ES 2 307 370 B1

OFICINA ESPANOLA DE

@ Numero de publicacién: 2 307 370

PATENTES Y MARCAS @ Numero de solicitud: 200600218
@ Int. Cl.:
ESPANA C12N 15/29 (2006.01)
AO01H 5/00 (2006.01)
@ PATENTE DE INVENCION B1

@ Fecha de presentacion: 01.02.2006

Fecha de publicacién de la solicitud: 16.11.2008

Fecha de la concesién: 15.09.2009
Fecha de anuncio de la concesion: 28.09.2009

Fecha de publicacion del folleto de la patente:
28.09.2009

@ Titular/es:
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
¢/ Serrano, 117
28006 Madrid, ES
Universidad Politécnica de Valencia

@ Inventor/es: Saez Somolinos, Angela;
Serrano Salom, Ramoén y
Rodriguez Egea, Pedro Luis

Agente: No consta

Titulo: Plantas resistentes al estrés hidrico y salino y procedimiento para la obtencién de las mismas.

@ Resumen:

Plantas resistentes al estrés hidrico y salino y procedi-
miento para la obtencién de las mismas.
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DESCRIPCION

Plantas resistentes al estrés hidrico y salino y procedimiento para la obtencién de las mismas.
Sector de la técnica

La presente invencién se encuadra dentro del campo técnico de la biotecnologia vegetal, y en concreto se refiere a
un procedimiento para obtener plantas modificadas genéticamente, tolerantes a salinidad y sequia.

Estado de la técnica

La sequia y la salinidad representan estreses ambientales que afectan de forma crucial al crecimiento de las plantas
y limitan enormemente su potencial agricola (Bohnert and Jensen, 1996; Flowers, 2004; Yamaguchi and Blumwald,
2005). La explotacion y el riego intensivo de los cultivos han originado importantes cambios en la composicién qui-
mica de los suelos agricolas. Por ejemplo, se estima que la acumulacién de NaCl afecta a casi un quinto de la tierra de
regadio y millones de hectéreas cultivadas deben ser abandonadas cada afio (Flowers, 2004). La agricultura del siglo
XXI encara el problema de mantener altos rendimientos en la produccién de las cosechas, lo cual es a menudo dificul-
tado por la incidencia de pestes, enfermedades y condiciones climdticas adversas. Mientras el progreso es significativo
en el control de diversas enfermedades causadas por patégenos vegetales, todavia es un desafio importante el control
del estrés abidtico, fundamentalmente sequia, estrés por temperatura y salinidad (Zhang et al., 2004). La sequia y la
salinidad ocasionan un déficit hidrico que conlleva un estrés osmético. Adicionalmente, la toxicidad del sodio y del
cloruro inhibe procesos metabdlicos sensibles a estos iones y produce deficiencias en la toma de nutrientes esenciales,
principalmente potasio (Zhu, 2002).

Diferentes mecanismos de halotolerancia y osmotolerancia estdn implicados en contrarrestar los efectos negati-
vos descritos anteriormente. Por ejemplo, los mecanismos de osmotolerancia comprenden varias rutas metabdlicas
que bacterias, hongos, algas y plantas han desarrollado durante la lucha evolutiva por la supervivencia (Serrano and
Gaxiola, 1994; Zhu, 2002). De este modo, una serie de rutas interconectadas permiten alcanzar el ajuste osmético,
facilitan la retencion y adquisicién de agua, mantienen la homeostasis idnica, palian el estrés oxidativo originado y en
general protegen las funciones celulares (Ingram and Bartels 1996; Zhu, 2002).

El 4cido abscisico (ABA) es una fitohormona que desempefia un papel crucial en el desarrollo de la semilla y en
la regulacién de la respuesta vegetal al estrés ambiental, particularmente sequia y salinidad (Finkelstein et al., 2002;
Nambara and Marion-Poll 2005). Durante el desarrollo de la semilla, el ABA regula la sintesis de proteinas y lipidos
de reserva, promueve la tolerancia a la desecacién y la dormicién de la semilla. Esta hormona también ejerce un papel
protector para la semilla, evitando su germinacion precoz e inhibiendo la misma en condiciones de estrés osmoético
(Gonzdlez-Guzmdn et al., 2002). En tejido vegetativo y ante situaciones de bajo potencial hidrico, la planta produce
un incremento de hasta 40 veces en los niveles de ABA, lo que conduce a una variedad de respuestas adaptativas. En
particular, el cierre de estomas y la remodelacion de la expresion génica en respuesta a ABA son cruciales para tolerar
la situacion de estrés (Finkelstein et al., 2002).

El ABA desencadena una cascada sefializadora en las células oclusivas de los estomas que resulta en su cierre
ante situaciones de estrés hidrico (Schroeder et al., 2001). Adicionalmente, en respuesta a la hormona se genera un
profundo cambio de la expresién génica, el cual afecta a mas de 1000 genes del transcriptoma vegetal (Takahashi
et al., 2004). Diferentes evidencias sugieren que la percepcién de la hormona puede producirse tanto extra como
intracelularmente (Finkelstein et al., 2002). No obstante, todavia no ha sido identificado un receptor primario de la
hormona, pero si se ha elucidado el papel de una amplia variedad de segundos mensajeros que contribuyen a la
seflalizacién de la misma. Entre ellos encontramos cADP-ribosa, especies reactivas de oxigeno (ROS), éxido nitrico,
fosfoinositoles, dcido fosfatidico, esfingosina-l-fosfato y Ca** (Finkelstein et al., 2002). La sefalizacién posterior
implica una compleja red de reguladores positivos y negativos, en particular quinasas y fosfatasas, y finalmente una
plétora de factores de transcripcion (Finkelstein et al., 2002). Mutaciones en proteinas de unién a ARN (HYL1, ABH1
o SAD1) también afectan la sefializacion de la hormona (Finkelstein et al., 2002).

Los eventos de fosforilacién y defosforilacién desempefian un papel crucial en la sefializacién del ABA, e implican
diversas quinasas y fosfatasas (Finkelstein et al., 2002). Por ejemplo, las quinasas AAPK, OST1 o PKABAI, han
sido implicadas en diversos aspectos de la sefializacion hormonal (Finkelstein et al., 2002). Ademds de estas quinasas
(independientes de calcio), otras quinasas calcio-dependientes estdn implicadas en la ruta de transduccién de sefial. Por
ejemplo, las quinasas CDPK1 y CDPK1 a que presentan un dominio tipo calmodulina, o la familia de proteinquinasas
de tipo SnRK3 (PKS3, PKS18, CIPK3) que actian en concierto con los sensores de calcio CBL y SCaBP (Finkelstein
et al., 2002).

Como contrapartida, diferentes proteinfosfatasas (PP) de serina y treonina juegan también un importante papel
en la sefializaciéon del ABA, en particular PP de tipo 2A (PP2A) y 2C (PP2C). Recientemente se ha demostrado
que la disrupcién de una subunidad reguladora (RCN1) de la PP2A confiere insensibilidad a ABA en Arabidopsis.
También tiene este efecto el uso de un inhibidor quimico, dcido okadaico, de esta fosfatasa. Estos datos indican
que RCNI1 es un regulador positivo de la sefial de ABA (Kwak et al., 2002). En el caso de la familia de PP2C,
la evidencia genética implica al menos a cuatro miembros de esta familia, ABI1, ABI2, PP2CA y HAB1, como
reguladores negativos de la ruta de sefializacion (Gosti et al., 1999; Leonhardt et al., 2004; Merlot et al., 2001, Sdez et
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al., 2004; Tahtiharju and Palva 2001). Mientras ABI1, ABI2 y HAB1 son reguladores tanto en semillas como en tejido
vegetativo, (Leonhardt et al., 2004; Leung et al., 1994, Leung et al., 1997; Meyer et al., 1994; Rodriguez et al., 1998;
Sdez et al., 2004), PP2CA no parece estar implicada en la respuesta a estrés hidrico en tejido vegetativo (Tahtiharju
and Palva 2001). El ABA promueve un aumento de la expresion de HAB1 y ABII, y estas proteinas, mediante su
actividad defosforilante, provocan una atenuacion de la sefial. Se crea de este modo un circuito de retroalimentacién
negativa, ya que la atenuacién de la sefial hormonal conduce a una disminucién de la expresién de ABI1 y HABI,
restaurdndose asf la capacidad para responder de nuevo a la hormona.

Tanto la ruta de biosintesis de ABA, la regulacién de la actividad y expresion de los enzimas biosintéticos implica-
dos, asi como la ruta de transduccién de sefial han sido blancos potenciales en la investigacion para la generacion de
variedades modificadas genéticamente con mayor tolerancia a salinidad y sequia (Finkelstein et al., 2002; Nambara
and Marion-Poll 2005). En particular, la transduccién de la sefial de ABA puede ser modulada mediante reforzamien-
to de reguladores positivos de la misma o atenuacion de reguladores negativos. Durante la dltima década han sido
identificados diversos reguladores negativos de la ruta, fundamentalmente mediante técnicas de genética y biologia
molecular. Como se ha mencionado previamente, las proteinas fosfatasa de tipo 2C ABI1 y HABI representan un
elemento clave en la regulacion negativa de la respuesta a ABA. Puesto que estas proteinas son reguladores negativos
globales de la sefial de ABA, la eliminacién de las mismas puede potencialmente conducir a un reforzamiento de la
seflal hormonal, incrementando la tolerancia de la planta a situaciones de estrés por sequia y salinidad.

Se han utilizado diversas estrategias de ingenieria genética para mejorar la tolerancia de las plantas a estrés hidrico
y salino. Entre ellas cabe citar la transferencia de genes individuales requeridos para la sintesis de osmoprotectores
o enzimas detoxificantes (Ingram and Bartels 1996, Bohnert and Jensen, 1996). En estos abordajes se transfiere un
unico gen que codifica una unica proteina de respuesta a estrés, por lo que la tolerancia conferida mediante estrategias
individuales es limitada.

La expresion de genes inducibles por estrés hidrico y salino implica rutas independientes y dependientes de ABA.
En la ruta independiente de ABA se ha descrito una mejora de la tolerancia a sequia y salinidad mediante la transferen-
cia del factor de transcripcion DREB1A (Kasuga et al., 1999). Este factor regula la induccién de genes de respuesta a
estrés de forma independiente de ABA (aunque estos genes también presentan en su promotor regiones dependientes
de ABA), y su sobreexpresion de forma inducible mejora la tolerancia a estrés. No obstante, una expresion elevada de
este factor de transcripcion puede conducir a retraso en el crecimiento en condiciones de ausencia de estrés.

Existe la necesidad de encontrar un procedimiento para la obtencién de plantas modificadas genéticamente que
sean tolerantes a la salinidad y sequia, cuya modificacién genética no confiera una tolerancia limitada ni interfiera
negativamente con el crecimiento de la planta en condiciones de ausencia de estrés. Este ha sido el objeto de la presente
invencién y su novedad radica en que proporciona un procedimiento para obtener plantas modificadas genéticamente
resistentes al estrés hidrico y salino mediante la inactivacion combinada de proteinas fosfatasa tipo 2C, de esta manera
se refuerza la ruta de transduccién del ABA dando lugar a plantas que presentan una respuesta rapida a la sequia y
salinidad, solucionando los problemas anteriormente expuestos.

Descripcion de la invenciéon

La presente invencion se refiere a una técnica de mejora de la resistencia de plantas a salinidad y sequia mediante
la inactivacién combinada de dos proteinas pertenecientes a la familia de las proteinas fosfatasa de tipo 2C.

Un aspecto particular de la invencidn se refiere a una planta resistente al estrés hidrico y salino que comprende la
inactivacién combinada de las proteinas ABI1 y HABI1, o de sus proteinas ortélogas.

En la presente invencién cuando hablamos de proteinas o genes ort6logos nos referimos a proteinas o genes que se
han originado a partir de un mismo ancestro y que comparten la misma funcién pero que se encuentran en diferentes
organismos.

En una realizacion particular de la invencidn, la inactivacién combinada de las proteinas ABI1 y HAB1 se realiza
mediante la inactivacién de los genes que codifican dichas proteinas o sus proteinas ortélogas, particularmente la
inactivacién de dichos genes se realiza mediante el silenciamiento génico.

En una realizaciéon mds particular de la invencién, la inactivacién combinada de las proteinas ABI1 y HAB 1 se
realiza mediante la inactivacion de los genes que codifican las proteinas ABI1 y HAB1 identificadas como SEQ ID
NO: 1 y SEQ ID NO: 2 respectivamente, particularmente la inactivacién de los genes que codifican dichas proteinas
se realiza mediante silenciamiento génico.

En una realizacién particular de la presente invencion, la inactivacion de los genes que codifican las proteinas ABI1
y HABI o sus proteinas ortdlogas, se lleva a cabo mediante silenciamiento génico, a través de la generacién de un
doble mutante. En una realizaciéon mds particular, el doble mutante es el mutante habl-1abil-2. En otra realizacién
particular el doble mutante es el mutante habl-1abil-3.

Otro aspecto particular de la invencidn se refiere a un procedimiento de obtencién de plantas resistentes al estrés
hidrico y salino que comprenden la inactivaciéon combinada de las proteinas ABI1 y HAB1 o de sus proteinas ortélogas.
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En una realizacién particular, en el procedimiento de obtencion de las plantas resistentes al estrés hidrico y salino,
la inactivacién de las proteinas se realiza mediante la inactivacién de los genes que codifican las proteinas ABI1 y
HABI o sus proteinas ortélogas, particularmente la inactivacion de dichos genes se realiza mediante el silenciamiento
génico.

En una realizacién particular, en el procedimiento de obtencidn de las plantas resistentes al estrés hidrico y salino,
la inactivacién de las proteinas se realiza mediante la inactivacion de los genes que codifican las proteinas ABII y
HABI identificadas como SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2 respectivamente, particularmente la inactivacién de los
genes que codifican dichas proteinas se realiza mediante silenciamiento génico.

En una realizacién particular, en el procedimiento de obtencién de las plantas resistentes al estrés hidrico y sa-
lino, la inactivacién de los genes que codifican las proteinas ABI1 y HAB1 o sus proteinas ortélogas, se lleva a
cabo mediante el silenciamiento génico a partir de la generacidon de un doble mutante. En una realizacién mds par-
ticular, el doble mutante es el mutante habl-1abil-2. En otra realizacién particular el doble mutante es el mutante
habl-1abil-3.

Otro aspecto particular de la invencion se refiere a una planta modificada genéticamente o componentes de las
mismas que comprende la inactivaciéon combinada de las proteinas ABI1 y HAB1 y ha sido obtenida segtn el proce-
dimiento descrito anteriormente.

La inactivacién de proteinas en la presente invencién se realiza mediante la inactivacion de los genes que codifican
dichas proteinas mediante el silenciamiento génico a partir de la generacién de un doble mutante con ADN-T, no
obstante la inactivacion de los genes se puede realizar mediante otras técnicas de ingenieria genética conocidas para
un experto en la materia como la construccion de ARN interferente (ARNi) (Helliwell and Waterhouse 2005).

Descripcion de las figuras

Figura 1. Esquema de los mutantes habl-1, abil-2 y abil-3. Andlisis del ARNm de ABIl y HABI1 en plantas
silvestres, habl-1, abil-2, abil-3 y el mutante doble habl-1abil-2. (a, b) Esquema del gen HABI y ABII, respectiva-
mente. Localizacion de las inserciones de ADN-T en los mutantes habl-1, abil-2 y abil-3. La numeracién comienza
en el ATG iniciador. Se indica mediante flechas el borde izquierdo del ADN-T (LB) y los oligonucleétidos utilizados
para localizar la insercidn.

(c) Anélisis Northern de plantas silvestres, habl-1, abil-2, abil-3 y el mutante doble habl-1abil-2. Cada carril
contiene aproximadamente 10 ug de ARN total preparado de plantas tratadas con 1 uM ABA durante 3 h. El filtro fue
analizado con una sonda preparada a partir del cADN completo de ABI1 o HABI.

Figura 2. Hipersensibilidad a la inhibicién de germinacién mediada por el ABA en habl-1, abil-2, abil-3 y el
mutante doble habl-1abil-2 respecto a semillas silvestres. (a-c) Porcentaje de semillas que germinaban y desarrollaban
cotiledones verdes a las concentraciones indicadas del ABA, NaCl y manitol. Aproximadamente 200 semillas de cada
genotipo fueron sembradas en cada placa y su germinacién fue analizada tras 10 dias. Los valores son las medias +SD
de tres experimentos independientes.

Figura 3. Hipersensibilidad a la inhibicién del crecimiento mediada por el ABA en habl-1, abil-2, abil-3 y el
mutante doble habl-1abil-2 respecto a plantas silvestres.

(a) Crecimiento de los diferentes mutantes y pldntulas silvestres en medio suplementado o carente de ABA. Las
fotograffas fueron tomadas tras 12 dias de transferir pldntulas de 5 dias desde medio MS a placas carentes (-) o
suplementadas con 10 uM ABA.

(b) Porcentaje de peso fresco de los diferentes mutantes con respecto a plantas silvestres en medio suplementado
o carente de ABA. Los valores son las medias +SE de tres experimentos independientes (n=30 en cada experimento).

Figura 4. Hipersensibilidad en el cierre de estomas inducido por el ABA en habl-1, abil-2, y el mutante doble
habl-1abil-2 respecto a plantas silvestres. Tolerancia a sequia del doble mutante habl-1abil-2 respecto a plantas
silvestres.

(a) Medidas de la apertura de estomas en plantas silvestres y los diferentes mutantes. El ratio de apertura de los
estomas (anchura/longitud) se obtuvo a partir de medidas realizadas tras 2 h 30 min tras la adicién de 10 o 100 nM
ABA. Los valores son las medias +SD de tres experimentos independientes (n=30 en cada experimento).

(b) Tolerancia al estrés hidrico del doble mutante habi-1abil-2 respecto a plantas silvestres. Las fotografias fueron
tomadas tras 10 dias de cesar el riego de las plantas. Para la fotografia de la parte inferior se eliminé el tallo para
apreciar mejor el fenotipo en las hojas de roseta.

Figura 5. Tolerancia al NaCl del doble mutante habi-1abil-2 respecto a plantas silvestres. La fotografia fue tomada
tras 12 dias de transferir plantulas de 5 dias desde medio MS a medio suplementado con 100 mM NaCl.
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Figura 6: Muestra el alineamiento de la proteina ABI1 de Arabidopsis thaliana con sus proteinas ort6logas de
la planta de la patata (Solanum tuberosum) (A), la planta del tomate (Lycopersicon esculentum) (B) y dos proteinas
fosfatasa tipo 2C de la planta del arroz (Oryza sativa) (C).

Figura 7: Muestra el alineamiento de la proteina HAB1 de Arabidopsis thaliana con sus proteinas ortélogas de
la planta de la patata (Solanum tuberosum) (A), la planta del tomate (Lycopersicon esculentum) (B) y dos proteinas
fosfatasa tipo 2C de la planta del arroz (Oryza sativa)(C).

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a una técnica de mejora de la tolerancia de plantas a salinidad y sequia mediante
la inactivacién combinada de las proteinas fosfatasa de tipo 2C, ABI1 y HABI1. La técnica ha sido desarrollada en la
planta modelo Arabidopsis thaliana y puede ser aplicada a plantas de interés agrondmico mediante distintas técnicas
de ingenieria genética conocidas por un experto en la materia. Ello es posible porque los genes que codifican las
proteinas ABI1 y HABI1 estdn conservados en plantas de interés agronomico y existe tecnologia adecuada para su
inactivacion en las mismas (Helliwell and Waterhouse 2005). Por ejemplo, en la figura 6 y en la figura 7 se muestra
el alineamiento de las proteinas ABI1 y HAB1 de Arabidopsis thaliana con sus proteinas ortélogas de la planta de la
patata (Solanum tuberosum), la planta del tomate (Lycopersicon esculentum) y la planta del arroz (Oryza sativa).

En primer lugar se procedié a la inactivacion combinada de los genes que codifican las proteinas ABI1 y HAB1
utilizando como modelo Arabidopsis thaliana. A continuacion se realiz6é una caracterizacion fenotipica del mutante
doble generado (habl-1abil-2), tanto en condiciones de ausencia como de presencia de estrés salino y sequia. En con-
diciones de ausencia de estrés abiético, el doble mutante generado no present6 penalizacion en el desarrollo vegetativo
ni en la produccién de semillas respecto a las plantas control. En cambio, en condiciones de sequia y estrés salino,
el doble mutante presentd una notable ventaja (estadisticamente significativa) en cuanto a su crecimiento vegetativo y
reproductivo.

Las plantas de Arabidopsis thaliana se crecieron en condiciones habituales de invernadero. Para cultivo in vitro,
las semillas fueron esterilizadas en superficie mediante tratamiento con etanol 70% y Triton X-100 0.05% durante
20 min, seguido de lavados con agua destilada estéril. Las semillas se estratificaron durante 3 dias en oscuridad y a
4°C. Después se sembraron en placas de medio Murashige-Skoog (MS) (Murashige and Skoog 1962), compuesto por
sales basales MS, 4cido 2-[N-morpholino]etanosulfénico 0.1%, sacarosa 1%, agar 1% y pH ajustado a 5.7 con KOH
antes de autoclavar. Las placas se sellaron y fueron incubadas en una cdmara de crecimiento controlado a 22°C, y
fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad a 80-100 uE m™ sec™".

Para medir la sensibilidad a ABA en los ensayos de germinacién y crecimiento temprano, se sembraron las semillas
en placas de medio MS suplementado con las concentraciones indicadas de ABA. Para medir la sensibilidad a la
inhibicién de la germinacién causada por estrés osmético, el medio se suplementd con las concentraciones indicadas
de NaCl o manitol. A los 7 dias, se evalud el porcentaje de semillas que germinaban y desarrollaban cotiledones verdes
expandidos.

El efecto del ABA y el NaCl sobre el crecimiento se determiné pesando las plantas tras 12 dias del paso de
las plantulas desde medio MS a medio MS suplementado con ABA 10 uM o NaCl 100 mM, respectivamente. Se
obtuvieron datos de tres experimentos independientes, cada uno hecho con 30-40 plantas.

Los ensayos de cierre de estomas inducido por ABA se realizaron en hojas de plantas de 5-6 semanas, de las
cuales se obtuvo la capa epidérmica. Esta se incub6 durante 2 h 30 min en una solucién tampén que contenia KC1
10 mM, 4cido diiminoacético 7.5 mM y MES/Tris 10 mM, pH 6.2, a 20°C. Posteriormente, la capa epidérmica se
incubé durante 2 h 30 min en la misma solucién suplementada o no con ABA (concentraciones de 10 y 100 nM). Los
datos se expresan como la media de cuatro experimentos +=SD donde se determind el ratio anchura/longitud para 30-
40 estomas en cada experimento.

Para la realizacioén de los ensayos de estrés hidrico, las plantas se crecieron en condiciones normales de riego
durante 21 dias. Posteriormente se suspendid la irrigacién y se minimiz6 la evaporacion del suelo cubriendo el mismo
con plastico.

Se realizaron tres experimentos, incluyendo 10 plantas en cada uno de tipo silvestre y mutante.

Para realizar andlisis de ARN, plantulas de 7 dias fueron transferidas a medio suplementado o no con ABA 1 uM,
el material se recogid tras tres horas de tratamiento y se congeld en nitrégeno liquido. El ARN total se extrajo mediante
un Qiagen RNeasy Plant Mini Kit, se separ6 en geles de agarosa-formaldehido y se transfirié a una membrana de nylon,
la cual fue hibridada con una sonda de ADNc marcada con *?P. La sonda de ADNc contenia la secuencia codificante
del gen ABII identificada como SEQ ID NO: 3 o la secuencia codificante del gen HAB1 identificada como SEQ ID
NO: 4.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencién y no deben ser considerados en sentido limitativo de la misma:
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Ejemplo n° 1
Obtencion y caracterizacion de los mutantes sencillos de ADN-T habl-1, abil-2 y abil-3

El genoma de la planta modelo Arabidopsis ha sido secuenciado mediante una colaboracién internacional denomi-
nada AGI (iniciativa para el genoma de Arabidopsis, Nature, 408:796-815). La disponibilidad de la secuencia completa
de este genoma (el primer genoma vegetal en ser secuenciado) ha permitido poner en marcha diversos proyectos en-
caminados a elucidar la funcién de los mas de 25000 genes identificados en esta planta modelo. En particular, se ha
generado una plataforma de mutantes de inserciéon de ADN-T (coleccién Alonso/Crosby/Ecker, Alonso et al., 2003)
que tiene como objetivo generar una coleccién indexada de mutaciones en el genoma de Arabidopsis.

Esta coleccién, denominada SALK, se realiz6 mediante la generacion de inserciones de ADN-T (vehiculado por
Agrobacterium tumefaciens) a partir del vector pPROK2 (Alonso et al., 2003). Para ello se utiliz6 el método de in-
mersion floral (Clough and Bent, 1998), utilizando la cepa de Agrobacterium tumefaciens C58 que contenia el vector
binario pPROK?2 (Alonso et al., 2003). Las bacterias se crecieron hasta fase estacionaria en medio de cultivo LB (10 g
de triptona, 5 g de extracto de levadura 'y 5 g de NaCl por litro) suplementado con 25 mg/ml de kanamicina. Las células
fueron recogidas mediante centrifugacion y se resuspendieron en medio de infiltracién (sacarosa 5% y Silwet L-77
0.05%). Plantas de Arabidopsis de cuatro semanas fueron invertidas y sumergidas en esta suspension, tras lo cual se
cubrieron con plastico para mantener la humedad. Tras 12-24 horas se retiré la cubierta de pléstico y se devolvieron las
plantas al invernadero. Tras 3-5 semanas se recogieron las semillas de las plantas asi tratadas y se almacenaron durante
3-4 semanas antes de proceder a la seleccion de los transformantes que contenian ADN-T transferido por Agrobac-
terium. Para ello se esterilizaron las semillas en superficie como se describe en la seccién anterior y se sembraron
en placas de medio MS suplementado con 25 mg/ml de kanamicina. Los transformantes fueron identificados como
plantulas resistentes a kanamicina que producian hojas verdes y raices en el medio de seleccion. Aproximadamente
150000 plantas transformadas fueron asi seleccionadas, a partir de las cuales se extrajo ADN genémico y se procedid
a la identificacién de mutantes mediante la secuenciacidn de los sitios de insercién del ADN-T. La linea SALK_21004
contenia una insercién de ADN-T en el gen HAB1 (Séez et al., 2004). Para identificar el mutante homocigoto hab1-1
se procedi6 al genotipado de la linea SALK_21004 utilizando los siguientes oligonucleétidos del gen HAB 1:

Forward hab1-1, identificado como SEQ ID NO: 5
Reverse habl-1, identificado como SEQ ID NO: 6

Igualmente, dos lineas que contenian una insercién tinica de ADN-T en ABI1 fueron identificadas, SALK_72009
y SALK_76039. Para identificar los correspondientes mutantes homocigotos, abil-2 y abil-3 respectivamente, se
procedid al genotipado de estas lineas utilizando los siguientes oligonucleétidos del gen ABI1:

Linea SALK_72009, forward abil-2 identificado como SEQ ID NO: 7 reverse abil-2, identificado como SEQ ID
NO: 8.

Linea SALK_76039, forward abil-3, identificado como SEQ ID NO: 9 y reverse abil-3, identificado como SEQ
ID NO: 10. Como oligonucleétido correspondiente al borde izquierdo del ADN-T del vector pROK2, se utilizé LB-
newpROK?2, identificado como SEQ ID NO: 11.

La secuenciacion de la region flanqueante del ADN-T en abil-2 reveld que la insercion estaba localizada 2 nucle6-
tidos antes del ATG iniciador (Figura 1a). En el caso de abil-3, el inserto de ADN-T estaba localizado 546 nucle6tidos
después del ATG iniciador (Figura 1a). Ambas inserciones afectan la expresién de ABII y el andlisis tipo Northern
mostré ausencia del transcrito ABI/ en ambos mutantes (Figura 1b).

Ejemplo n° 2
Hipersensibilidad al ABA de las semillas de habl-1, abil-2 y abil-3

La progenie de individuos homocigotos habl-1, abil-2 y abil-3 fue utilizada para realizar diferentes ensayos de
sensibilidad a ABA. En primer lugar se examind la sensibilidad de los mutantes a ABA en ensayos de inhibicién
de la germinacién (Figura 2a). En ausencia de ABA exdgeno, las semillas de habl-1, abil-2 y abil-3 mostraron un
ratio de germinacién similar a semillas control. En cambio, en presencia de ABA, los mutantes fueron hipersensibles
a la inhibicién de la germinacién promovida por la hormona. Semillas F1 hemicigotas para la inserciéon de ADN-
T mostraron una germinacién similar a semillas silvestres en medio suplementado con 0.5 uM ABA. La siguiente
generacion de semillas F2 mostré un fenotipo de hipersensibilidad a ABA en aproximadamente una proporcién de
1:3 (121 hipersensible: 313 silvestre, y*=0.42, P>0.5 para abil-2; 112 hipersensible: 319 silvestre, y*=1.4, P>0.1 para
abil-3). Finalmente, aquellas plantulas F2 hipersensibles al ABA mostraron cosegregacion con la presencia de una
insercion homocigota de ADN-T en ABII (n=40). En conjunto estos datos indicaron que las mutaciones abil-2 y
abil-3 fueron recesivas y se segregaron como un locus tnico ligado a la insercién de ADN-T en ABI].

El ABA desempeiia un papel protector en las semillas, impidiendo su germinacién y desarrollo temprano en con-
diciones de estrés osmético (Gonzdlez-Guzmdn et al., 2002). De hecho, mutantes hipersensibles al ABA son mas
sensibles a la inhibicién de la germinacién promovida por el estrés osmdtico que semillas silvestres (Sdez et al.,
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2004). Los mutantes habl-1, abil-2 y abil-3 mostraron un fenotipo de hipersensibilidad al ABA en germinacién (Fi-
gura 2a). A continuacion se realizaron andlisis tipo dosis-respuesta de germinacion y crecimiento temprano en medio
suplementado con NaCl (figura 2b) o manitol (figura 2c) para los mutantes. Los resultados indicaron que los mutantes
fueron mds sensibles que el silvestre a la inhibicion de la germinacién en situaciones de estrés osmotico, ejerciendo
un papel preventivo y evitando la germinacién ante las situaciones desfavorables que se producen en condiciones de
bajo potencial hidrico (sequia, salinidad).

Ejemplo n° 3
Generacion y andlisis de un mutante doble habl-1abil-2

Para la generacion del doble mutante, se cruzo el alelo habl-1 con abil-2, mediante la transferencia de polen de
plantas abil-2 al estigma de flores emasculadas de plantas habl-1. El genotipo de las plantas F2 resultantes de este
cruce fue analizado mediante PCR. Para identificar individuos homocigotos en la insercién del ADN-T, se obtuvo
ADN genémico y se procedi6 a su genotipado mediante PCR utilizando los siguientes oligonucledtidos:

Gen ABII1: forward abil-2, identificado como SEQ ID NO: 7 y reverse abil-2, identificado como SEQ ID NO: 8
Gen HAB1: forward hab1-1, identificado como SEQ ID NO: 5 y reverse hab1-1, identificado como SEQ ID NO: 6

Como oligonucleétido correspondiente al borde izquierdo del ADN-T del vector pROK?2, se utilizé6 LBnewpROK2,
identificado como SEQ ID NO: 11

Se identificaron plantas F2 que fueran simultdneamente homocigotas para los alelos hab1-1 y abil-2, y el genotipo
de las mismas se confirmé mediante anélisis Southern. El genotipado mediante PCR aqui descrito se realiz6 mediante
dos reacciones de PCR. En primer lugar se identificaron individuos donde no se producia amplificacién al utilizar
los oligonucleétidos forward y reverse indicados. Estos individuos eran candidatos que presumiblemente contenian la
inserciéon de ADN-T en homocigosis, la cual impedia obtener el producto esperado mediante la reaccién de PCR. En
segundo lugar, se confirmé la presencia del ADN-T mediante una reaccién de PCR que utilizaba los siguientes pares
de oligonucleétidos:

Alelo hablI-1, SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 6; alelo abil-2, SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 8.

El andlisis de la poblacién F2 resultante permiti6 identificar un mutante doble habl-1abil-2,y su respuesta al ABA
fue analizada en bioensayos de germinacion, crecimiento y cierre estomatico. El andlisis de germinacién en medio
suplementado con 0.3 uM ABA mostré una mayor respuesta a ABA en el mutante doble que en los mutantes parentales
(Figura 2a). En concordancia con este resultado, el mutante doble fue particularmente sensible a la inhibicién de la
germinacion en situaciones de estrés osmotico causado por NaCl o manitol (Figuras 2b y 2c¢).

El ABA tiene un efecto inhibitorio sobre el crecimiento vegetal cuando el medio es suplementado con concen-
traciones micromolares de la hormona. Como se demuestra en la figura 3b, tanto abil-2 como abil-3 mostraron
mayor sensibilidad que plantas silvestres al efecto inhibidor del crecimiento causado por 10 uM ABA, lo cual también
ocurrié con el mutante habl-1. El doble mutante habl-1abil-2 mostré una inhibicién dramdtica del crecimiento en
estas condiciones y este fenotipo fue mucho mds acusado que el observado en los mutantes parentales (Figura 3a).

Ejemplo n° 4
Tolerancia a sequia y salinidad del mutante doble habl-1abil-2

A continuacidn se realizaron ensayos de cierre de estomas en respuesta a ABA. Esta respuesta se ensayo tanto en
los mutantes sencillos abil-2 'y habl-1 como en el mutante doble (Figura 4a). Las medidas de apertura de estomas
indicaron que abil-2, habl-1 y el mutante doble fueron hipersensibles al ABA en un rango de 10-100 nM ABA. Es
mas, la respuesta del mutante doble a 10 nM ABA fue sinérgica respecto a la respuesta de los mutantes parentales
(Figura 4a).

Posteriormente se realizaron ensayos de tolerancia al estrés hidrico para los diversos mutantes y plantas silvestres.
Con este fin, se sometieron plantas de 21 dias a estrés hidrico mediante retirada del riego en condiciones que minimi-
zan la evaporacion desde el suelo. La figura 4b muestra que tras 10 dias en ausencia de riego, las plantas silvestres se
marchitaron, perdieron turgencia y muchas hojas de roseta amarillearon. En cambio, las plantas habi-1abil-2 no mos-
traron sintomas de marchitamiento y mantuvieron hojas de roseta tirgidas y verdes, mientras los mutantes sencillos
habl-1, abil-2 y abil-3 sélo mostraron una tolerancia limitada.

Tanto el estrés hidrico como el salino impiden/dificultan la toma de agua y generan acumulacién de ABA, y esto
dltimo es un factor clave para promover las respuestas adaptativas en la planta. Por lo tanto, una mayor sensibilidad
a la hormona podria causar una mayor tolerancia no sélo en situaciones de sequia sino también ante estrés salino. Se
comprobd la tolerancia a sal de los mutantes aqui descritos en cultivo in vitro en medio suplementado con 100 mM
NaCl. La figura 5 muestra que el mutante doble fue mds resistente a la inhibicion del crecimiento causada por el NaCl
que las plantas silvestres o los mutantes parentales.
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REIVINDICACIONES

1. Planta resistente al estrés hidrico y salino que comprende la inactivacién combinada de las proteinas ABII y
HABI o de sus proteinas ortélogas.

2. Planta resistente al estrés hidrico y salino segin la reivindicacion 1, donde la inactivacién de dichas proteinas se
realiza mediante el silenciamiento de los genes que codifican las proteinas ABI1 y HAB1 o sus ort6logas.

3. Planta resistente al estrés hidrico y salino segin cualquiera de las reivindicaciones 1 y 2, donde la inactivacién
de dichas proteinas se realiza mediante el silenciamiento de los genes que codifican las proteinas ABI 1 y HABI
identificadas como SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2 respectivamente.

4. Planta resistente al estrés hidrico y salino segun la reivindicacién 2, donde el silenciamiento de los genes que
codifican las proteinas ABI1 y HABI o sus ort6logos se realiza mediante la generacion de un doble mutante.

5. Planta resistente al estrés hidrico y salino segin la reivindicacién 4, donde el doble mutante es hab1-1 abil-2.
6. Planta resistente al estrés hidrico y salino segtn la reivindicacién 4, donde el doble mutante es hab1-1abil-3.

7. Procedimiento de obtencion de una planta resistente al estrés hidrico y salino que comprende la inactivacién
combinada de las proteinas ABI1 y HAB1 o de sus proteinas ortélogas.

8. Procedimiento de obtencién de una planta resistente al estrés hidrico y salino segtn la reivindicacion 8, donde
la inactivacion de las proteinas ABI1 y HABI, se realiza mediante el silenciamiento de los genes que codifican las
proteinas ABI1 y HAB1 o de sus genes ortélogos.

9. Procedimiento de obtencidn de una planta resistente al estrés hidrico y salino segin cualquiera de las reivindica-
ciones 8 y 9, donde la inactivacion de dichas proteinas se realiza mediante el silenciamiento de los genes que codifican
las proteinas ABI 1 y HAB 1, identificadas como SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2 respectivamente.

10. Procedimiento de obtencidn de una planta resistente al estrés hidrico y salino segtn la reivindicacién 9, donde el
silenciamiento de los genes que codifican las proteinas ABI1 y HAB1 o sus ortélogos se realiza mediante la generacién
de un doble mutante.

11. Procedimiento de obtencién de una planta resistente al estrés hidrico y salino segin la reivindicacién 11, donde
el doble mutante es habl-1abil-2.

12. Procedimiento de obtencién de una planta resistente al estrés hidrico y salino segtn la reivindicacion 11, donde
el doble mutante es hab1-1abil-3.

13. Planta modificada genéticamente o componentes de las mismas que comprenden la inactivacién combinada de
las proteinas ABI1 y HAB1 obtenida mediante el procedimiento segiin cualquiera de las reivindicaciones 8-13.
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 5
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U273187 Solanum tuberosum
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Gly

Phe

Cys

Lys

Trp

Glu

Glu

val

val

350

Pro

val

Arg

Glu

Ala

430

Ile

Asp

Phe

ASp

ASp

Gly

Ala

Cys

335

Leu

Asp

Ile

ser

val

415

Ser

Ala

His

Gly

Asp

Glu

Lys

Lys

val

320

Ser

Phe

Arg

Gln

Ile

400

Thr

Asp

Arg



ES 2 307 370 B1

Arg Arg Ile Leu Met Trp His Lys Lys Ash Gly Ala Pro Pro Leu Ala
450 455 460

Tyr

Glu Arg Gly Lys Gly Ile Asp Pro Ala Cys Gln Ala Ala Ala Asp
470 475 480

465

Lys Asp Asn Ile Ser Ile

Leu Ser Met Leu Ala Leu GIn Lys Gly Ser
485 495

490

Ile val ITe Asp Leu Lys Ala GIn Arg Lys Phe Lys Thr Arg Thr
500 505 510
<210> 3
<211> 1305
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda ADNc

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 3
atggaggaag tatctccggc gatcgcaggt cctttcaggc cattctccga aacccagatg 60
gatttcaccg ggatcagatt gggtaaaggt tactgcaata accaatactc aaatcaagat 120
tccgagaacg gagatctaat ggtttcgtta ccggagactt catcatgctc tgtttctggg 180
tcacatggtt ctgaatctag gaaagttttg atttctcgga tcaattctcc taatttaaac 240
atgaaggaat cagcagctgc tgatatagtc gtcgttgata tctccgccgg agatgagatc 300
aacggctcag atattactag cgagaagaag atgatcagca gaacagagag taggagtttg 360
tttgaattca agagtgtgcc tttgtatggt tttacttcga tttgtggaag aagacctgag 420
atggaagatg ctgtttcgac tataccaaga ttccttcaat cttcctctgg ttcgatgtta 480
gatggtcggt ttgatcctca atccgeccgect catttcttcg gtgtttacga cggccatggce 540
ggttctcagg tagcgaacta ttgtagagag aggatgcatt tggctttggc ggaggagata 600
gctaaggaga aaccgatgct ctgcgatggt gatacgtggc tggagaagtg gaagaaagct 660
cttttcaact cgttcctgag agttgactcg gagattgagt cagttgcgcc ggagacggtt 720
gggtcaacgt cggtggttgc cgttgttttc ccgtctcaca tcttcgtcgc taactgeggt 780
gactctagag ccgttctttg ccgcggcaaa actgcacttc cattatccgt tgaccataaa 840
ccggatagag aagatgaagc tgcgaggatt gaagccgcag gagggaaagt gattcagtgg 900
aatggagctc gtgttttcgg tgttctcgcc atgtcgagat ccattggcga tagatacttg 960
aaaccatcca tcattcctga tccggaagtg acggctgtga agagagtaaa agaagatgat 1020
tgtctgattt tggcgagtga cggggtttgg gatgtaatga cggatgaaga agcgtgtgag 1080
atggcaagga agcggattct cttgtggcac aagaaaaacg cggtggctgg ggatgcatcg 1140
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ttgctcgcgg atgagcggag aaaggaaggg aaagatcctg cggcgatgtc cgcggctgag

tatttgtcaa agctggcgat acagagagga agcaaagaca acataagtgt ggtggtggtt

gatttgaagc ctcggaggaa actcaagagc aaacccttga actga

<210>4

<211> 1536
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda ADNc

<400> 4

atggaggaga
gaatcatcac
tctgattctg
tctgaactgg
gggtcttcca
gtcataagtg
gctatggaaa
attgagcagg
tcggaggttg
gtttatgaac
gagatggagg
atgggggacc
gtttatgatg
gctttggctg
ggtaggcagg
attgaaggaa
gcgtctgaga
gtttctaact
tcagttgatc
aaagttatac
ggtgacagat
tcaagagaag
caagaagtct

ccgcctctag

tgactcccgc
ctgtcgagat
aaaatcaaag
aagaggtagg
atgtttttga
agggcttgtt
tagataacgg
ttcccaccge
tcattagatt
tagattgtat
atgcttttge
atgagggtat
gtcatggagg
aagaaataga
tgcagtggga
aaattggtag
ccgtaggatc
gcggtgattc
acaaaccaga
aatggcaagg
atctgaagcc
acgagtgtct
gcgaaatagc

cagagagagg

agttgcaatg
cactcagcta
cttttgcaac
tgaacaggat
tgaagacgat
agttgttgat
gcgagttctt
ggaagttctt
gccagatgaa
accgctttgg
cgtgtcacct
gagtccaagc
ccataaggtt
acgtataaaa
taaagtcttc
agccgttgtt
aactgctgtt
gagggcggtt
tagagaggat
cgcacgtgtt
atatgtgatc
catactagcc
aaggagacgg
caaaggaata

actcttagct
aagaacgtta
ggagggactg
ttgttgaaaa
gtattgtctg
gcaggctctg
gcaaccgcga
atcgcgggtg
aatagtaatc
ggcacggttt
cattttctga
ctcacacacc
gctgactatt
gacgaattat
acgagttgtt
ggttcttctg
gttgccttgg
ttattccgtg
gaatatgcaa
tttggtgttc
ccagaaccgg
agtgacggtc
atattgatgt

gatccagctt

tagcagccaa
ctgatgcagc
aatgcactat
ctttatccga
ttgtggagga
aattaagctt
ttatcgtagg
taaatcagga
atctggtgaa
ccattcaagg
aactacccat
tcaccggtca
gccgagatag
gcaagaggaa
ttctaactgt
ataaggttct
tttgctcatc
gcaaagaagc
gaatagaaaa
tcgccatgtc
aagtgacatt
tttgggatgt
ggcacaagaa

gccaagccgce

caccatgtgt
tgacttgtta
ggaagatgtt
tacgagaagc
taatagtgct
gtctaataca
cgaatcaagc
taccaatact
agggagaagt
gaatagatct
caaaatgctt
ttttttcggt
actccatttt
tacaggagag
cgatggtgag
tgaggctgtt
acatatagta
catgcccttg
tgctggaggc
taggtccatc
catgcctcgg
aatgaacaac
gaacggtgca

agctgactac

1200
1260
1305

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
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ctctcaatgc ttgctctaca aaaaggaagt aaagacaaca tctccatcat tgtgattgac

ES 2307370 B1

ttgaaagctc aaagaaagtt caagaccaga acctga

<210>5

<211> 19

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 5

aactgctgtt gttgccttg

<210> 6

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 6

ggttctggte ttgaactttc t

<210>7

<211>21

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 7

aggaaaccct tattgaaatt ¢

<210> 8

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 8

ctetgttctg ctgatcatct

<210>9
<211> 21

1500
1536

19

21

21

20
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<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400>9

atgatcagca gaacagagag t

<210> 10

<211> 18

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 10

tcagttcaag ggtttgct

<210> 11

<211>21

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 11

gccgatttcg gaaccaccat ¢

ES 2307370 B1

21

18

21
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