, el rendimiento, en particular el rendimiento en semillas, la resistencia al estrés abiótico, la 
resistencia al estrés biótico, la velocidad de germinación, el crecimiento, puede ser introgresada en una planta 
receptora diana (el pariente recurrente) cruzando el pariente recurrente con una primera planta donante, que difiere 30
del pariente recurrente y que se denomina en la presente memoria el "pariente no recurrente". El pariente 
recurrente es una planta que no presenta una sobreexpresión dela L-aspartato oxidasa, asociada a por lo menos 
un carácter fenotípico seleccionado de entre la biomasa incrementada, la velocidad de germinación incrementada, 
el rendimiento incrementado, en particular el rendimiento en semillas incrementado, la resistencia al estrés abiótico 
incrementada, la resistencia al estrés biótico incrementada, la velocidad de germinación incrementada, el 35
crecimiento incrementado, pero puede poseer unas características comerciales deseables.

El pariente no recurrente puede ser cualquier variedad vegetal o línea pura que es sexualmente compatible con el 
pariente recurrente.

40
Las plantas de la descendencia de un cruzamiento entre el pariente recurrente y el pariente no recurrente son 
retrocruzadas con el pariente recurrente. La población de plantas que resulta de ello se criba después para una 
sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa, asociada a por lo menos un carácter fenotípico seleccionado de entre 
la biomasa incrementada, la velocidad de germinación incrementada, el rendimiento incrementado, en particular el 
rendimiento en semillas incrementado, la resistencia al estrés abiótico incrementada, la resistencia al estrés biótico 45
incrementada, la velocidad de germinación incrementada, el crecimiento incrementado.

La selección asistida por marcadores (SAM) se puede realizar utilizando unas sondas de hibridación o de 
polinucleótidos, con el fin de identificar las plantas que comprenden una secuencia de ácido nucleico o cualquier 
elemento genético que conlleva una sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa, asociada a por lo menos un carácter 50
fenotípico seleccionado de entre la biomasa incrementada, la velocidad de germinación incrementada, el 
rendimiento incrementado, en particular el rendimiento en semillas incrementado, la resistencia al estrés abiótico 
incrementada, la resistencia al estrés biótico incrementada, la velocidad de germinación incrementada, el 
crecimiento incrementado.

55
Tras el cribado, las plantas híbridas F1 que presentan una sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa, asociada a 
por lo menos un carácter fenotípico seleccionado de entre la biomasa incrementada, la velocidad de germinación 
incrementada, el rendimiento incrementado, en particular el rendimiento en semillas incrementado, la resistencia 
al estrés abiótico incrementada, la resistencia al estrés biótico incrementada, la velocidad de germinación 
incrementada, el crecimiento incrementado, se seleccionan después y se retrocruzan con el pariente recurrente 60
para un cierto número de generaciones con el fin de permitir que la planta se vuelva cada vez más consanguínea. 
Este proceso se puede efectuar para dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, o más generaciones.

La presente descripción divulga un procedimiento de obtención de planta que presenta por lo menos un carácter 
fenotípico seleccionado de entre la biomasa incrementada, la velocidad de germinación incrementada, el 65
rendimiento incrementado, en particular el rendimiento en semillas incrementado, la resistencia al estrés abiótico 
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incrementada, la resistencia al estrés biótico incrementada, la velocidad de germinación incrementada, el 
crecimiento incrementado, que puede comprender:

(a) proporcionar una planta que presenta un nivel de expresión dado de la L-aspartato oxidasa;
5

(b) proporcionar una segunda planta que presenta un nivel de expresión de la L-aspartato oxidasa superior al 
de la planta proporcionada en (a);

(c) efectuar un cruzamiento de la planta proporcionada en (a) con la planta proporcionada en (b), para producir 
unas plantas de la descendencia F1;10

(d) seleccionar unas plantas de la descendencia F1 que presentan una sobreexpresión de la L-aspartato
oxidasa con respecto a la planta proporcionada en (a);

(e) cruzar las plantas seleccionadas en (d) con la planta proporcionada en (a) para producir unas plantas de 15
descendencia de retrocruzamiento;

(f) seleccionar unas plantas de la descendencia de retrocruzamiento que presentan una sobreexpresión de la 
L-aspartato oxidasa con respecto a las plantas seleccionadas en (d);

20
(g) repetir las etapas (e) y (f) dos o varias veces seguidas;

(h) autofecundar eventualmente las plantas procedentes de retrocruzamiento con el fin de identificar las plantas 
homocigotas, y

25
(i) efectuar un cruzamiento de por lo menos una planta de la descendencia de retrocruzamiento o de las 

plantas auto-fecundadas con otra planta proporcionada en (a) para producir una planta que presenta por lo 
menos un carácter fenotípico seleccionado de entre la biomasa incrementada, la velocidad de germinación 
incrementada, el rendimiento incrementado, en particular el rendimiento en semillas incrementado, la 
resistencia al estrés abiótico incrementada, la resistencia al estrés biótico incrementada, la velocidad de 30
germinación incrementada, el crecimiento incrementado, cuando se cultiva en las mismas condiciones 
medioambientales.

Tal como se indica, la última generación de retrocruzamiento se puede auto-fecundar con el fin de proporcionar 
unos individuos homocigotos que presentan una sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa y por lo menos un 35
carácter fenotípico seleccionado de entre la biomasa incrementada, la velocidad de germinación incrementada, el 
rendimiento incrementado, en particular el rendimiento en semillas incrementado, la resistencia al estrés abiótico, 
la resistencia al estrés biótico incrementada, la velocidad de germinación incrementada, el crecimiento 
incrementado.

40
La etapa de selección comprende la selección de individuos que contienen cada uno un alelo del gen que codifica 
para una sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa.

La presente descripción divulga un método de selección de planta, caracterizado por que comprende la búsqueda 
de un alelo del gen de la enzima L-aspartato oxidasa que posee una mutación que resulta en una mejora de por 45
lo menos un carácter fenotípico seleccionado de entre biomasa, velocidad de germinación, rendimiento, en 
particular rendimiento en semillas, resistencia al estrés abiótico, resistencia al estrés biótico, velocidad de 
germinación, crecimiento.

La etapa de selección comprende la selección con la ayuda de un marcador molecular para el alelo del gen de la 50
L-aspartato oxidasa.

La etapa de selección comprende la selección midiendo la actividad de la enzima L-aspartato oxidasa en las 
plantas jóvenes y seleccionando las que presentan una actividad elevada de la enzima.

55
La presente descripción divulga un procedimiento de selección de planta que presenta una sobreexpresión de la 
L-aspartato oxidasa que comprende las etapas siguientes:

(a) proporcionar una población de plantas;
(b) medir la actividad de la L-aspartato oxidasa de cada individuo de la población de plantas proporcionada;60
(c) seleccionar la o las plantas que presentan la actividad L-aspartato oxidasa más elevada.

La población de planta puede ser una población de TILLING.

Alternativamente, la población de plantas es una población procedente de cruzamientos intraespecíficos o 65
interespecíficos.
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Asimismo, la población de plantas puede ser una población de variedades comerciales.

En el contexto de la presente invención, la expresión "sobreexpresión" en referencia a la L-aspartato oxidasa se 
refiere al hecho de que la secuencia nucleica de ADN que codifica la proteína está transcrita en ARN en cantidad 5
incrementada y/o que los ARN de la proteína son traducidos en proteína en cantidad incrementada y/o que la 
cantidad o la actividad específica de la proteína traducida está incrementada. La medición de esta "sobreexpresión" 
se puede evaluar tanto a nivel del ARN como a nivel de las proteínas mediante diferentes medios a disposición del 
experto en la materia, tales como RNA-Seq, transferencia Northern, PCR cuantitativa y semi-cuantitativa, 
transferencia Western, Elisa o medición de actividad enzimática, por ejemplo. Al final, la noción de expresión o de 10
sobreexpresión hace referencia a la actividad enzimática de la L-aspartato oxidasa en el seno de la planta, ya sea 
que se deba a una síntesis más grande de la proteína y/o a una actividad específica más importante.

En el contexto de la presente descripción, las expresiones "cruzamiento sexual" y "reproducción sexuada" se 
refieren a la fusión de los gametos para producir una descendencia (por ejemplo, por fecundación, de manera que 15
se produzcan unas semillas por polinización en las plantas). Un "cruzamiento sexual" o "fertilización cruzada" es, 
en algunos modos de realización, la fecundación de un individuo por otro (por ejemplo, la polinización cruzada de 
las plantas). El término "autofecundación" hace referencia a algunos modos de realización de la producción de 
semillas por autofecundación u auto-polinización, es decir que polen y óvulos son de la misma planta.

20
Por el término "carácter", se entiende una característica o un fenotipo, por ejemplo, el rendimiento, la biomasa o la 
velocidad de germinación. Un carácter puede ser heredado de manera dominante o recesiva, o puede ser 
monogénico o poligénico.

Mediante la expresión "planta donante" se entiende una planta que proporciona por lo menos un elemento genético 25
relacionado con una sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa.

Mediante la expresión "planta receptora" se entiende una planta que recibe por lo menos un elemento genético 
relacionado con una sobrexpresión de la L-aspartato oxidasa.

30
Las expresiones "marcador genético", "marcador de ADN" o "marcador molecular" son intercambiables y hacen 
referencia a una característica del genoma de un individuo (por ejemplo, un nucleótido o una secuencia de ácido 
nucleico que está presente en el genoma de un individuo), que está relacionada con uno o varios locus de interés. 
Los marcadores genéticos comprenden, por ejemplo, unos polimorfismos nucleotídicos simples (SNP), unos 
indeles (es decir inserciones/supresiones), unas repeticiones de secuencias simples (SSR), unos polimorfismos 35
de restricción de longitud de los fragmentos (RFLP), o unas longitudes de los fragmentos amplificados (AFLP) por 
ejemplo. Los marcadores genéticos pueden, por ejemplo, ser utilizados para localizar unos locus genéticos que 
contienen unos alelos que contribuyen a la variabilidad de las características fenotípicas. La expresión "marcador 
genético" puede hacer referencia asimismo a una secuencia de polinucleótido complementario de una secuencia 
genómica, tal como una secuencia de un ácido nucleico utilizado como sonda. Un marcador genético o molecular 40
puede estar físicamente situado en una posición sobre un cromosoma que es distal o proximal con respecto a uno 
o varios locus genéticos al o a los que está unido (es decir es intragénico o extragénico, respectivamente). En 
algunos modos de realización de la presente invención, uno o varios marcadores genéticos comprenden entre uno 
y diez marcadores, y en algunos modos de realización, uno o varios marcadores genéticos comprenden más de 
una decena de marcadores genéticos.45

El término "genotipo" hace referencia a la constitución genética de una célula o de un organismo. Como se conoce 
en la técnica, un genotipo puede referirse a un único locus o a múltiples locus. En algunos modos de realización, 
el genotipo de un individuo se refiere a uno o varios genes que están unidos por el hecho de que uno o varios de 
los genes están implicados en la expresión de un fenotipo de interés (por ejemplo, un carácter tal como se define 50
en la presente memoria). Así, en algunos modos de realización, un genotipo comprende uno o varios alelos 
presentes en un individuo con uno o varios locus para un carácter.

El término "gen" se refiere a una unidad hereditaria que comprende una secuencia de ADN que ocupa un sitio 
específico sobre un cromosoma y que contiene la instrucción genética para una característica o un rasgo particular 55
en un organismo.

Los términos "ácido nucleico" u "oligonucleótido" o "polinucleótido" o "secuencia nucleica" o equivalentes 
gramaticales de estos, significan por lo menos dos nucleótidos unidos de manera covalente juntos. Los 
oligonucleótidos son típicamente de aproximadamente 7, 8, 9, 10, 12, 15, 25 18, 20, 30, 40, 50 o hasta 60
aproximadamente 100 nucleótidos de longitud. Los ácidos nucleicos, secuencias nucleicas y los polinucleótidos 
son unos polímeros de cualquier longitud, incluyendo las longitudes más grandes, por ejemplo 200, 300, 500, 1000, 
2000, 3000, 5000, 7000, 10000, etc. Un ácido nucleico de la presente invención contendrá generalmente unos 
enlaces fosfodiéster, aunque en algunos casos, están incluidos unos análogos de ácido nucleico, que pueden tener 
unos esqueletos alternativos que comprenden, por ejemplo, fosforamidato, fosforotioato, fosforoditioato, o enlaces 65
O-metilfosforoamidito (véase Eckstein, 1991), y unos esqueletos peptídicos y los enlaces de ácidos nucleicos. Se 
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pueden utilizar unas mezclas de ácidos nucleicos naturales y de análogos.

En el ámbito de la presente invención, la expresión "fenotipo" o carácter fenotípico" hace referencia a la apariencia 
o a cualquier otra característica detectable de un individuo, que resulta de la interacción de su genoma, proteoma 
y/o metaboloma con el entorno.5

Una "planta" es una planta en cualquier etapa de desarrollo, en particular una planta de semillas.

Una "célula de planta" es una unidad estructural y fisiológica de una planta, que comprende un protoplasto y una 
pared celular. La célula vegetal puede estar en forma de una célula única aislada o una célula cultivada, o como 10
una parte de unidad organizada superior tal como, por ejemplo un tejido vegetal, un órgano vegetal o una planta 
entera. Una célula de planta puede ser capaz de regenerar una planta o no ser capaz de regenerar una planta.

La expresión "material vegetal" se refiere a hojas, tallos, raíces, flores o partes de flores, frutos, polen, óvulos, 
zigotos, semillas, esquejes, celulares o cultivos de tejidos, o cualquier otra parte, o productos de una fábrica.15

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresión "parte de planta" designa una parte de una planta, que 
comprende unas células simples o unos tejidos celulares tales como las células de plantas que están intactas en 
plantas, unos montones de células, y unos cultivos de tejido a partir del cual las plantas pueden ser regeneradas 
o no. Unos ejemplos de partes de plantas comprenden, pero no se limitan a, unas células individuales y unos 20
tejidos de polen, los óvulos, las hojas, los embriones, las raíces, trozos de raíz, anteros, flores, frutos, tallos, brotes 
y semillas, así como injertos, porta injertos, protoplastos, calii, y análogos.

Tal como se ilustra en la presente memoria, el término "población" designa un conjunto genéticamente heterogéneo 
de plantas que comparten una derivación genética común.25

La "biomasa" significa el conjunto de la materia orgánica producida por una planta. Esta biomasa se puede medir 
en peso fresco, en peso seco por planta o por m2 por ejemplo. Alternativamente, la biomasa se puede evaluar por 
el tamaño de la planta o el número de hojas, por ejemplo.

30
La expresión "velocidad de germinación" corresponde al tiempo medio entre la imbibición de la semilla y la 
emergencia de la radícula de la cubierta de la semilla.

La expresión "rendimiento" se entiende como la cantidad de materia vegetal comercial producida por la planta 
cultivada por unidad de superficie, para una densidad de plantación dada, llegado el caso.35

La expresión "rendimiento en semillas" representa la cantidad de semillas, en peso o en número, producida por la 
planta cultivada por unidad de superficie o por planta, para una densidad de plantación dada, llegado el caso.

La expresión "resistencia al estrés biótico" se entiende como la capacidad de la planta a enfrentarse y luchar contra 40
un estrés que aparece tras daños causados a dicha planta por otros organismos vivos, como las bacterias, los 
virus, los hongos, los parásitos, los insectos útiles y perjudiciales, las malas hierbas y las otras plantas cultivadas 
o indígenas. Los daños causados por estos diversos agentes vivos pueden parecer muy similares y afectan al 
crecimiento y al rendimiento de las plantas cultivadas.

45
La expresión "resistencia al estrés abiótico" se entiende como la capacidad de la planta para enfrentarse y luchar 
contra un estrés inducido por unos factores no vivos en un entorno específico. Los factores de estrés abióticos son 
de origen natural, frecuentemente intangibles, unos factores tales como la luz del sol intensa, o la deficiencia de 
luz, el exceso o la deficiencia de agua, el frío o el exceso de calor, la salinidad o también el viento, por ejemplo, 
pueden causar daños a las plantas de la zona afectada. El estrés abiótico es esencialmente inevitable y 50
particularmente limitativo para las plantas. El estrés abiótico es el factor más nocivo sobre el crecimiento y la 
productividad de los cultivos en el mundo entero.

La expresión "crecimiento" hace referencia a la variación de biomasa de la planta considerada, entre la emergencia 
y la recogida por unidad de tiempo en condiciones dadas de exposición al sol, de irrigación y de insumos.55

Figuras

La figura 1 es una descripción de la vía de biosíntesis de NAD en las plantas, y su uso para el metabolismo 
energético y la señalización está relacionado con el estrés. (la actividad L-aspartato oxidasa (AO) se pone en 60
evidencia en la figura).

La figura 2 es una representación esquemática de la construcción de un vector de transformación de planta 
pCW162, incluyendo el casete de sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa (AO).

65
La figura 3 es un gráfico que representa el nivel de expresión (A) y la actividad (B) de la L-aspartato oxidasa 
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en las hojas de plantas control (ctrl), de plantas que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa (35S::AO1 y 
35S::AO2) y de plantas mutante-negativo de la L-aspartato oxidasa (mAO), de 6 semanas de edad.

La figura 4 es un gráfico representativo de los metabolitos relacionados con la energía (ATP (B) y nucleótidos 
de piridina (A)) en las hojas de plantas control (ctrl), de plantas que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa 5
(35S::AO1 y 35S::AO2) y de plantas mutante-negativo de la L-aspartato oxidasa (mAO), de 6 semanas de 
edad.

La figura 5 representa las capacidades fotosintéticas de hojas de plantas control (█) y de plantas que 
sobreexpresan (▲) la L-aspartato-oxidasa, de 6 semanas de edad.10

La figura 6 es una fotografía de plantas de Arabidopsis thaliana control y de plantas que sobreexpresan la 
L-aspartato oxidasa (35S::AO1 y 35S::AO2), de 6 semanas de edad.

La figura 7 es un gráfico que representa la biomasa (B) y el tamaño (A) de las plantas control (ctrl), de plantas 15
que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa (35S::AO1 y 35S::AO2) y de plantas mutante-negativo de la 
L-aspartato oxidasa (mAO).

La figura 8 es un gráfico que representa la biomasa en semillas recogidas a partir de plantas control (ctrl), de 
plantas que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa (35S::AO1 y 35S::AO2) y de plantas mutante-negativo de la 20
L-aspartato oxidasa (mAO).

La figura 9 es un gráfic que representa la correlación entre la actividad de la L-aspartato oxidasa (A), los niveles 
de NAD (B) y la biomasa expresada en diámetro de roseta.

25
La figura 10 es una fotografía de plantas control (ctrl) y de plantas que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa 
(35S::AO) en unas condiciones de estrés abiótico que corresponden a un fuerte calor combinado con una fuerte 
luminosidad.

La figura 11 es una curva de germinación de plantas control (◆) y de plantas que sobreexpresan la L-aspartato30
oxidasa (35S::AO1 ( y X) y 35S::AO2 (▲)) en unas condiciones de medio rico en nitrógeno (nitrato) (A) y 
condiciones de medio deficiente en nitrógeno (nitrato) (B).

La figura 12 es un gráfico que representa unas condiciones de estrés que corresponden a la proliferación de 
pulgones Myzus persicae sobre unas plantas control (ctrl) y unas plantas que sobreexpresan la L-aspartato35
oxidasa (35S::AO1 y 35S::AO2).

Ejemplos

Material y métodos40

Generación de plantas transgénicas

El ADNc (secuencia codificante, CDS) de Arabidopsis thaliana que codifica para la L-aspartato-oxidasa (L-AO) 
(SEC ID nº 1) se ha amplificado por PCR con los cebadores de secuencias siguientes:45

cebador sentido (GAG AGA CCC GGG ATG GCG GCT CAT GTT TCT AC);
cebador antisentido (GAG AGA CAG CTG AAT CGT TAG TTA TTC ACT CGA C);

El amplificado se ha sub-clonado después entre los sitios Sma11 y Sal1 del vector pCW162 binario, bajo el control 50
del promotor CaMV35S para generar unas plantas transgénicas que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa. El 
casete nptll de pCW162 se utilizó para la selección de las plantas transgénicas sobre el medio que contiene la 
kanamicina. Se utilizó después el plásmido resultante para la transformación estable de plantas de Arabidopsis 
thaliana para sobreexpresar el gen L-AO, utilizando la cepa de Agrobacterium tumefaciens GV3101. Los 
transformantes primarios se seleccionaron sobre medio Murashige y Skoog que contiene 50 mg.l-1 de monosulfato 55
de kanamicina. Después de aproximadamente 10 días de cultivo in vitro (23°C, bajo intensidad luminosa de 
100 µmoles de fotones.m-2.s-1), se han transferido las plantas resistentes en maceta de mantillo en cámara de 
cultivo de días largos (LD, régimen día/noche de 16h/8h) con el fin de obtener unas semillas que han sufrido un 
nuevo régimen de selección. El número de plantas transgénicas putativas se ha anotado para seleccionar las 
líneas que han insertado una sola copia del transgén (relación ¾ no resistentes, ¼ resistentes). Los descendientes 60
se seleccionaron hasta la obtención de líneas estables homocigotas para la inserción ADN-T.

Medición de los niveles de transcritos L-aspartato oxidasa

Después de una extracción del ARN total utilizando el kit NucleoSpin RNA II (Macherey-Nagel) según las 65
instrucciones del proveedor, se ha utilizado 1 µg de ARN total como matriz para la síntesis de ADNc primera hebra 
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y una transcripción inversa con el sistema de síntesis de la primera hebra SuperScript III (Invitrogen). La 
sobreexpresión del gen de la L-aspartato oxidasa se ha examinado por RT-PCR con los cebadores de las 
secuencias siguientes:

cebador sentido (GAT CGT TCA CCG TGC TGA TA) y5
cebador antisentido (TGT GTT CAA GCC ATC CTG AG)

La línea, o planta, control (ctrl) se ha obtenido a partir del ecotipo Columbia (Col 0) transformado con el vector 
pCW1628 vacío.

10
Cultivo de las plantas 

Las líneas transgénicas de Arabidopsis thaliana utilizadas en este estudio se obtuvieron a partir de plantas de 
Arabidopsis thaliana del ecotipo Columbia (Col 0). Después de 48h de estratificación a 4°C en la oscuridad, las 
semillas se sembraron y se cultivaron en unas condiciones de días cortos (SD, régimen día/noche de 8 h/16 h), en 15
una cámara de cultivo bajo una iluminación energética de 100 µmol fotones.m-2.s1 a nivel de la hoja, a 18-20°C y 
65% de humedad, (salvo para la determinación del número de sílicos y la medición de la cantidad de semillas, se 
trataba de condiciones de días largos, LD, régimen día/noche de 16h/8h). Se realizó una aportación de solución 
nutritiva dos veces por semana.

20
Extracción de las muestras para los análisis metabólicos

Se extrajeron unas muestras en el medio del fotoperiodo, se congelaron rápidamente en el nitrógeno líquido y se 
almacenaron a -80°C hasta su posterior análisis. Para los análisis metabolómicos y transcriptómicos, las plantas 
se analizaron y muestrearon con 6 semanas de edad (SD), y con 8 semanas de edad (SD) para el análisis de los 25
intercambios gaseosos.

Dosificación de la actividad de la L-aspartato oxidasa

Se ha desarrollado un método de dosificación de la actividad de la L-aspartato oxidasa utilizando un 30
espectrofotómetro: se trituró 0,5 g de muestra de hojas congeladas en nitrógeno líquido, y recogidos en 2 ml de 
amortiguador de extracción (Tris-HCl pH 8). Después de la centrifugación, se desalo el extracto bruto por 
cromatografía de exclusión de tamaño sobre columna PD10. Para 0,7 ml del extracto desalado, se añadieron 
100 µl de L-aspartato 10 mM, 100 µl de fumarato 10 mM y 100 µl de FAD 200 µM para iniciar la reacción, que se 
siguió a 30°C durante 30 min. La reacción se detuvo por calentamiento a 100°C 2 min para precipitar las proteínas, 35
seguido de una centrifugación. A 1 ml de sobrenadante de reacción se añadieron sucesivamente:

- 0,5 ml de fenolato de sodio 0,33 M pH 13;
- 0,5 ml de nitroprusiato de sodio 0,1%;
- 0,5 ml NaClO 0,2%.40

La actividad L-aspartato oxidasa se midió en espectrofotometría a DO 635 nm por dosificación, contra un intervalo 
patrón de 0 a 100 nmoles de (NH4)SO4, del NH4

+ que proviene de la degradación casi instantánea a pH 8 del 
iminoaspartato formado durante la reacción.

45
Mediciones metabolómicas

Las dosificaciones de metabolitos con las propiedades antioxidantes como los nucleótidos de piridina NAD+ y 
NADH se realizaron por espectrofotometría a través de un acoplamiento en lector de microplacas. Estos 
metabolitos se cuantificaron por una reacción de reciclaje siguiendo la reducción del DCPIP (2,6-diclorofenol-50
indofenol) a 600 nm en presencia de alcohol deshidrogenasa y de etanol. Se dosifica el NAD+ después de la 
extracción ácida: se trituraron aproximadamente 100 mg de hojas en mortero en nitrógeno líquido, a los que se 
añade 1 ml de HCl 0,2 N. Después de la descongelación del triturado, éste se trasfiere a un tubo Eppendorf de 
2 ml. El extracto se clarifica después por centrifugación durante 10 minutos a 14000 g, a 4°C. Se calentaron 200 µl 
de sobrenadante durante 1 minuto a 100 °C, después se neutralizan añadiendo 20 µl de NaH2PO4 200 mM pH 5,6, 55
y un volumen suficiente de NaOH 0.2 M (alrededor de 200 µl) para alcanzar un pH 7. Para la dosificación del 
NADH, se necesitó una extracción alcalina. De la misma manera que para la extracción ácida, se trituraron 100 mg
de hojas en mortero en nitrógeno líquido, después se añadió 1 ml de NaOH 0,2 M. Después, se centrifugó la 
mezcla durante 10 minutos a 14000 g a 4°C. Se calentaron 200 µl de sobrenadante durante 1 minuto a 100°C, y 
después se neutralizaron añadiendo 20 µl de NaH2PO4 200 mM pH 5,6, y un volumen suficiente de HCl 0,2 N 60
(alrededor de 150 µl) para alcanzar un pH 7.

La medición espectrofotométrica de los metabolitos extraídos se efectúa de la siguiente manera: en cada pocillo 
de medición, se añadieron sucesivamente 100 µl de tampón HEPES 100 mM/EDTA 2 mM pH 7,5, 20 µl de DCPIP 
1,2 mM, 10 µl de PMS (metosulfato de fenazina) 10 mM y 10 µl de ADH (25 U) en un volumen final de 200 µl. Para 65
las muestras a ensayar, se añadieron 20 µl de extracto y 25 µl de agua bidestilada. Después de la agitación de la 
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placa, la reacción se inicia por adición de 15 µl de EtOH absoluto. Las mediciones de NAD se realizan a 600 nm
mediante el lector de microplaca por referencia a un intervalo de NAD+ o de NADH.

La dosificación de ATP se realizó utilizando el kit ENLITEN ATP Assay System Bioluminescence (Promega) 
siguiendo el procedimiento recomendado por el proveedor.5

Mediciones de intercambio de gas

Las mediciones de intercambios gaseosos y de fluorescencia de la clorofila se efectuaron utilizando el sistema de 
Li- 6400 xt (Li -Cor, Lincoln, NE, USA) y los parámetros se calcularon con el programa proporcionado por el 10
fabricante. Las condiciones eran: una densidad del flujo de fotones ¼ 1000 mmol m-2.s-1, una temperatura de la 
cámara 22°C, un caudal de 100 mmol.s-1, una humedad relativa de 60%. Las respuestas de la asimilación clara de 
carbono (An) y la fracción molar de CO2 interna (curvas An/Ci) realizadas en condiciones ambientes de contenido 
en oxígeno (21%) se midieron sobre las hojas atadas con un sistema de análisis de gases infrarrojo equipado con 
una cámara fluorimétrica (Li-Cor 6400-40; Li-Cor Inc., Lincoln, Nebraska, Estados Unidos).15

Prueba de germinación

Con el fin de asegurarse de que las diferencias observadas en los porcentajes de germinación no se deben a la 
calidad de las semillas, se cultivaron lado a lado las plantas salvajes y unas plantas mutantes en unas condiciones 20
idénticas en una cámara de cultivo para producir unas semillas frescas en unas condiciones de días largos. Las 
semillas en plena madurez y esterilizadas se sembraron sobre unas placas de medio ¼ Hoagland's, desprovisto 
de nitratos (0,2 mM) o rico en nitratos (2,25 mM). Después de la estratificación durante 2 días a 4°C en la oscuridad, 
se colocaron las semillas en una cámara de cultivo a 23°C. Se utilizó la protrusión de la radícula como criterio para 
la evaluación de las diferencias de germinación entre los tipos salvajes y mutantes de semillas.25

Prueba de resistencia a unas condiciones de estrés abiótico

Se transfirieron unas plantas de 7 semanas de edad cultivadas en condiciones de días cortos (SD) durante una 
semana en unas condiciones de luz continua de 350 µmol fotones.m-2.s-1 a 37°C y 65% de humedad.30

Prueba de resistencia a un estrés biótico

Unos pulgones Myzus persicae procedentes de una misma colonia mantenida en laboratorio sobre unas plantas 
salvajes de Arabidopsis thaliana de mismo ecotipo que el de las plantas salvajes y mutantes probadas, se 35
recogieron y se transfirieron sobre unas plantas frescas de 5 semanas de edad. En 2 días, dieron nacimiento a 
unas larvas. Los pulgones adultos se retiraron y sólo se guardaron las larvas. Esto ha permitido obtener unos 
pulgones de la misma edad ± 1 día. 7 días más tarde, se transfirieron 3 pulgones sobre cada una de las plantas 
de cada genotipo de 18 días de edad. Después de 5 días, se contó con lupa el número se pulgones para cada 
planta. Por análisis estadístico (ANOVA), se verificó que el diámetro de las rosetas no influía sobre la proliferación 40
de los pulgones.

Análisis estadísticos

Salvo que se indique lo contrario, los datos son las medias y las desviaciones estándares de tres a cinco muestras 45
independientes de diferentes plantas; unas diferencias significativas están expresadas con la ayuda de la prueba 
t de Student a P <0,05. Todos los experimentos se repitieron por lo menos tres veces y dieron unos resultados 
similares. La prueba t de Student y el análisis de varianza de dos vías (ANOVA) se realizaron utilizando el programa 
Excel (Microsoft).

50
Resultados

Los resultados indican que la secuencia nucleotídica de Arabidopsis thaliana utilizada para la transformación de 
las plantas y que es homóloga a la de la L-aspartato oxidasa bacteriana caracterizada en la bibliografía, 
corresponde bien a una actividad L-aspartato oxidasa y que las líneas transformadas presentan una actividad de 55
la L-aspartato oxidasa aumentada de 2 a 4 veces (figura 3).

Los resultados demuestran que la sobreexpresión constitutiva del ADNc de la L-aspartato oxidasa conlleva un 
aumento de los niveles de NAD y de los metabolitos energéticos conexos (figura 4).

60
Los resultados muestran que las líneas que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa presentan unos porcentajes de 
asimilación fotosintéticos del CO2 más elevados (figura 5).

Se evaluó el crecimiento y el rendimiento de las plantas transformadas con el casete de expresión de la L-aspartato
oxidasa. La sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa conduce a un aumento del crecimiento de las raíces, así 65
como la superficie de las hojas. El tamaño de las plantas transgénicas que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa 
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es superior al tamaño de las plantas control de misma edad (figuras 6 y 7). Se observa lo inverso en plantas 
mutantes en los niveles de aspartato oxidasa muy reducidos (figura 7). El peso fresco de las plantitas ha aumentado 
asimismo de manera significativa (figura 7) y la relación peso fresco/peso seco está inalterada con respecto a las 
plantas control. Además del aumento del desarrollo de la planta, se puede detectar un aumento del tamaño de las 
células de la epidermis. No se ha observado ninguna variación de ploidia entre las plantas que sobreexpresan y 5
las plantas que no sobreexpresan la L-aspartato oxidasa, lo cual confirma que el tamaño incrementado de las 
líneas que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa no está relacionado con un aumento de la ploidia. Se ha 
observado una fuerte correlación entre el diámetro de la roseta y la abundancia de los transcritos, de la actividad 
y del nivel de L-aspartato oxidasa y de NAD (figura 9), que muestra que el aumento del crecimiento de las plantas
depende directamente del nivel de expresión de la L-aspartato oxidasa. La sobreexpresión de la L-aspartato10
oxidasa provoca así un aumento del crecimiento celular y un aumento del crecimiento y del desarrollo de la planta 
entera.

El rendimiento en semillas de las plantas transgénicas que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa resultó ser 
superior al de las plantas control. El aumento en 45% del rendimiento en semillas observado (figura 8) está en 15
correlación con el número de silículas por planta. Este aumento de la producción de semillas no se acompaña de 
ningún problema de llenado de las silículas en las plantas que sobreexpresan L-aspartato oxidasa con respecto a 
las plantas control. Además, el tamaño de las silículas es idéntico entre todas las plantas. La sobreexpresión de la 
L-aspartato oxidasa conlleva así un rendimiento incrementado en semillas. A la inversa, las plantas mutantes de 
baja actividad L-aspartato oxidasa tienen un rendimiento en semillas un 42% inferior a las líneas control.20

El aumento del rendimiento en semillas es concomitante con una calidad de germinación incrementada. En efecto, 
las semillas producidas por las plantas que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa germinan más rápidamente que 
las semillas control (figura 11). La facultad de germinación de las plantas que sobreexpresan L-aspartato oxidasa 
no está modificada en un entorno pobre en nitrógeno, tal como se observa para las semillas control (figura 11). La 25
sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa estimula así la germinación y las semillas pueden germinar mejor en 
condiciones de carencia en nitrógeno.

Las plantas que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa expuestas en continuo a 350 µmoles fotones.m-2.s-1, y 37ºC 
han sobrevivido mientras que las plantas control se desecan y mueren en las mismas condiciones extremas (figura 30
10). La sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa refuerza así la resistencia de las plantas a unas condiciones 
severas de estrés abiótico.

Las plantas que sobreexpresan L-aspartato oxidasa cultivadas en presencia de pulgones Myzus persicae han 
limitado el desarrollo de los pulgones con respecto a unas plantas control infestadas en las mismas condiciones 35
(figura 12). La sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa refuerza así la resistencia de las plantas a unas 
condiciones de estrés biótico como un ataque de pulgones.

Las plantas que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa expuestas en continuo a 350 µmoles fotones.m-2.s-1, y 37ºC 
han sobrevivido mientras que las plantas control se desecan y mueren en las mismas condiciones extremas (figura 40
10). La sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa refuerza así la resistencia de las plantas a unas condiciones 
severas de estrés abiótico.

Las plantas que sobreexpresan L-aspartato oxidasa cultivadas en presencia de pulgones Myzus persicae han 
limitado el desarrollo de los pulgones con respecto a unas plantas control infestadas en las mismas condiciones 45
(figura 12). La sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa refuerza así la resistencia de las plantas a unas 
condiciones de estrés biótico como un ataque de pulgones.
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<213> Glycine max

<400> 5

10
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<210> 6
<211> 1938
<212> ADN5
<213> Oriza sativa

<400> 6

10
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<210> 7
<211> 1995
<212> ADN5
<213> Zea mays

<400> 7

10
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<210> 8
<211> 1965
<212> ADN5
<213> Sorghum bicolor

<400> 8
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<210> 95
<211> 2010
<212> ADN
<213> Chlamydomonas reinhardtii
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<400> 9

5

<210> 10
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<211> 2004
<212> ADN
<213> Phaseolus vulgaris

<400> 105
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<210> 11
<211> 1863
<212> ADN5
<213> Physcomitrella patens

<400> 11

10
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<210> 12
<211> 1602
<212> ADN5
<213> Rhodothermus marinus

<400> 12

10
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<210> 13
<211> 1623
<212> ADN5
<213> Escherichia coli

<400> 13

10
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<210> 14
<211> 1596
<212> ADN5
<213> Bacillus subtilis

<400> 14

10
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<210> 15
<211> 1413
<212> ADN5
<213> Triticum aestivum

<400> 15

10
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<210> 16
<211> 1923
<212> ADN5
<213> Hordeum vulgare

<400> 16

10
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REIVINDICACIONES

1. Método para mejorar por lo menos un carácter fenotípico seleccionado de entre el rendimiento en semillas, la 
velocidad de germinación o el crecimiento en una planta, comprendiendo dicho método la sobreexpresión de la 
L-aspartato oxidasa, comprendiendo dicho método la transformación de una célula vegetal con por lo menos un 5
ácido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa, y la generación a partir de dicha célula, de una planta que 
sobreexpresa la L-aspartato oxidasa.

2. Método según la reivindicación 1, para mejorar el rendimiento en semillas, en una planta, comprendiendo dicho 
método la transformación de una célula vegetal con por lo menos un ácido nucleico que codifica para la L-aspartato10
oxidasa, generando así una planta que sobreexpresa la L-aspartato oxidasa, y el cultivo de la planta hasta la 
madurez.

3. Método según la reivindicación 1, para mejorar la resistencia al estrés abiótico y/o la resistencia al estrés biótico 
en una planta, comprendiendo dicho método la transformación de una célula vegetal con por lo menos un ácido 15
nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa, generando así una planta que sobreexpresa la L-aspartato
oxidasa, y el cultivo de la planta hasta la madurez.

4. Método según una de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el por lo menos un ácido nucleico que codifica para 
la L-aspartato oxidasa está bajo el control de un promotor que asegura la sobreexpresión de la L-aspartato oxidasa.20

5. Método según una de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el por lo menos un ácido nucleico comprende un 
ácido nucleico según la SEC ID nº 1.

6. Método según una de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el por lo menos un ácido nucleico comprende un 25
ácido nucleico seleccionado de entre el grupo constituido por SEC ID nº 1, SEC ID nº 3, SEC ID nº 4, SEC ID nº 5, 
SEC ID nº 6, SEC ID nº 7, SEC ID nº 8, SEC ID nº 9, SEC ID nº 10, SEC ID nº 11, SEC ID nº 12, SEC ID nº 13, 
SEC ID nº 14, SEC ID nº 15, SEC ID nº 16.

7. Método según una de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la planta se selecciona de entre el grupo constituido 30
por trigo, cebada, arroz, maíz, sorgo, girasol, colza, soja, algodón, guisante, alubia, yuca, mango, banana, patata, 
tomate, pimiento, melón, calabacín, sandía, lechuga, col, berenjena, álamo.

8. Método según una de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la planta es el arroz (Oryza sativa), el trigo, la cebada 
o el maíz.35
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